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研究の概要（４行以内） 
本研究では、研究代表者らのグループで研究を進めてきたマイクロ流体アプローチによる単一
細胞捕捉・解析デバイスと研究分担者らが有する解析手法とを組み合わせ、それらをより一層発
展させることによって、１細胞トランスクリプトーム解析法の確立を目指す。この手法について
子宮頸部上皮組織におけるウイルス感染と腫瘍化に関する解析への応用可能性を検討する。 

研 究 分 野：総合理工 

キ ー ワ ー ド：ゲノム工学、1 細胞解析 

１．研究開始当初の背景 
同一の遺伝的背景を有する細胞集団におい

て、個々の細胞における遺伝子発現には大き
なばらつきがあることが指摘されている。次
世代シーケンサの登場によって、比較的安価
にかつ大量のシーケンスデータが得られるよ
うになったことと相俟って、単一細胞の遺伝
子発現を網羅的に解析する１細胞トランスク
リプトーム解析を行うことが可能になった。
しかし、これまでの１細胞トランスクリプト
ーム解析を実現する手法においては、主とし
て少数の単一細胞を取り扱い、その解析の高
感度化を目指す報告が主流であった。細胞集
団における不均一性を把握するためには多数
の単一細胞を同時に解析できるシステムの開
発が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者らのグループで研究

を進めてきたマイクロ流体アプローチによる
単一細胞捕捉・解析デバイスと研究分担者ら
が有する解析手法とを組み合わせ、それらを
より一層発展させることによって、10,000個
規模の１細胞トランスクリプトーム解析を可
能にする超並列 1 細胞トランスクリプトーム
解析システムの確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 多数の単一細胞操作・解析を行うことが可能
なエレクトロアクティブマイクロウェルアレ
イ（Electroactive Microwell Array (EMA)）

とトランスクリプトーム解析が可能な Cap 
Analysis of Gene Expression（CAGE）法とを、
それぞれ高度化して、融合することにより、1
細胞トランスクリプトーム解析法を実現する
(図 1)。具体的には、並列で単一細胞操作・解
析を行うことが可能な EMA の内部に各細胞を
識別するための index 配列を予め導入し、少
量サンプルでのトランスクリプトーム解析が
可能な picoCAGE法を行うことにより、超並列
1 細胞トランスクリプトーム解析システムを
実現する。 

４．これまでの成果 
高スループット１細胞トランスクリプトー

ム解析を実現するためには、まず細胞を捕捉
した後、高効率に個々の細胞を区画化する必
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図 1 １細胞トランスクリプトーム解析 



要がある。個々の細胞の捕捉と区画化を行う
ため Electroactive Microwell Array (EMA)
に基づいたマイクロ流体デバイスを開発した。
EMA はアレイ化されたマイクロウェルの底面
部分に電極を配置することで、解析対象物を
誘電泳動によってウェル内に捕捉することが
できるだけではなく、エレクトロポレーショ
ンにより細胞内物質を溶出させてウェル内に
保持し、その内物質を解析することが可能な
システムである。しかし、当初の EMA の細胞
捕捉率はわずか 10％程度であり、サンプル中
の細胞を効率よく解析することが困難であっ
た。本研究では、この細胞捕捉効率を向上す
る た め Electroactive doubleWell Array 
(EdWA)を開発した。EdWA では、マイクロウェ
ルをその機能の違いによって捕捉用ウェルと
反応用ウェルに分離することで、それぞれの
ウェルの寸法を最適化することができる。細
胞に作用する静電力・流れのシミュレーショ
ン結果に基づき、各ウェル構造の最適化を行
い、細胞と同程度（直径：20µm、高さ：4µm）
の捕捉用ウェル上に細胞を区画化するための
反応用ウェル（直径：80µm、高さ 15µm）を配
置した。この構造では、細胞がマイクロ流路
を流れる時、細胞と電極間の距離が短くなる
ため、大きな誘電泳動力で細胞を効率良く捕
捉することが可能になる。また、捕捉用ウェ
ルはその直径が細胞と同程度であるため、ウ
ェルに細胞が捕捉されると同じウェルには追
加の細胞が捕捉されない。この EdWAを使用し
た結果、95%の高効率で細胞を捕捉するととも
に、それぞれの細胞の区画化に成功した。 
 また、picoCAGEの反応条件を網羅的に検討
するため、Labcyte Echo 525 を利用して様々
な濃度の RT プライマーと TS オリゴを用いた
反応効率を確認した。384 ウェルプレートの
各ウェルに様々な濃度の RT プライマーと TS
オリゴを入れた後、64個のバーコード配列と
6 個のインデックス配列を組み合わせで各ウ
ェルを識別した。ウェルプレートで逆転写反
応とテンプレートスイッチング反応を行った
後に、バーコード配列とインデックス配列を
含む cDNAを回収し、次世代シーケンサでシー
ケンスする事で、RT プライマーと TS オリゴ
の濃度による反応効率を確認した。網羅的な
検討の結果、RNA の濃度が低い時も“strand 
invasion”と言われるオリゴによるアーティ
ファクトを押さえるためには、RT プライマー
と TS オリゴの濃度を高くする必要があるこ
とが確認できた。この網羅的な検討方法を用
いて逆転写酵素である SuperScript III (SS 
III)と SuperScript IV (SS IV)の反応効率の
検討も行った。検討の結果、低濃度 TSオリゴ
には SS IVの方が SS IIIより反応効率が高い
ことが確認できた。特に RNA の濃度が高い時
には TSオリゴの濃度が低くなると SS III で
は効率よく cDNA を合成することが困難であ
ることが確認できた。マイクロウェルはその

体積が小さいため 1 細胞からの RNA もその濃
度が高くなり（100 ng/µL）、導入可能な TSオ
リゴの濃度は低くなるため、SS IV を用いた
反応が適切であることを確認した。 
 
５．今後の計画 
インクジェットスポッティング方法を用い

て Index オリゴを担持した温度感応性のゲル
を基板上にスポッティングすることで Index
オリゴ基板を製作する。Index オリゴ基板と
EdWAを結合させることで高スループット１細
胞トランスクリプトーム解析デバイスを製作
する。このデバイスを用いて細胞を破砕した
後に RT 反応を行うことで Index オリゴをゲ
ルからリリースさせることにより、個々の細
胞毎に異なる Index を付加した cDNA の合成
が可能となる。この cDNAライブラリを、次世
代シーケンサを用いてシーケンスすることで
１細胞トランスクリプトーム解析を実現する。 
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