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研究成果の概要（和文）：蛍光顕微鏡で細胞が単離されたラボディスクのチャンバーの蛍光を測定することによってRT
-PCRに伴う蛍光強度変化の正確な測定ができた。発現量の比較をβ-actinで標準化して比較するために各プライマーの
濃度を0.2 μM、β-actin のTAMRAプローブ濃度と発現量を比較する遺伝子のFAMプローブの濃度比は1：2が適切だった
。この条件でGAPDHでは蛍光強度比が最大3.8、β-actinで最大3.7とGAPDHとβ-actinがより近い値になった。CD95, IL
-2, p65について相対蛍光強度比はそれぞれ最大3.4, 3.8, 2.3であり、発現量の違いを評価できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Accurate measurement of fluorescent increase of each microchamber entrapping 
single cell was performed on the lab disc using fluorescent microscope before and after Hot cell-direct 
RT-PCR. In order to compare gene expression fluorescence increase of RT-PCR product of the gene was 
normalized by that of β-actin. It was optimized by setting the ratio of TAMRA probe for β-actin and FAM 
probe for the gene to 2 and concentration of primers were set to 0.2 μM.Fluorescent ration before to 
after PCR of GAPDH expression was largest at the concentration of FAM probe 0.4mM and TAMRA probe 0.8mM 
and the fluorescent ratio was 3.8, which was almost same as that of β-actin. As for CD95, IL-2 and p65, 
the largest fluorescent ratio was 3.4, 3.8 and 2.3 respectively. These results suggest that the gene 
expression difference in an individual cell can be evaluated by the proposed method.

研究分野： 生体情報工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞試料の分析をする際、細胞の存在を認
識するには、一定数（通常、100 万個程度）
の細胞が必要である。これを解析する際、得
られた細胞集団を全体として分析してしま
うと、平均的な情報しか得られないが、単一
に分離することで、個々の細胞の解析が可能
となる。また、ほぼ同じ条件下に存在してい
た細胞集団であっても、異なる特性の細胞が
混在している場合があることが報告される
ようになっていた。 
我々は迅速かつ簡単に細胞懸濁液中の細

胞を単離するために、Compact Disc (CD)型
の細胞単離用マイクロ流路ディスク（ラボデ
ィスク）の開発を行った。このディスク上で
は、細胞懸濁液を流路に注入し、30 秒程度回
転させるだけで、流路上のマイクロチャンバ
ーに細胞を単離できるため、単離後の細胞を
個別に解析できれば、単一細胞解析が容易に
できるようになる。この細胞単離用マイクロ
流路ディスクで細胞を単離後、個々の細胞の
特徴を解析する方法として、細胞内で発現し
ている遺伝子を単離したマイクロチャンバ
ーから移動せずにその場で検出する方法と
して、Hot Cell-direct RT-PCR を考案した。
この方法では単離する前に、細胞を RT-PCR
の反応液に懸濁しておき、これを細胞ととも
にマイクロチャンバーに単離する。細胞単離
後、加熱処理のみで細胞を溶解し、細胞内の
m-RNA が RT-PCR 反応液中に出る。ここで
逆転写反応し、得られた c-DNA を PCR で増
幅する。Taqman プローブを用いて、この増
幅産物を蛍光検出するという方法である。 
すでに、われわれは、ヒト白血病 T 細胞株

Jourkat Cell をラボディスクで単離後、この
細胞中で発現している GAPDH 遺伝子を蛍
光検出できることを報告していた。これによ
り、期待される細胞数に応じた、GAPDH 発
現が計測され、この方法で他の遺伝子の解析
が行えるのではないかと考えられた。 
一方、GAPDH の検出では各チャンバーの

蛍光検出をイメージアナライザーで行って
きた。そのため、必ずしもそれぞれのチャン
バーの蛍光強度を正確に測定できていない
ことが問題で、個々のチャンバーで計測され
る蛍光強度の違いが、細胞の特性の違いを反
映しているとは言えない状況であった。 
２．研究の目的 
 そこで本研究計画では、単に、発現してい
る遺伝子を検出するだけでなく、ラボディス
クを用いて複数の遺伝子の発現を検出し、遺
伝子による発現量の違いをハイスループッ

トに検出する方法を確立することを目的と
した。 
３．研究の方法 
 ラボディスクは直径 10ｃｍのシリコンウ
ェハーに DEEP=RIE により流路およびマイク
ロチャンバーを加工し、これを陽極接合によ
り、注入口(inlet)と排出口(vent)を加工し
たガラスと張り合わせることによって作製
した。１枚の細胞単離ディスク上に２４本の
流路が放射状に設けられ、各流路に 313 個の
半楕円状(幅 300m x 深さ 200m x 厚さ
30-40m)のマイクロチャンバーが等間隔に
配置された。 
 この流路を疎水化処理したのち、細胞単離
に使用した。 
 本研究では細胞としては、Jurkat Cell を
培養して使用した。培養後、培地成分を遠心
により洗浄し、200-1000 cells/ml の濃度に
なるように、RT-PCR 用試薬と混合した。 
 RT-PCR 用試薬中で、逆転写反応には Tth 
DNA polymerase を使用した。この酵素は耐熱
性があり、また Mn イオン存在下で、逆転写
活性を示すことが知られているからである。
試薬中には、dNTP、それぞれの遺伝子に対応
した、primer セットおよび Taqman probe が
適宜含まれるように調製した。 
 この細胞懸濁液を 1流路に１l 注入し、ラ
ボディスクを 3000-5000ｒｐｍで 30 秒、spin 
coater を用いて回転させて、細胞を単離した
のち、inlet と vent を塞いで、RT-PCR を行
った。 
遺伝子による発現量の違いを検出するた

めには、より正確な PCR 前後のマイクロチ
ャンバーの蛍光強度測定を行う必要がある。
このため RT-PCR 前後の各チャンバーの観察
および蛍光強度測定には、蛍光顕微鏡を使用
した。蛍光顕微鏡では、プローブの蛍光標識
物質である FAM および TAMRA の蛍光を、蛍光
画像から測定した。RT-PCR 前の観察画像から、
各チャンバーに細胞が単離されているか、ま
た何個の細胞が１チャンバーに捕捉されて
いるかを確認した。さらに RT-PCR 前後の蛍
光画像から蛍光強度を測定し、この前後での
蛍光強度比を算出して、各チャンバーの測定
結果とした。 
４．研究成果 
 まず、蛍光顕微鏡での測定法を評価する

ために、比較として最初にラボディスク上の
hot cell-direct RT-PCR 後の蛍光強度を蛍光
イメージアナライザーで測定した。RT-PCR 前
にマイクロチャンバーに分離された細胞の
確認はイメージアナライザーではできない



が、RT-PCR 後には多くのチャンバーでは蛍光
強度は増加しておらず、ほとんどのチャンバ
ーでは蛍光強度比が 1.0 であったが、いくつ
かのチャンバーにおいて1.2程度の高い蛍光
強度比を確認できた。イメージアナライザー
では解像度の低さから細胞を確認できない
ため、蛍光強度の増加したチャンバーで細胞
が入っているとみなした。イメージアナライ
ザーで測定した蛍光強度比において、1.2 以
上を示したマイクロチャンバーで細胞が入
っているとみなした。統計的に、蛍光強度が
増加していたチャンバー数は以前の論文で
示したポアソン分布による細胞の分離効率
とほぼ一致した。次ぎに、同じ条件で蛍光顕
微鏡でもマイクロチャンバーの蛍光強度を
測定した。蛍光顕微鏡では全てのマイクロチ
ャンバーから細胞の入っているマイクロチ
ャンバーを区別することが可能であった。そ
の後サーマルサイクラーを用いて RT-PCR を
行い、蛍光強度の検出を行った。その結果、
単一細胞が確認されたマイクロチャンバー
において、高い蛍光強度比（2.4 以上）を確
認することが可能であった。 
イメージアナライザーの場合、上述したよ

うに単一細胞の画像は確認できなかった。一
方、蛍光顕微鏡では RT-PCR 前の画像におい
て、単一細胞がチャンバーに捕捉されている
様子を確認することができた。（図 1A）細胞
の直径は約 10 m とチャンバーの大きさに比
べて小さいが、の図１A の右側のチャンバー
に単離されていることが明確に確認された。
この観察で、チャンバー中の細胞の有無はは
っきりと確認できる。200 cells/L の Jurkat 
Cell を分離した場合、約 10％のマイクロチ
ャンバーにおいて単一細胞分離が確認され、
幾つかのチャンバーでは2個以上の細胞が確
認された。この研究において、マイクロチャ
ンバー中の細胞の個数を確認後、単一細胞の
発現遺伝子を検出することが可能であった。
図 1Bは RT-PCR 後のマイクロチャンバーの蛍
光画像であり、細胞の入っていないチャンバ
ーではほとんど蛍光強度は増加していなか
ったが、単一細胞の入っているチャンバーで
は明確な蛍光強度の増加が確認された。図 1C
は細胞の有無での蛍光強度比(RFI)を示して
いる。単一細胞が入った 10 個のマイクロチ
ャンバー中での GAPDH の RFI は 1.7～3.1
（2.30±0.41）であった。一方、細胞の入ら
なかったマイクロチャンバー（図１C 灰色）
では、ほとんど増加していなかった。また、
細胞が2個入っていたマイクロチャンバーで
の、40 サイクルの PCR 後には蛍光強度が飽和

していたため、RFI は 3.2～3.6 であった。同
様の実験を-actin でも行ったところ、単一
細胞が入った 10 個のマイクロチャンバー中
での-actinの RFIは 1.2～3.3（2.63±0.70）
であった。一方、細胞の入らなかったマイク
ロチャンバーでは、ほとんど増加していなか
った。この結果は、個々の細胞において遺伝
子の発現レベルは GAPDH や-actin のような
ハウスキーピング遺伝子でも異なっている
ことを示している。私たちの他にも、遺伝的
に同一の細胞群においてここの細胞で遺伝
子の発現量にばらつきがあると報告してい
る研究者もいる。この遺伝子発現の揺らぎは、
異なる細胞種や細胞周期によって起こって
いると考えられている。それゆえ、我々の結
果は、細胞周期の差によって起こっているも

のだと考えられる。 
 

 
図１ GAPDHに対するHot cell-direct RT-PCR
の蛍光顕微鏡での測定 
（A）Hot cell-direct RT-PCR前の蛍光画像  
（B）Hot cell-direct RT-PCR後の蛍光画像 
（C）単一細胞が入ったチャンバーのRFI（黒
色）と細胞が入っていないチャンバー10個の
平均RFI（灰色） 



 
イメージアナライザーと蛍光顕微鏡によ

る測定について比較したところ、単一細胞が
入っているマイクロチャンバーの蛍光強度
比はイメージアナライザーによる測定では、
細胞の無い場合に比べ1.25倍になっており、
蛍光顕微鏡による測定では2倍以上になって
いた。単一細胞の入っていたチャンバーでの
蛍光強度比の標準偏差の増加は、イメージア
ナライザーでは確認できなかった。結果的に、
各チャンバーの蛍光強度比の標準偏差は細
胞の有無にかかわらず同程度であった。一方、
蛍光顕微鏡での細胞の入っていないチャン
バーの蛍光強度比の標準偏差は非常に小さ
く５％以下で、蛍光強度を正確に測定できて
いることが確認された。蛍光顕微鏡で測定し
た単一細胞の入ったマイクロチャンバーで
の蛍光強度比はイメージアナライザーで測
定した値よりも大きかった。従って、蛍光強
度比が正確に RT-PCR 産物の量を反映してい
ることがわかる。細胞の入っているチャンバ
ーでの蛍光強度比の標準偏差の大きさは、細
胞毎の遺伝子発現量の違いを示していると
考えられる。以上の結果から、蛍光顕微鏡を
使用して測定することによって、正確に
RT-PCR に伴う蛍光強度変化の測定が可能で
あった。 
理論的には、ハウスキーピング遺伝子と特

異遺伝子を同時に発現遺伝子検出すること
によって、遺伝子定量は可能となると考えら
れた。そこでハウスキーピング遺伝子である
β-actin 発現遺伝子の検出には蛍光プロー
ブとして、TAMRA プローブを用い、発現量の
差異を検出するため、β-actin 発現を基準と
することにした。個々の細胞のβ-actin 発現
量と他の遺伝子の発現量を同時に検出でき
るようにするため、用いるプローブは異なる
蛍光色素で標識し、複数の遺伝子を同時検出
できるようにした。 
β-actinを基準として比較したところ、
GAPDHでは細胞ごとのばらつきは小さく、ハウ
スキーピング遺伝子ではないCD95では差が大
きいことがわかり、この方法で発現量の差異
を検出できることが示唆された。 
そこで、Jurkat cell で発現しているハウスキ

ーピング遺伝子 GAPDH と非ハウスキーピン
グ遺伝子（CD95, IL-2、ｐ６５）の発現量の
違いを、βアクチン遺伝子で標準化しての比
較を行った。発現量の指標である蛍光強度比
のばらつきは、βアクチンで標準化したのち
には、相対標準偏差が GAPDH で８％、非ハ
ウスキーキーキーピング遺伝子では２０％

前後となり、非ハウスキーピング遺伝子での
細胞ごとの発現量の違いが大きいことが示
された。 
さらに IL-2 の発現量を上昇させるといわ

れる phorbor myristoil ester (PMA)を用いて、
細胞毎の発現量の影響を評価した。PMA は終
濃度 0.2 および 2 μg/ml になるように細胞培
養液に添加し、negative control として PMA を
加えずに、2 時間培養した細胞を用いて IL-2
の発現量を比較した。リアルタイム PCR での
比較では、PMA による発現量の上昇が確認さ
れた。単一細胞を含むチャンバーについて比
較したところ、PMA 非添加と 2 µg/ml の添加
については、蛍光強度比 2 倍を超える細胞も
1 つ存在していたが、PMA 非添加では蛍光強
度比の範囲は 1.05-1.34、2 µg/m の添加では
0.93-1.38 と大きな差は見られなかった。0.2 
µg/ml の添加では 1.13-1.79 と蛍光強度比の差
が見られた。 
一方、これまでの研究で、TAMRA プロー

ブを用いた β-actin の検出における細胞を含
むチャンバーの蛍光強度が FAM に比べて低
い結果が確認された。濃度条件について検討
したところ、各プライマーの終濃度 0.2 µM、
FAM プローブの終濃度 0.2 μM、TAMRA プロ
ーブの終濃度 0.4 µM の条件において、β-actin
の相対蛍光強度比の平均が増加しているこ
とが確認された。 
さらに、疎水化処理後に細胞懸濁液を流し

て細胞単離をすると、流路入り口近くにの細
胞を含まないチャンバーの蛍光強度が増加
する現象が見られた。この原因として
RT-PCR の酵素試薬中に含まれる TritonX-100
が影響していると考えられ、0.2 units/µl の酵
素とともに 1.0 units/µl の酵素および、この酵
素液に含まれる量の TritonX-100 を添加した
際の蛍光強度を比較した。細胞を含まないチ
ャンバーにおいて蛍光強度比が 1.5 倍以上増
加したチャンバーの数は、0.2 units/µl で 21、
1.0 units/µl で 104 であるのに対して、
TritonX-100を追加した場合には91であった。
この結果から TritonX-100 が原因の 1 つであ
ることが示唆された。 
酵素が無い場合の検証を行ったところ、細

胞を含まないチャンバーにおいて蛍光強度
が 1.5倍以上増加したチャンバーの数は 20で
あった。また、単一細胞を含むチャンバーに
ついても相対蛍光強度比の増加しているチ
ャンバーが複数ヶ所で確認された。 
以上の結果から、マイクロ流体ディスク中

での発現遺伝子検出には、さらに RT-PCR 試
薬の条件検討が必要であることが示唆され



た。 
 発現量の比較をβ-actin で標準化して比較
するためには、各プライマーの濃度を 0.2 μ
M、β-actin の TAMRA プローブ濃度と発現
量を比較する各遺伝子に対する FAM プロー
ブの濃度比を 1：2 にするとよいことが確認
されたため、FAMプローブ濃度を 0.2, 0.4 μ
M TAMRA プローブ濃度 0.4, 0.8 μM の条
件でそれぞれの発現遺伝子について比較を
した。GAPDH については FAM プローブ 0.2 
μM、TAMRA プローブ 0.4 μM と比べて、
FAM プローブ 0.4 μM、TAMRA プローブ
0.8 μMで蛍光強度比が最大 3.8倍、β-actin
で最大 3.7 倍と GAPDH とβ-actin の相対蛍
光強度比がより近い値になることが示され
た。細胞を含まないチャンバーの相対蛍光強
度比も GAPDH では多少ばらついているも
のの平均では 1 程度であった。CD95 につい
ては FAM プローブ 0.2 μM、TAMRA プロ
ーブ 0.4 μM で、それぞれの相対蛍光強度比
は最大 3.4 倍であった。IL-2 については、相
対蛍光強度比は最大 3.8 倍であった。FAM プ
ローブ 0.4 μM、TAMRA プローブ 0.8 μM
で最大 5.6 倍と相対蛍光強度比が濃度に依存
して著しく増加していた。また、FAM プロ
ーブの濃度を濃くすると細胞を捕捉したチ
ャンバーの相対蛍光強度比も著しく増加し、
チャンバー毎に大きくばらついていること
を確認した。P65 については、相対蛍光強度
比は最大 2.3 倍であった。これらの結果から
0.4 μM FAM プローブ、0.8 μM TAMRA
プローブの条件では一個以上の細胞が捕捉
されたチャンバーの相対蛍光強度比を増加
させることが可能であった。 
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