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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞中に含まれる低コピーのウイルスDNAをデジタル精密計測する技術を開発
することを目的とした。このために、マイクロ流体デバイスで形成したピコリットル容量のマイクロドロップレットを
用いてDNA分子を増幅・検出するシステムを開発した。本システムの応用として、HIV-1を模倣したレンチウイルス感染
細胞をサンプルとし、感染後の細胞内でのウイルスDNAの動態を経時追跡した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a technique for digital counting of low copy 
viral DNA within infected cells. We developed a microfluidic device for generation of microdroplets for 
droplet-based digital PCR. In this method, the target genes were separately amplified within picoliter 
droplets and detected with fluorescent microscopy. The number of fluorescent droplets correlated with the 
copy numbers of target genes. In addition, we constructed lentivirus vector modeled after HIV. After 
optimization of the reaction conditions of droplet digital PCR, we demonstrated its highly sensitive 
detection of proviral DNA within a small number of infected cells during early infection process.

研究分野： プロセス工学
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１．研究開始当初の背景 
細胞中に含まれる遺伝子情報は、その多

様性から発現性までさまざまである。さら
に、個々の細胞活性によってその遺伝子発
現も変化に富んでいる。細胞内で低コピー
に存在する遺伝子情報の重要性は指摘され
ているが、従来までに一般的に用いられて
きた qPCR 法では、サンプル中のターゲッ
トが少ない場合での定量精度が非常に低い
という問題点があった。また、次世代シー
クエンサーを用いた網羅的遺伝子発現解析
においても、コピー数が非常に少ないター
ゲットの検出は困難である。 
本研究では、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)

を対象とした。HIV は CD4+ T 細胞に侵入
したのち、ウイルス RNA が逆転写され二
本鎖 DNA が合成される。この HIV の細胞
内侵入では主要受容体である CD4 分子の
他に補助受容体として CXCR4 あるいは
CCR5 分子を必要とする。補助受容体によ
って細胞指向性が決定され、CXCR4 を用い
る X4 型と CCR5 を用いる R5 型 HIV が存
在する。X4 型ウイルスは T 細胞株指向性
で CD4 陽性の細胞株でよく増殖するのに
対し、R5 型はマクロファージや初期培養 T
細胞でしか増殖しない。病態との関係でみ
ると、感染初期の個体からは R5 型ウイル
スが有意に分離され、病気の進行にともな
って X4 型が優勢になる。しかしながら、
X4 型が優勢な進行感染者から新たに感染
した個体から初期に分離されてくるウイル
スの多くはやはり R5 型であることが知ら
れている。なぜ R5 型ウイルスが感染初期
には優勢に増殖するのかはいまだによく分
かっていないが、HIV 感染防御には R5 型
の感染を阻止することが重要であると考え
られる。 
 また、細胞内で合成されたウイルス DNA
は宿主ゲノムに挿入され、プロウイルス
DNA となる。HIV の細胞内への侵入から宿
主ゲノムへのプロウイルスゲノム挿入に至
る感染過程の量的動態を追跡するには、
個々の細胞内に微量に存在するウイルス
RNA、二本鎖 DNA およびプロウイルス
DNA 量を個別に計測する技術が必要であ
る。また、ウイルス感染は細胞活性状態に
大きく左右されるため、細胞ごとにウイル
ス由来核酸量とその動態を計測することが
望まれている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞中に含まれる低コピー

の DNA 分子をデジタル精密計測する手法
を開発することを目的とした。また、開発
する計測法を用いて、ウイルス感染過程に
おける細胞内でのウイルス遺伝子のコピー
数変動を追跡することを目標に定めた。本
手法を用いれば、初期感染で導入されたウ
イルスの遺伝子情報や、感染後期過程にお
いて核から翻訳された低コピー数の HIV 

由来 cDNA、mRNA も計測が可能であると
考えられるため、HIV をはじめとしたウイ
ルスの感染プロセス解明に大きく寄与する
と考えられる。従来、核酸の定量には qPCR
が主に用いられてきたが、低コピー量の核
酸定量や単一細胞レベルでのウイルスゲノ
ム検出は未だ困難である。そこで本研究で
は、HIV の初期感染過程におけるウイルス
由来 DNA の量的動態の解析を目指して、
単一核酸分子の検出を可能とするデジタル
カウント法の開発に取り組んだ。 

 
３．研究の方法 
(1) HIV-1 を模したレンチウイルス感染モ
デルの作製 
はじめに蛍光タンパク質発現レンチウイ

ルスを作製し、細胞感染モデルを構築する
こととした。HIV-1 由来のプロモーター制
御下で蛍光タンパク質を発現するプラスミ
ド(pCS-CD-EGFP-Nef-LTR)を構築した。こ
のプラスミドを transfer vector としてレン
チウイルスベクター（蛍光マーカーとして
EGFP もしくは Ds Red 遺伝子を含む）を作
成し、293T 細胞を用いてウイルスを作製し
た。このウイルスを T 細胞株(CEM 細胞)
に感染させた。マーカータンパク質発現に
より生じた蛍光を指標に、フローサイトメ
トリーを用いて感染細胞を分取することを
検討した。以後、本研究において行った遺
伝子増幅反応の検討では、本項で作製した
レンチウイルスベクター、もしくは分取し
たウイルス感染細胞を用いた。 

 
(2) DNA デジタルカウントシステムの開
発 
①キャピラリープレートを用いた DNA デ
ジタルカウントの検討 

DNA 分子数をデジタルカウントするため
のシステムとして、初年度はガラスプレー
トに無数の貫通孔が形成されたキャピラリ
ープレートの利用を試みた。本方式では、
DNA 分子をキャピラリープレートチャン
バー（490μL/チャンバー）に一分子ずつ導
入し、チャンバー内で PCR 増幅した後、増
幅産物を可視化することで分子カウントを
行う。なお蛍光検出には Taqman プローブ
を用いた。 

 
②マイクロドロップレットを用いた DNA
デジタルカウントの検討 
第２年度からはマイクロ流体技術を利用

したマイクロドロップレットを用いてター
ゲット DNA のデジタルカウントを行う手
法の開発に注力した。 
本開発では、内部にクロスジャンクショ

ン構造を配したマイクロ流体デバイスを設
計し、熱硬化性樹脂 poly(dimethylsiloxane) 
(PDMS)を用いてマイクロ流体デバイスを
作製した。マイクロシリンジを介して PCR
反応液をデバイス内に導入し、界面活性剤



を含んだオイルを用いて溶液をせん断する
ことによりドロップレットを連続形成した。
形成したドロップレットをアウトレット部
に接続したチューブを介して PCR チュー
ブ内に回収し、サーマルサイクラーを用い
て熱サイクルを印加した。PCR 後のドロッ
プレットを顕微鏡下で観察し、Taqman プロ
ーブ由来の蛍光を示すドロップレットの割
合を測定することにより、サンプル中に含
まれる標的 DNA のコピー数をデジタルカ
ウントした。 

 
(3) デジタルカウンティング法の精度評価 
 構築したデジタルカウンティング手法の
検出感度を評価するため、レンチウイルス
ベクターを用いて様々な希釈段階の DNA
サンプル溶液を調製し、定量を行った。PCR
反応後、蛍光を示したドロップレットの割
合から遺伝子のコピー数を算出し、理論値
との比較を行った。また、構築した二種の
レンチウイルス（X4 型と R5 型）に対して
それぞれ異なる蛍光を示すプローブを設計
することにより、２種の遺伝子の同時定量
を可能とするマルチプレックス PCR につ
いて検討した。 
 
(4) マイクロ流体デバイス上でのオンチ
ップ PCR 
 DNA 分子の反応槽への分配、PCR、デジ
タルカウントまでの一連の工程を集約した
システムの構築を目指し、デバイス上で熱
サイクルを印加することが可能なマイクロ
流体デバイスを設計した。上記の定量精度
評価に利用した反応系を利用し、システム
の評価を行った。 
 
(5) レンチウイルス感染細胞を用いたウ
イルス DNA の定量 

(1)で作製したHIV-1を模したレンチウイ
ルス（X4 型と R5 型）を同時感染させた細
胞を調製し、フローサイトメトリーにて分
取した。細胞内ウイルス DNA のコピー数
をマルチプレックスデジタルカウンティン
グ法により測定した。 
 
４．研究成果 
(1) HIV-1 モデルレンチウイルスの感染性
の確認およびフローサイトメトリーによる
分取 

X4 型と R5型に対応した DsRed, EGFPを
コードするレンチウイルスを CEM 細胞に
感染させてフローサイトメーターで解析・
分取した結果、ウイルスが感染性を有する
ものであることがわかった。このとき、ウ
イルスに感染した細胞はDsRed, EGFPを発
現する感染細胞の割合はそれぞれ 23.9%、
72.3%となった。この違いはウイルス作成
時のロットの違いに起因するものと考えら
れた。また、単一細胞レベルでの解析を想
定して、ヒト末梢血単核細胞から調製した

初期培養 CD4 陽性 T 細胞を分化・活性化マ
ーカーと増殖レベルで様々な亜集団細胞に
分画するため、多重染色フローサイトメー
ターのプロトコールを作成した。 

 
(2) キャピラリープレートを DNA デジタ
ルカウンティングの定量性評価 
レンチウイルスに組み込んだ蛍光タンパ

ク質の DNA をサンプルとして、PCR 溶液
をキャピラリープレートに導入した。PCR
にはフラットタイプのサーマルサイクラー
を利用した。増幅産物量は理論値と同様の
増加傾向を示すものの、理論値に比べて全
体的に濃度が10から100倍程度小さいこと
が示された。またゲノム DNA の存在下で
はさらに増幅産物量が減少することが確認
された。TaqMan プローブを用いてポア内
での増幅を可視化した結果、部位により蛍
光強度が異なっていることからキャピラリ
ープレートへのサンプル充填や増幅が均一
に行えていないことが示唆された。 
 
(3) ドロップレットを用いた DNA デジタ
ルカウンティングの定量精度評価 
 キャピラリープレートで生じた問題を回
避するために、新たな方針としてマイクロ
ドロップレットの利用を検討した。本研究
では、均一なドロップレットを形成するた
めに、PDMS 製のマイクロ流体デバイスを
開発した。本デバイスにより、約 50 pL の
ドロップレットを自動連続生成することが
でき、１分間で約 2×104個のドロップレッ
トが得られる。本ドロップレットを用いて、
Taqman プローブを用いた PCR 増幅及びタ
ーゲット DNA 分子の検出が可能であるこ
とを確認した(Fig. 1)。 

Fig. 1 マイクロドロップレット内での PCR
による特異的遺伝子検出の検出 
((a) X4 型 : 蛍光色素 FAM, (b) R5 型 : 蛍光
色素 VIC) 
 
 ウイルスベクター中の EGFP、DsRed を
対象としてモデル検出系を構築し、デジタ
ルカウンティングの定量精度を評価した。 
この結果、マイクロドロップレットを用い
た DNA デジタルカウンティングでは、当
初の目的として掲げた 10 コピー以下の低
コピーDNA 分子の検出・定量が可能であり、
また希釈段階に応じて蛍光を示すドロップ
レットの割合が変化することを確認するこ
とができた（Fig. 2）。 



Fig. 2 ドロップレットを用いた DNA デジ
タルカウンティングによる DNA コピー数
定量 
 
 また、ドロップレット内でのマルチプレ
ックス PCR では、2 種の遺伝子の同時検出
を行い、標的 DNA の希釈段階に応じて蛍
光を示すドロップレットの割合が変化する
ことを確認した(Fig. 3)。これにより、複数
の低コピー遺伝子の同時検出が可能となっ
た。 

 
Fig. 3 2 種の遺伝子のドロップレット-マル
チプレックス PCR による検出 (X4 型 : FAM, 
R5 型  : VIC) ((a): no template, (b):1.0x10-2 
fg/μL, (c):1.0x10-1 fg/μL, (d):1.0x10-0 fg/μL, 
(e):1.0x101 fg/μL, (f):1.0x102 fg/μL) 
 
(4) オンチップ PCR を利用したウイルス
遺伝子の検出 
 マイクロ流体デバイスに遺伝子増幅反応
用の蛇行流路を設計し、この直下に温度ヒ
ーターを配した物を作製した。この構造に
より、流路を流れるドロップレットに対し
て熱サイクルを印加し、標的遺伝子の増幅
を行うことを検討した。流路長・流量およ
び流路コーティングの検討を進めることで、
遺伝子増幅条件を最適化した。この結果、
流路から回収したドロップレット内部で遺
伝子増幅が生じていることを蛍光検出する
ことができた。これにより、ドロップレッ
ト作製から PCR 反応までの工程を一つの
デバイス上に統合したオンチップ PCR が
可能となった一方で、デバイス作製の歩留
まりや反応時間の改善が課題として残った。 
 
(5) デジタルカウンティング法を用いた
レンチウイルスの感染動態追跡 
 感染細胞を利用した評価では、界面活性
剤を含まない細胞溶解液では核内で形成さ
れる 2-LTR DNA は検出されないことが示
唆され、本研究において開発した系で細胞
内のプロウイルスのみを定量可能であると

判断された。また、細胞内のウイルス DNA
数は想定より少なく、細胞ごとにバラつく
事が示唆された。そこで、少数細胞からの
ウイルス DNA 量の追跡として、1000 個の
感染細胞をフローサイトメトリーにより分
取し感染後の経過時間に従ったウイルス
DNA 量の変動を追跡した。この結果、CEM
細胞に対するモデルレンチウイルスの感染
進行過程をモニターすることができた。本
実験により、細胞内におけるウイルス DNA
のコピー数の経時的な増加を確認すること
ができた(Fig. 4)。 

Fig. 4 ドロップレット-デジタル DNA カウ
ントによって計測した CEM 細胞内のウイル
ス cDNA 量の時間変動 
(VSV/EGFP レンチウイルス感染細胞:1000 個
から計測) 
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