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研究成果の概要（和文）：近年、１細胞分析が高感度化・ハイスループット化し、大腸癌患者の実組織試料を用
いて、１細胞レベルでの網羅的遺伝子発現解析が報告されている。しかし現行法では、組織試料から1細胞分析
を行う際には高性能セルソーターによる細胞分取が不可欠であり、組織試料の中での細胞個々の位置情報が失わ
れてしまう点が問題であった。本研究では、走査型プローブ顕微鏡により組織モデルの高解像度画像を取得し、
標的細胞から低侵襲的に極微量サンプルを高精度に回収して網羅的遺伝子発現解析をおこなう装置システムの開
発を目的とする。

研究成果の概要（英文）：Recently, single-cell analysis has been developed to achieve highly 
sensitive and high-throughput system. Large-scale data analysis of gene expression profiles for 
actual tissue samples of colorectal cancer patients. However, in the present stage, expensive cell 
sorter is required to perform single-cell analysis of tissue samples. And the cell sorting process 
lose information about the original location of the single cells in the tissue samples. We have 
developed a single-cell analytical tool based on scanning probe microscopy to obtain high-resolution
 topographic images of tissue model. Sequentially, the SPM system allows to precisely collect a 
targeted single-cell or a part of cytosol sample from a single-cell for high-throughput gene 
expression analysis.

研究分野：分析化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 走査型プローブ顕微鏡(SPM)は、生細胞やタ
ンパク質 1 分子のリアルタイムイメージング
をはじめバイオロジーの分野でも数多くの発
見の端緒となってきた。我々は、プローブの
多機能化或いは任意の座標における細胞試料
の回収といった独自のアプローチにより、
SPMを基盤とするバイオイメージングの研究
領域の発展に貢献してきた。我々が確立した、
SPMをプラットホームとする 1細胞レベルの
網羅的遺伝子発現解析の工程では、1) 1 細胞
回収探針の開発と 2) 並列定量 PCRの 2つの
プロセスが特に重要な研究開発要素となって
いる。 
(1) 1細胞回収探針の開発：我々は、SPMシス
テムで生細胞の高解像度イメージングに適用
可能な多機能ナノピペット探針の開発に取り
組んだ。特に、酸化還元電流とイオンコンダ
クタンス応答を距離制御信号に用いて高解像
度走査型電気化学顕微鏡-イオンコンダクタ
ンス顕微鏡(SECM-SICM)を世界で初めて考案
した（特願 2009‐140602）。ダブルバレル型ピ
ペット探針では、2 つの異なる信号を得る。
即ち、一方のチャネルに電解液を満たし、
SICM 探針によりイオン電流を観測する。イ
オン電流を探針‐サンプル間距離制御信号に
用いた場合、高解像度 SICM画像が得られる。
もう一方のチャネルには、ブタンガスの熱分
解により炭素電極を析出させ、電気化学反応
に起因するファラデー電流により、酸化還元
種や酵素の分布を得ることができる。 
(2) 並列定量 PCR：我々は、最も単純な組織
モデルである球形の細胞塊（スフェロイド）
に注目し、細胞塊の増殖活性・薬剤感受性・
分化能が同一細胞種を 2 次元培養した場合と
比べ異なることを研究してきた。細胞塊の直
径が 400 µm以上の場合、中心部の酸素濃度は
ほぼゼロとなる。これに伴い細胞塊の表面と
中心では、細胞個々の微小環境が位置依存的
に異なり、好気的代謝から嫌気的代謝にシフ
トする。胚性幹(ES)細胞の場合は、分化誘導
過程で形成される胚様体と呼ばれる細胞塊の
局所酸素濃度が、分化の方向に影響を与える。
さらに、分化誘導培地に添加される成長因子
の濃度が表面と中心部では異なっている。
我々はこれまでに、流路集積化デバイスを搭
載した市販の網羅的定量定量PCRと高速セル
ソーターを組み合わせて、マウス ES 細胞の
細胞塊のサイズ・酸素消費・分化経路の方向
性の関係 (H. Shiku Mol. BioSyst. 2013, 9, 
2701-2711)、ヒト乳癌細胞塊の代謝経路の変化
(H. Zhou Anal. Biochem. 2013, 439(2), 187-193)
に関して、遺伝子発現プロファイルを個々の
細胞塊レベルで解析することに成功している。
本研究により組織モデルにおける位置情報を
保持したまま、個々の細胞の遺伝子発現プロ

ファイルを 1 細胞レベルで解析することが可
能になれば、微小環境を反映する細胞個々の
位置情報と遺伝子発現の関係がより明確にな
ると期待できる。マウス ES 細胞由来の細胞
塊から 1 細胞分散懸濁液を得て、1 細胞遺伝
子発現プロファイルから、個々の 1 細胞の分
化状態の違いをクラスタリング解析した（H. 
Zhou et al. Mol. BioSyst. 2015, 11 , 2560-2567)。
その結果、ES細胞から分化させた細胞群の中
に混入した未分化状態の細胞を検出すること
ができた。しかし現状では、細胞塊中の位置
情報を反映させた 1 細胞分析には成功してい
ない。 
  組織を構成する単一細胞内のmRNA発現評
価を行うハイスループットな技術として、 細
胞バーコード技術が注目されている。 これは、 
mRNAと特異的に結合するポリ T配列と, 数
塩基~数十塩基のランダムなヌクレオチド配
列（インデックス配列）を有する核酸タグを
数多く作成し, 単一細胞ごとに核酸タグと結
合, シーケンシング技術によってインデック
ス配列ごと mRNA情報を読み取ることで, 細
胞ごとの mRNAの区別化が可能であり、細胞
バーコード技術と呼ばれている。 しかし、 流
路デバイスなどを用いて組織を単一細胞ごと
に分散させる必要があり、位置情報の保持が
出来ない。我々は、 局所連続細胞回収ならび
に複数細胞の同時遺伝子解析を目指し、 電圧
制御により 1本のナノプローブ内部に有機相-
水相の積層が行える積層型探針と核酸タグの
開発を試みた。 
 
２．研究の目的 
近年、1細胞分析が高感度化・ハイスループ
ット化し、大腸癌患者の実組織試料を用いて、
1細胞レベルでの網羅的遺伝子発現解析が報
告されている。しかし現行法では、組織試料
から 1細胞分析を行う際には高性能セルソー
ターによる細胞分取が不可欠であり、組織試
料の中での細胞個々の位置情報が失われてし
まう点が問題であった。本研究では、走査型
プローブ顕微鏡により組織モデルの高解像度
画像を取得し、標的細胞から低侵襲的に極微
量サンプルを高精度に回収して網羅的遺伝子
発現解析をおこなう装置システムの開発を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
【電気化学シリンジ】SICM探針と有機電解
質充填探針を集積化し、水相-有機相 2ch多機
能ナノピペット探針を作製した。有機相は電
気化学シリンジの役割を担い、液間電位を印
加すると、油水界面が移動し 1 pL (=10-12 L) 以
下のサンプルを回収した。もう片方の水相チ
ャネルでは、イオン電流に基づき高解像度
SICM形状画像を取得する。 



【電場破砕プローブ】2本の炭素電極を集積
化した Double barrel carbon Probe (DBCP)探針
を用い、マウス ES細胞由来の血管新生モデル
の局所的網羅的遺伝子発現解析を検討した。
電極間に電圧パルス(500 V, 10 µsec)を印加し
局所の細胞片を回収した。定量 PCRおよびハ
イスループット定量 PCR(BioMark HD, 
Fluidigm)により遺伝子発現を定量化した。 
【並列定量 PCR、積層プローブと核酸タグ】
回収操作の効率向上を目的とし、水相と有機
相を 1chのガラスピペットに積層する方法を
考案した。電気化学シリンジの原理を応用し
局所連続細胞回収ならびに複数細胞の同時遺
伝子解析を目指した。 
 mRNAを捕捉する際に用いられるポリ T配
列 20塩基分のプライマーと 100塩基分のイン
デックス配列を連結した核酸タグを複数種類
設計・合成した。核酸タグを用いて mRNAの
捕捉と逆転写反応ができることを確認した。
核酸タグが混在する溶液から, 各々の核酸タ
グを個別に検出, 定量が可能かを確認するた
め、PCRを用いて選択的配列の増幅・検出が
可能であることを確認した。 
 
   
４．研究成果 
【電気化学シリンジ】水相-有機相 2ch多機能
ナノピペット探針を作製し、水相バレルで観
測するイオン電流をフィードバック信号に用
いることで、生細胞の高解像度の SICM形状
画像を取細胞得した。単一の生きた線維芽細
胞の SICMイメージングを取得した後、画像
上の任意のポイントを指定し、多機能ピペッ
ト探針の有機相側に電位を印加しmRNAを回
収することに成功した（電気化学シリンジ）。
核近傍と細胞周縁部から細胞質を回収し、定
量 PCRにより遺伝子発現を定量化した。核近
傍と細胞周縁部では、ハウスキーピング遺伝
子GAPDHの発現量に違いが無かった。一方、
細胞骨格 ACTB遺伝子の発現量は、核近傍よ
りも細胞周縁部のほうが多いことが確認でき
た。さらに穿刺後の細胞活性を蛍光染色で判
定した結果、細胞周縁部の穿刺後 100％の細
胞が生存していた。核近傍の穿刺後も 80％近
くの単一細胞が生存しており、SPMをプラッ
トホームとする局所遺伝子発現解析法の低侵
襲性が示された。 
 マウス ES細胞、ES由来分化誘導細胞、ヒ
ト乳がん細胞MCF-7、ヒト血管内皮細胞
HUVECから遺伝子回収に成功した。電気化学
シリンジの特性を明らかにするために、電流
‐電位曲線を取得し、光学顕微鏡および CCD
カメラ観察下の幾何体積の算出とPCRによる
核酸総量との関係を明らかにした。 
 細胞に対するダメージを減らすためにイオ
ン分布やイオン電流の解析を行った。電気化

学シリンジの探針（1ch）を単層上に播種した
細胞および細胞塊に向けて近接させ、その際
のイオン電流を記録した。イオン電流に基づ
き距離制御および走査型電気化学顕微鏡
(SICM)像の取得が可能であることが確認でき
た。 
 シータ型の 2chピペットの片方に熱分解で
炭素を析出させ、走査型電気化学顕微鏡
(SECM)の探針として用いた。もう片方のピペ
ットでイオン電流を観測しながら SICM形状
画像を取得した。ポリスチレンビーズに酵素
を固定化したモデルサンプルとして、形状と
電気化学活性の同時取得を実施した。 
【電場破砕プローブ】DBCP探針を用い、血
管新生モデルの局所的網羅的遺伝子発現解析
を検討した。血管先端に位置し伸長方向を制
御する Tip Cellと、それに後続して血管管腔
を形成する Stalk Cell の存在を免疫染色によ
りあらかじめ確認した。マウス ES細胞由来の
胚様体をコラーゲンに包埋し VEGF添加低酸
素下 10日培養した試料を血管新生モデルと
して作製した。胚様体から伸展する血管部の
領域では血管内皮マーカー遺伝子に加え、Tip 
Cell, Stalk Cell のマーカー遺伝子の部位特異
的発現を確認できた。 
【並列定量 PCR、積層プローブと核酸タグ】
水相にはリン酸緩衝溶液 PBSを使用し、有機
相には 100 mMの支持塩 Tetrahexylammonium 
tetrakis (4 - chlorophenyl) borate （THATPBCl） 
を溶媒 1,2-ジクロロエタンに溶解させ用いた. 
支持塩濃度が 100 mMの場合、5層目まで油水
界面を維持したまま吸引可能であることを確
認した。支持塩濃度が 10 mM, 50 mMの場合、 
1層目吸引時から電流値が不安定化し、 3層
目程度で油水界面が崩れ、それ以上の積層が
困難であった。有機相に支持塩が含まれてい
ない場合、電流値が不安定で有機相の吸引自
体が困難であった。 
 水相と有機相を 1 本のピペット内に積層す
る方式により、インジェクションおよび
mRNAの捕捉の作業効率向上を検討した。細
胞から Total RNAを抽出後、逆転写試薬内に
核酸タグを混合し cDNAを合成した。核酸タ
グはポリ T配列を有しているために、市販の
RT PrimerMixの代用として逆転写反応が可能
であることを確認した。複数細胞種の同時遺
伝子解析を実施した。積層探針内に複数種類
の核酸タグが混在している場合でも、マーカ
ー遺伝子の同時検出が可能であることを定量
PCRにより確認した。積層プローブを用いて、
複数核酸タグを別々に吸引、 積層させ、探針
の先端部を折ることで同時検出が可能である
ことがわかった。 
 サンプルリザーバーを設計・作製すること
により、SPM画像取得時の任意の座標におけ
る細胞試料を回収しリザーバーの各アドレス



に吐出する操作の自動化を検討した。実際に
配列化できたサンプルウェルは 3x3=9個であ
るが、核酸試料を電気化学シリンジの原理に
基づき回収することが可能となった。1細胞
ごとに蛍光色素と種類の異なる核酸タグを同
時にインジェクションする系を検討した。 
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