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研究成果の概要（和文）：本研究では，マイクロ流路内における細胞の電気穿孔法および動電現象を利導した単
一細胞のRNAおよびDNAの同時抽出・解析技術を開発した．開発したマイクロ流体システムは，細胞膜の溶解を
200 ms，抽出および分離を約1 分程度で完了し，高品質のRNAおよびDNA分子を出力できることを示した．構築し
たマイクロ流体システムをcytoplasmic RNAおよびnuclear RNAの並列次世代シークエンシング解析を実施し，そ
れらの網羅解析が可能であることを示した．また，両者の対比からそれぞれの分画で変動している発現遺伝子
や，イントロンの保持型に顕著な差異があることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：In this project, we have developed a novel extraction technique of RNA and 
DNA from single cells with electrical lysis and electrokinetics and demonstrated it with integrated 
analyses on RNA and DNA. The technique leverages a microfluidic system to enable selective lysis of 
cytoplasmic membrane in less than 200 ms and completes extraction and separation between cytoplasmic
 RNA and a nucleus in less than one minute. The extracted RNA and DNA molecules showed high quality 
to perform high-throughput sequencing analyses. We also demonstrated our techniques with integrated 
nuclear and cytoplasmic RNA sequencing analyses and proposed a new strategy to study RNA transport 
at single cell resolution.

研究分野：流体工学
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１．研究開始当初の背景 
一細胞解析は，生体システムあるいは疾

病の詳細メカニズムを理解する上で非常に

重要であり，新しい医療診断・治療技術の

開発に多いに貢献することが期待される．

現 在 の 一 細 胞 解 析 技 術 と し て は

fluorescence-activated cell sorter (FACS)

がその中心的役割を果たしている．FACS

は解析対象に対して特異的に吸着するリポ

ータ分子に蛍光標識を付け，それを用いて

細胞を修飾し，各細胞の蛍光強度からその

状態量を解析する方法である．一細胞の状

態を高スループットで解析でき，一細胞の

評価と同時に細胞群全体を定量的に評価で

きる点に強みがある．一方，マイクロ流体

システムを利用した装置も近年その重要性

を増しており，例えば Fluidigm 社の装置

を利用した研究成果が多く発表されている．

Fluidigm 社 の シ ス テ ム は

polydimethylsiloxane (PDMS)製の集積マ

イクロ流路を用いており，内部に多数のバ

ルブ，ポンプ，反応チャンバ等を有してい

る． FACS と比較した場合，例えば

RNA/DNA の解析において， polymerase 

chain reaction (PCR)/ reverse 

transcription(RT)-PCR による増幅が出来

る点で優れており，数コピーレベルの RNA

を対象とした高感度の解析が可能である． 

 一般的にRNAの解析を行う場合はDNA

はノイズとして影響するため，DNaseによ

り DNA を分解する．前述のマイクロ流体

システムにおいては基本的にRNA/DNAの

何方か一方のみを解析する方法が採用され

ており，現在利用可能な技術では一細胞の

RNAおよびDNAを同時解析することは不

可能である．しかし，近年，DNAから RNA

に転写,そして RNAからタンパク質に翻訳

されるとするセントラルドグマに未解明の

制御機構があり，一細胞レベルで DNA お

よびRNAの同時解析あるいはRNAおよび

タンパク質の同時解析による現象理解が必

要であると考えられている． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，マイクロ流路内における細

胞の電気穿孔法および動電現象（電気泳

動・電気浸透流）を利導した一細胞の RNA

および DNA の分離および同時抽出・解析

技術の開発を目指した．開発した方法は細

胞の電気穿孔法および等速電気泳動法を融

合させた方法であり，簡便な構造を有する

マイクロ流路における高精度流れ場・電場

制御により実施可能にした．また，等速電

気泳動法に基づく分子濃縮により抽出過程

に生じる分子拡散を抑え抽出効率を高めた．

さらに，抽出技術と分子検出技術を融合し，

高速および高感度の分子計測技術を開発し

た． 
３．研究の方法 
①cytoplasmic RNA(cytRNA)の純度およ

び品質の評価：マイクロ流路から出力され

たcytRNAおよびgDNAのそれぞれについ

て reverse transcription quantitative 

polymerase chain reaction (RT-qPCR)お

よび qPCR を用いた解析を行った．

RT-qPCR を用いた方法により cytRNA の

逆転写および増幅の可否について検討した．

また，RT-qPCR で cytRNA を定量し，オ

ンチップの蛍光計測から得られた cytRNA

量との比較から，cytRNA の品質を評価し

た．cytRNAにおける gDNAの混入可能性

および純度について検討するため gDNA

をターゲットにした qPCR法を実施した． 

②マイクロ流体システムの自動化：一細胞

前処理を自動化および並列化するための基

盤技術構築を目指し，マイクロ流路内部に一

細胞を捕獲するためのトラップ構造を導入

した．このトラップ構造は細胞の捕獲に加え

て，局所的に電場を集中することで印可電圧

を従来法の 1/10 程度に低減する．また，

cytRNA の抽出時にはトラップ構造が核を保



持するため，従来法で不可欠であったシービ

ングマトリックスを不要にする． 

③次世代シークエンシング技術への展開：オ

リゴ(dT)プライマーを用いて cytRNAおよび

nucRNA に含まれる mRNA の poly(A) tail

から逆転写を行うとともに，テンプレートス

イッチング法を用いた方法で全長 cDNA を

作成した．その後，PCR により cDNA を増

幅し，それらサンプルに対して次世代シーク

エンシング解析を実施した． 
 
４．研究成果 

 平成 26年度は一細胞から cyt RNAおよび

gDNA を同時に抽出し，cytRNA に対する

qPCR の結果から，cytRNA サンプルにおけ

る gDNA の混入量は qPCR の検出限界以下

であり，抽出した cytRNAの純度が非常に高

いことがわかった．また，RT-qPCR 解析か

ら，抽出したRNA分子のほとんどがRT-PCR

で増幅できる程度に品質を保っており，我々

の開発した方法が様々な解析に応用できる

可能性を示した． 

 平成 27 年度は，一細胞前処理を自動化お

よび並列化するための基盤技術構築し，K562

細胞を利用して cytRNA の抽出効率および

nucRNAの検出について検討した．定量方法

には抽出した cytRNAに対してハウスキーピ

ング遺伝子である GAPDH (Glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase)をターゲット

として RT-qPCR を用いた．検討の結果，抽

出した cytRNA量は 1細胞あたり 19.8 pgで

あり，次世代シーケンシグへの適用等も十分

可能であるという結果を得た． 

 平成 28 年度は構築したマイクロ流体シス

テムを用いた cytRNAおよび nuc RNAの同

時次世代シーケンシングへ展開した．解析の

結果から，開発した方法は cytRNA と

nucRNA の分画を高精度かつ高い再現性で

実施可能であり，両者の対比からそれぞれの

分画で発現量が変動している遺伝子や，イン

トロンの保持型に顕著な差異があることが

明らかになった． 
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