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研究成果の概要（和文）：　ポリジメチルシロキサン（PDMS）の高いガス吸収特性を活かし、単分散性の高い油
中水滴を再現性よく自律的に高速生成させることを可能とするマイクロ流体デバイスの開発に成功した。さら
に、液滴内でPCR増幅を実行したところ、蛍光性液滴の数的割合から算出された各サンプル初期DNA濃度は、ポア
ソン分布より予測される値と良好な一致を示した。
　上記の検討に加え、ピエゾマイクロポンプの利用に基づく小型流体制御システムを新規に開発し、液滴のフロ
ースルー定点スクリーニング実験を行った。本システムは、毎秒120個の液滴をスクリーニング可能であること
が明らかとなり、その有用性が実証された。

研究成果の概要（英文）： In this study, the principle investigator successfully developed a 
microfluidic device that allowed to produce monodisperse water-in-oil droplets automatically and 
reproducibly utilizing the high gas solubility feature of polydimethylsiloxane. Furthermore, with 
droplet PCR experiments using the droplets obtained by the above device, it was verified that the 
initial DNA concentration of each sample predicted using the fraction of fluorescence positive 
droplets on the basis of the Poisson distribution was well concordant with the preset sample 
concentration.
 In addition to the studies described above, the principle investigator exploited a miniaturized 
fluid control system using a piezoelectric micropump for high-throughput flow-through screening of 
droplets. It was validated that the current system could screen droplets at a rate of 120 droplets 
per second. Thus, usability of the developed flow control system for the high-throughput droplet 
monitoring was demonstrated successfully.

研究分野： 分析化学

キーワード： マイクロフルイディクス　ドロップレット　エマルション　マイクロ流体デバイス　デジタルPCR　ポリ
ジメチルシロキサン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　ドロップレット・デジタルPCR（ddPCR）は、これまで開発された方法では実現成し得なかった遺伝子診断を可
能とするため大きな脚光を浴びている。しかし、既存のddPCRプラットフォームは、システム全体が大きい・取
り扱いが煩雑・コスト高であるといった問題点が指摘されている。本研究により、少ない初期投資費用で取り扱
い易く、小型のddPCRプラットフォームが構築された。本研究によって、ddPCR研究へ新規参入する研究者が増加
し、ddPCR研究の開発スピードが加速していくものと期待される。
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１．研究開始当初の背景 
 油中に分散したピコリッター（10−12 L）オーダーの水滴コロイド（油中分散水滴）に DNA
を一分子ずつ封入し、PCR 増幅を行った後、各々の液滴の蛍光シグナルのオン/オフをデジタ
ルカウントするドロップレット・デジタル PCR（ddPCR）は、サンプル中の DNA 分子のアレ
ル構成を個別に識別することを可能とするため、遺伝子診断法のあり方を一新する先進的技術
として、本研究開始当初から現在に至るまで大きな注目を集めている。マイクロ流体デバイス
を使用することにより、現在では極めて単分散性の高い微小液滴を調製することが可能となっ
ているが、既存のマイクロ流体液滴調製システムはポンプとマイクロ流体デバイスを接続する
付属品が必要であるため、システム全体がかさばって扱いにくいのが現状である。また、シス
テムの構成上、試薬デッドボリュームが大きく、結果的に研究コストも膨らんでしまう。これ
らの欠点は ddPCR の普及の障害となっており、早急に解決すべき課題であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ポリジメチルシロキサン
（PDMS）マイクロ流体デバイスの高いガス吸
収特性（引用文献①）を活かし、デバイスを外
部ポンプに接続することなく自律駆動的に
kHz オーダーの液滴生成と液滴スクリーニン
グを行える先駆的 ddPCR プラットフォームの
構築を目的とした。本研究により、既存の
ddPCR プラットフォームのコスト性能・処理
性能・操作性・カスタマイズ性を一新し、液滴
の利用をベースとした多様なバイオ分析アプリ
ケーションの開発スピードを加速させることに
挑戦した。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究課題では、広い PDMS 比表面を持っ
た２種類の吸引アクチュエーター（アクチュエ
ーターAおよび B）を作製し、これをマイクロ流
体チップの上部に装着することで高い吸引力の
長時間持続ならびに油中水滴生成速度の増大を
試みた。なお、本研究で用いた PDMS 製マイクロ
流体チップには、T 字ジャンクションを有する
マイクロ流路、２つの入口リザーバー、一つの
出口リザーバーが備わっている。マイクロ流体
チップの出口リザーバー空間ボリュームに対す
るPDMS比表面積が5.0 cm−1であるのに対して、
アクチュエーターA のチャンバーは比表面積が
約 68 cm−1 となるように設計した。また、アク
チュエーターB はチャンバー部分に多数の微小
な支柱を設けることで比表面積を約 178 cm−1に
増大させた。吸引アクチュエーターをデシケーターに入れ、真空ポンプを用いて 90 分間脱気を
行った。その後、吸引アクチュエーターをデシケーターから取り出し、あらかじめアクリル板
を重ねておいたマイクロ流体チップに素早く貼り合わせた。その際、マイクロ流体チップの出
口リザーバーと吸引アクチュエーターのチャンバーが重なる様に配置した（図 1）。最後に入口
リザーバーに油相および水相を滴下し油中水滴を作製した。高速度カメラを備えた顕微鏡シス
テムを用いて T字ジャンクション付近を撮影し（図 2）、液滴の生成速度および粒径の経時変化
を測定した。また、作製した液滴を回収し、PCR 反応チューブ内へ導入した。PCR 増幅を行った
後に液滴をガラス板に滴下し、落射型蛍光顕微鏡を用いて液滴の蛍光画像を撮影した。最後に、
液滴の蛍光強度の分布を示すヒストグラムを作成し、全液滴数に占める蛍光性液滴数の割合を
見積ることでサンプル調製時の設定 DNA 濃度とポアソン分布より予測される値とが合致するか
検証した。 
(2) 上記の検討とは別に、小型ダイアフラム式ピエゾマイクロポンプを用いたアウトレット減
圧式流体制御システムを新規に開発し、ハイスループットなフロースルー液滴スクリーニング
を試みた。なお、本システムを構築するに当り、PDMS の高い粘弾性に基づく高密着性能を利用
した。また、本実験では、クロスジャンクション流路パターンを有するマイクロ流体チップを
用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 油相にミネラルオイル、水相にインジゴカルミン溶液を用いて油中水滴の作製を試みた。
アクチュエーターA を用いた場合、最大生成速度は 26.6 Hz まで増大した。しかしアクチュエ

図 1． 液滴調製用マイクロ流体チップ
と吸引アクチュエーターとのアッセン
ブリ． 

(A) (B) 

図 2． T 字ジャンクション付近におけ
る水相プラグフローの生成(A)とチャ
ンネル拡張部における液滴生成(B)の
様子を示す顕微鏡画像．スケールバー，
250 μm． 



ーターB を用いた場合、水相と油相が二相に分
離して流れ、油中水滴を作製することはできな
かった。これは、アクチュエーターB の比表面
積がアクチュエーターA のそれよりも大きいた
めに液滴生成にとって過度の吸引力が出口リザ
ーバに働いたことによると考えられる。 
 油相をフッ素系オイルであるNovec 7500に変
更して同様に油中水滴の調製を試みたところ、
アクチュエーターA を用いた場合には最大生成
速度は 227 Hz、アクチュエーターBを用いた場
合には 470 Hz となり（図 3）、吸引アクチュエ
ーターを適用しなかった場合と比較し生成速度
は 2桁改善された。ミネラルオイルを用いた場
合とは異なり、より吸引力が強いアクチュエー
ターBを適用しても液滴が生成したのは、Novec 
7500 を連続相とした場合は液滴の表面張力が
大きく安定性が高まるためであると考えられる。
また、液滴の粒径は生成開始から終了まで約
69-77 μm でほぼ一定であり、5回の繰り返し測
定の各測定時間における標準誤差は平均粒径の
6%以内であった。このように、吸引アクチュエ
ーターを用いた本手法により、単分散性の高い
油中水滴を再現性よく自律的に高速生成させら
れることが実証された。 
 上記に加え、本研究で得られた特筆すべき成
果として、本研究のように減圧流体制御を適用
する場合、PDMS マイクロ流体チップが PDMS の
粘弾性により支持プレートに十分強く貼りつき、
PDMS マイクロ流体チップと支持プレートとを
永久接着させる必要がないことを新たに見出す
ことができた。このような非永久接合型のマイ
クロ流体アッセンブリを用いると、マイクロ流
路に異物が混入した場合も簡単に取り除くこと
ができるため、チップ一枚当りのコスト性能が
大幅に低減されることが利点として挙げられる。
このアッセンブリを用いて油中水滴を調製し、
液滴内 PCR を実行したところ、蛍光性液滴の数
的割合から算出された各サンプルの初期 DNA 濃
度は、ポアソン分布より予測される値と良好な
一致を示した（図 4）。 
(2) 前述したピエゾマイクロポンプの利用に
基づく流体制御システムを用いて液滴のフロー
スルー定点スクリーニング実験を行った。クロ
スジャンクション流路パターンのサイドチャン
ネルからスペーサーオイルを導入することによ
り、ジャンクション上流にて密集した液滴をジ
ャンクション下流にて一定間隔を空け一列で輸
送させることに成功した（図 5）。ジャンクショ
ン下流の定点における明視野輝度を測定したと
ころ、毎秒約 120 個の液滴をスクリーニング可
能であることが明らかとなった。このスクリー
ニングレートは、市販の ddPCR プラットフォームにおけるレート（数分間で 20000 滴；引用文
献②）に匹敵するものであり、安価・簡便・高速である本液滴スクリーニングシステムの有用
性が実証された。 
 
＜引用文献＞ 
① K. Hosokawa, K. Sato, N. Ichikawa, and M. Maeda, ‘Power-Free Poly(dimethylsiloxane) 
Microfluidic Devices for Gold Nanoparticle-Based DNA Analysis’, Lab on a Chip, Vol. 4, 
Issue 3, 181−185 (2004). 
② L. Miotke, B. T. Lau, R. T. Rumma, and H. P. Ji, ‘High Sensitivity Detection and 
Quantitation of DNA Copy Number and Single Nucleotide Variants with Single Color Droplet 
Digital PCR’, Analytical Chemistry, Vol. 86, Issue 5, 2618−2624 (2014). 
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図 3． アクチュエーターBを用いた場
合の液滴生成速度と総生成数の経時
変化（n = 5）．総生成数は生成数を時
間積分して得た． 
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図 4． サンプル調製時に設定された液
滴１個中の平均テンプレート DNA 分子
数（λ）と全液滴数に対する蛍光性液滴
数割合（p）との関係．赤い実線はポア
ソン分布より予測される p と λ との関
係を表し、赤色ドットは実験値を表し
ている．グレーの網掛けは、95％信頼
区間を示す． 
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図 5． 液滴間の間隔が一定に保たれ一
列に流動する液滴群を捉えた明視野顕
微鏡画像．図中の D.P.は検出ポイント
を示す． 
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