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研究成果の概要（和文）：１細胞単位で遺伝子の発現を解析する技術が普及し、データ蓄積が飛躍的に進んでい
る。このなかで、次世代の解析法として必要とされるのは、細胞の多様性を生む原因と結果を知るための多階層
の情報を統合的に解析する技術である。本研究では、(1)1細胞単位でゲノム中の遺伝子変異を解析する技術や、
(2)組織観察像から任意の微小領域を選択し、微小組織を採集して抽出した微量な核酸から遺伝子発現やゲノム
配列を解析し、組織中の領域情報と統合的に分析する技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：As the technology to analyze gene expression at the single-cell levels 
becomes widespread, and data accumulation advances dramatically, what is needed as the 
next-generation analysis method is the technology to analyze multi-level information in an 
integrated manner to understand the cause and effect of cellular diversity. In this study, we 
developed a technology to analyze genomic mutations at the single-cell level and technology to 
extract micro-regions from tissue and analyze site-specific gene expression and genome sequence 
integrated with tissue regional information in the tissue.

研究分野： 生物工学

キーワード： シングルセル解析　ゲノム　トランスクリプトーム　マイクロ流体デバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した技術を用いることで、微小な組織内に存在する細胞における遺伝子の発現や遺伝子の変異など
を解析できるようになった。これにより、生体組織の特定の領域に存在する細胞の役割を理解するための情報を
取得できるようになった。凍結した組織標本だけでなく、ホルマリン固定した組織標本にも対応した試料調製プ
ロトコルを開発したため、今後は幅広い試料への適用が期待できる。また1細胞単位でのゲノム解析技術も検証
しており、組織から1細胞単位まで求める解像度に応じた解析を実施する要素技術を確立した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
１細胞レベルで遺伝子発現状況を網羅的に捉えるトランスクリプトーム解析技術が発展し、

細胞個々の遺伝子発現の「不均質性」を知ることができるようになった。この表現型の多様性を
生む要因として、エピジェネティックな遺伝子発現制御システムがある。真核細胞のクロマチン
構造は動的に変化し(Deng et al., PNAS 2015)、転写因子が結合するときにはゲノムの一部が
緩んだオープンクロマチン領域を作る(Buenronstro et al., Nat. methods 2013)。ところが、
研究開始当初の手法ではオープンクロマチン領域の特定には、数万の細胞集団から抽出したゲ
ノムが必要とされていた。このため、細胞の多様性を生む根幹となる「１細胞ごとの転写活性化
状態の不均質性」の情報を知ることは困難であった。一方、現状の１細胞解析では転写産物の量
的・質的情報を「結果」として捉えることができるが、なにがその不均質性が生んでいるのか？
という「原因」を知り、因果関係を説明することはできない。まさに今、１細胞トランスクリプ
トーム研究が最盛期を迎え、データ蓄積が飛躍的に進むなかで、次世代の解析法として必要とさ
れるのは、遺伝子発現の多様性や細胞分化の可塑性を生む「原因」と「結果」を統合的に理解す
る技術である。このためには、「細胞内でゲノムがどのような構造を持ち、そのときどの配列領
域が転写活性状態にあり、どれだけ転写物が作られているのか？」という多階層に結びついた情
報を１細胞レベルで取得せねばならない。この課題に対して、代表者は、1細胞・微小組織レベ
ルでゲノム・遺伝子発現を同時評価する技術の開発を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞という１つの空間内で起きる遺伝子発現の「原因」と「結果」を同時に計測

することを目指した。当初は、転写が活性化されているゲノム領域の同定や転写物の定量を１細
胞レベルで網羅的に実行する要素技術を開発することを目的とした。当初計画では、細胞中のク
ロマチン高次構造をイメージで捉え、加えてシーケンスと統合することを想定したが、昨今の研
究潮流や他グループの類似研究の動向等から判断して、ゲノムおよびトランスクリプトームの
シーケンス解析に特化した技術開発に注力することとした。加えて、1細胞単位の計測を前提に
研究開発に着手したが、生体組織の空間的な遺伝子発現解析が近年重要視されつつあることか
ら、組織切片中の微小領域単位での解析を重点的に進めた。 
具体的には、期間内に２つの技術開発に取り組んだ。はじめに、これまで研究代表者が開発し

てきたドロップレットデバイスを用いて真核細胞を１細胞レベルでドロップレットに封入し、
ゲノムを網羅的に増幅し解析する手法の開発に着手した。もう一つは、微小組織領域における部
位特異的な遺伝子発現を捉えるトランスクリプトーム解析技術の開発である。将来的にこれら
の技術を統合して、1 細胞および組織微小領域のイメージングとゲノム/トランスクリプトーム
を統合的にシーケンス解析する技術を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、上記目的の達成を目指し、３年間の研究期間中に、下記の技術開発と実証実験を
行った。特に、研究代表者がこれまでに開発した、マイクロ流体デバイスを用いた１細胞ゲノム
解析技術(Chijiiwa et al. Microbiome 2020)や微小組織からのゲノム・トランスクリプトーム
解析(Yoda et al. Sci. Rep. 2017)の改良を進めた。 
 
(1) 1 細胞ゲノム解析：ゲルドロップレットへの細胞・核の封入と MDA反応 
サンプルとして、GM12878(ヒトリンパ芽球細胞)、ヒト肺がん細胞(H358, H1975, H1650)、あ

るいは各種細胞から核を抽出したものを用いた。代表者が開発した SAG-gel 法(Chijiiwa et 
al.Microbiome 2020)に従い、PDMS(Poly(dimethylsiloxane))を用いてマイクロ流体デバイスを
作製し、アガロース溶液に懸濁した細胞または核をデバイスに導入し、オイルでせん断すること
で、細胞または核を 1粒子レベルでドロップレットへ封入した。その後、ドロップレットを冷却
しゲル化させたのち、オイル層のゲルドロップレットを水層に置換した。細胞溶解試薬にゲルを
懸濁し、ゲル内の細胞/核の溶解とゲノム DNA の一本鎖化を行った。その後、全ゲノム増幅用の
Multiple displacement amplification(MDA)試薬を加え、30℃で反応させた。最後に、ゲルドロ
ップレットを一つずつ分取し、再度 MDA を行った。その後、DNA 定量および 1-22番染色体上の
遺伝子を標的とした qPCRを行い、増幅バイアスを評価した。 
 
(2) 1 細胞ゲノム解析：1 細胞ゲノム増幅物からの遺伝子変異検出 
EGFR遺伝子の ex 19-21 領域に遺伝子変異を持つ上記 3種類のヒト肺がん細胞(H358, H1975, 
H1650)をモデル細胞とし、3種を混合したサンプルを調製した。前述の方法にて 1細胞ゲノム増
幅物を調製した。その後、EGFR遺伝子中の 3変異(E746-A750del, T790M, L858R)を標的とした
PCRを行った。アガロースゲル電気泳動により遺伝子の欠失変異を、サンガーシーケンス法によ
り塩基置換を検出した。 



 

 

 
(3) 組織トランスクリプトーム解析：RNA 分解を抑制する生体組織の脱水固定 
 マウスの凍結組織から薄切した厚さ 10μm の切片を解析に使用した。脱水固定法として、エタ
ノール固定、及び風乾固定の 2種類を評価した。エタノール固定では、クライオフィルムに転写
した切片を、99.5%エタノールに 10秒間浸漬した。風乾固定では、切片をフレームスライドに転
写し冷風を 5分間当てた。脱水固定を施した 2種切片と薄切後室温に 30 分間静置した未固定の
切片から、市販キット(RNeasy mini kit, QIAGEN)を用いて RNA 抽出を行った。抽出した RNA は、
電気泳動により分解度を評価した。RNA-seq を行い、遺伝子発現プロファイルや検出遺伝子数、
転写配列の読み取り率を評価した。 
 
(4) 組織トランスクリプトーム解析：Oligo-dT 磁気ビーズを使用した微小組織からの mRNA 抽出 
 サンプルとして、エタノール固定を施したマウス凍結組織切片を使用した。代表者らが開発し
てきた微小組織採取装置(Yoda et al. Sci. Rep. 2017)を使用して、直径約 100μm の微小組織
を組織切片から採取した。続いて、タンパク質分解酵素を用いた細胞溶解及び oligo dT 磁気ビ
ーズを使用した mRNA の精製を行なった。精製した mRNA を用いて RNA-seq を行い、検出遺伝子
数や転写配列の読み取り率を評価した。 
 
(5) 組織トランスクリプトーム解析：微小組織からの mRNA及び DNA の同時抽出 
 サンプルとして、マウス肝臓の微小組織を使用した。タンパク質分解酵素で細胞溶解後、微小
組織溶解液から mRNA、DNA の順で同時抽出を行なった。Oligo-dT 磁気ビーズを使用し、mRNA と
その他の細胞構成成分に分画した。続いて、mRNA は Oligo-dT 磁気ビーズによる精製を進め、
mRNA以外の細胞成分を含む溶液はカルボキシル基磁気ビーズにより精製した。精製した mRNA は
RNA-seqを行い、精製した DNA は、全ゲノム増幅後シーケンスを行い配列情報を取得した。 
 
４．研究成果 
(1) 1 細胞ゲノム解析：ゲルドロップレット内での 1細胞ゲノム増幅 
 MDA反応後に蛍光 DNAインターカレーターで標識することで、ゲル内部に高輝度領域を確認で
き、増幅 DNA の存在が示唆された。この DNA増幅陽性ドロップレットは、細胞封入比率(10%)と
同様の比率で存在し、細胞溶解につづく DNA増幅が実行されていることが確認できた(図 1)。 
 
(2)1 細胞ゲノム解析：ゲノム増幅産物の分取と増幅バイアス評価 
全ゲノム増幅後のゲルドロップレッ

トを分取し、再 MDA の後に定量した。DNA
増幅陽性ドロップレットからは平均
5000 ng の DNA が得られ、DNA増幅陰性
ドロップレットの 500倍程度であり、ゲ
ルドロップレット間のクロスコンタミ
ネーション等がなく、選択的に 1細胞増
幅ゲノムが得られていることが示され
た(図１)。また、同産物から 22 本の染
色体上の遺伝子座を標的として qPCR を
行い、増幅バイアスの評価を行った。ゲ
ルドロップレット内部で 1 次増幅を行
ったものは、直接 1 細胞をチューブに分
取して得た 1 細胞ゲノム増幅物に比べ
て、増幅バイアスを抑制できていること
が示された(図２)。微小なゲルドロップ
レット内部で DNA が保持された状態で
ゲノム増幅が開始・進行し、ゲル外で生
じた副産物が洗浄によって取り除かれ
ることが、バイアス低減につながったも
のと考えられた。 
 
(3)1 細胞ゲノム解析：核封入ゲルドロッ
プレット MDA と FACS 分取 
 FACS で分取可能なサイズとして 30 μm
に粒径を設定し、細胞核を封入して MDA反
応を行うプロセスを検証した。本ゲルドロ
ップレットを FACS で分取し、二次増幅の
後に定量した結果、全反応の 91%で 1000 
ng 以上の収量を得ており、十分な増幅が
生じていることを確認した。 

図１ ゲルドロップレット内部での１細胞ゲノム増幅 
(左上)マイクロ流体デバイス、(右上)ドロップレット内
部に捉えた細胞核、(左下)ゲノム増幅後のゲルドロップ
レット(緑色が増幅ゲノム)、(右下)ゲルドロップレット
から得られた増幅物収量の比較 

図２ １細胞ゲノム増幅バイアスの評価 
各染色体上の任意の遺伝子座を標的とし、qPCR
での基準サンプルとの Ct値差を評価. A：ゲルド
ロップレット内増幅、B：チューブ内増幅 



 

 

(4)1 細胞ゲノム解析：1 細胞レベルでのヒト肺癌細胞遺伝子変異検出 
 3 種類の肺がん細胞を混合
したサンプルから、96個の 1
細胞全ゲノム増幅産物を得
た。各細胞の EGFR 遺伝子上
の変異を評価したところ、想
定通り全てのサンプルが3タ
イプの変異のいずれかに分
類された(図３)。以上より、
ゲルドロップレット MDAを介
した1細胞レベルでの遺伝子
変異検出が実行可能である
ことが示された。 
 
 
 
 
 
(5) 組織トランスクリプトーム解析：RNA 分解を防ぐ組織固定法の評価 
 マウス肝臓凍結組織切片に脱水固定(エタノール固定もしくは風乾固定)を行い、室温に 30 分
静置後 RNA を抽出した。未固定で 30 分静置した切片では、RNA の断片化が認められた。一方、
脱水固定を施した切片では断片化は認められず、電気泳動結果から S18、S28 rRNA のピークが検
出された。各切片から取得した遺伝子発現プロファイルを比較すると、コントロールとの相関係
数は、未固定の組織で 0.46、脱水固定組織で 0.94を示した。以上の結果から、脱水固定が切片
作製後の時間経過による RNA 分解を抑制し、生体組織本来の遺伝子発現情報を保持できること
が確認できた。 
 
(6) 組織トランスクリプトーム解析：微小組織片からの微量 RNA精製法の評価 
マウス肝臓凍結組織切片から採

取した 16個の微小組織を評価に使
用した。タンパク質分解酵素による
組織溶解及び磁気ビーズを使用し
た mRNA 精製を加えたプロトコル
(PP)、もしくは、上記抽出・精製を
伴わない従来プロトコル(TN)の 2
つの処理を行った後 RNA-seq を行
い、遺伝子発現情報を取得した。両
データを比較した結果、PP でより
多くの遺伝子(7329±522)が検出さ
れた(TN :5932±1122) (図４a)。ま
た、遺伝子発現解析で検出対象とし
ているエキソン配列の検出率は、TN (67.8±10.8%)と比較して PP (88.8±1.3％)で高い値を示
した。以上より、新規手法(PP)は効率的に微小組織からエキソン領域を含む poly(A) RNA を高精
度に分画できることが確認された(図４b)。 
 
(7)組織トランスクリプトーム解析：
マウス脳の空間的遺伝子発現解析 
マウスの脳凍結組織切片から、直
線的に微小組織を採取した。PP プロ
トコルを用いて各微小組織の RNA-
seqを行い、遺伝子発現情報を取得し
た。各微小組織は 3 つの遺伝子の発
現変動により、大脳核（CN）、大脳皮
質（CTX）、および脳梁（CC）の各領域
に分類された(図５)。CTX内の発現変
動遺伝子を確認すると、in situ 
hybridization 結果と同様に CTX 各
層ごとに変動の異なる 6 つの遺伝子
が特定された。CTX 内の変動遺伝子
は、従来法(TN)では検出されない遺
伝子が含まれており、空間的遺伝子
発現解析における新規手法(PP)の有

図３ ヒト肺がん細胞１細胞ゲノム増幅物からの EGFR遺伝子
変異検出 
(左上) E746-A750del の評価、(右上) T790M, L858Rの評価、
(下)混合サンプル中の各変異細胞の検出数 

a

c

e

d

f

b

0

0.2

0.4

0.6

0.8

C
or

re
la

tio
n 

of
ge

ne
 e

xp
re

ss
io

n 
le

ve
ls

TN PP
vs control

Lo
g1

0(
TP

M
+1

), 
TN

Lo
g1

0(
TP

M
+1

), 
PP

Log10(TPM+1), control 

PP

51 3

5

1

3

51 3

5

1

3

TN

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0
TN8TN7TN6TN5TN4TN2TN1 TN3

D
is

tri
bu

tio
n 

of
 to

ta
l r

ea
ds

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0
PP8PP7PP6PP5PP4PP2PP1 PP3

removed
unmapped
intron
intergenic
exon

0

2

4

6

8

TN PPN
um

be
r o

f d
et

ec
te

d 
ge

ne
s

(x
10

3 )

Triton X-100,
no purification (TN)

2

1.5

0.5

0

1

lower upper
Bulk, 0 min after slicing
(Control)

Proteinase K,
purification (PP) 

2

1.5

0.5

0

1

Size
[bp]10

00
015 10
0

25
0

10
00

15
00

25
0040
0

60
0

35
00

50
00

1.5

0.5

0

1

N
or

m
al

iz
ed

 fl
uo

re
sc

en
ce

 (x
10

3 )

Needle

Tissue 
section

Binding Wash

Magnetic
beads 

Purified
mRNA

Sampling Lysis

 Purification

cDNA library
preparation

Lysis solution 

Fixation

Ethanol

Sectioning

Thickness of 10μm 

Fresh-frozen sample

Separation

a b 

図４ 微小組織片からの微量 RNA精製法の比較 
a: RNA-seq における検出遺伝子数の比較、b：シーケンス
リードの由来(リファレンスゲノムへマッピングした結果)  
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図５ マウス脳組織片における局所領域の遺伝子発現 
(a) マウス脳内の採取ポイント、(b) 各マイクロダイセ
クションポイントにおける CTX, CC, CN 特異的遺伝
子の発現量分布、(c) 各マイクロダイセクションにおけ
る前頭前野層特異的遺伝子の発現量分布 



 

 

用性が示された。 
 
 
(8)組織トランスクリプトーム解析：微小組織片のトランスクリプトーム及びゲノム解析 
マウス肝臓凍結組織切片から 4個の微小組織を採取し、mRNA と DNA を同時抽出した。mRNA か

ら cDNA ライブラリを、DNA から全ゲノム増幅産物を調製し、それぞれシーケンスを行い配列情
報を取得した。cDNA ライブラリから検出された配列は、エクソンが 77.3±2.7%を占めていた。
一方、全ゲノム増幅産物では、エクソン領域(5.0±0.1%)、イントロン領域(37.6±0.4%)、イン
タージェニック領域(48.5±0.3%)の比率が cDNA ライブラリと異なり、ゲノム上に含まれる各領
域の比率と同様の値を示した(図６)。 
続いて、FFPE 組織標本からの解析を検討した。マウス肝臓 FFPE 標本から微小組織を採取し、
磁気ビーズによる RNA 抽出を行なった後、その残渣に異なる条件で熱処理を行い、抽出 DNA から
得られる全ゲノム増幅産物の量を比較した。磁気ビーズによる DNA精製を行う前に、DNA の脱架
橋処理として 90℃5 分の熱処理を加えることで、シーケンスで解読可能な量の全ゲノム増幅産
物が取得可能となった。精製した DNA を MDA または PCRベースの方法で全ゲノム増幅し、Miseq
により配列情報を取得した。両者の比較として、MDA は、ランダムプライマーとエラー挿入率の
低い Phi29ポリメラーゼを使用し、連続的に伸長反応を行うため、凍結組織標本において低い増
幅バイアスでゲノム情報を取得できることを期待した。一方、PCRベースの全ゲノム増幅は、フ
ラグメンテーションで均一な長さに断片化したのち各断片の増幅を行うため、既に DNA の断片
化が見られる FFPE 標本において増幅バイアスの低下を期待した。実際のデータから、ゲノム全
長におけるカバレッジの偏りを評価したところ、PCR 増幅産物は、コントロールである Bulk 
sample(切片 1 枚から抽出した DNA)と同様の分布を示し、MDA 産物は Bulk サンプルに比べて大
きな偏りが見られた。PCR をベースとし
た全ゲノム増幅では、FFPE 微小組織から
凍結組織と同程度の低い増幅バイアスで
処理を実施し、ゲノム解析に移行できる
ことが示唆された。 
以上より、磁気ビーズを用いた核酸精
製プロトコルを最適化することで、凍結
標本および FFPE 標本どちらにおいても
微小組織片から mRNA 及び DNA を分画す
ることができ、同一組織からゲノム変異
と遺伝子発現を同時解析することが実施
可能となった。本手法を利用し、病理組
織標本からイメージをもとに領域を選定
し、続いて領域特異的な変異解析や遺伝
子発現解析を実施することへと現在展開
している。 

 

図６ 微小組織からのゲノム・トランスクリプトー
ム同時解析 
４つの微小領域において、RNA(左)、DNA(右)を
個別にシーケンス。シーケンスリードの由来(リフ
ァレンスゲノムへマッピングした結果) を表示 
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