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研究成果の概要（和文）：本研究では我々の開発した電場を使った1細胞前処理技術であるSINC-seq法
(Single-cell integrated nuclear and cytoplasmic RNA sequencing)を発展させ，1細胞に含まれる細胞内小器
官および顆粒を“そのまま”の状態で抽出し，その物理化学的物性解析と構成分子網羅解析を実現するマイクロ
流体システムの構築を目指した．細胞質成分の抽出と電気泳動解析を並列化するマイクロ流体システムの開発
し，48細胞の細胞質抽出成分の電気泳動図を再構成する方法を開発した．また，電気泳動解析と網羅遺伝子発現
解析を統合するカラーコードハイドロゲルビーズを開発した．

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to develop a microfluidic system that extracts 
granules and cellular organelles with the native states from single cells and analyzes the 
physicochemical characteristics by electrophoresis and the molecular components in the subcellular 
structures via high-throughput sequencing by extending the SINC-seq (single-cell integrated nuclear 
and cytoplasmic RNA-sequencing). To this end, we developed a new microfluidic system that 
parallelized the 48 channels for the on-chip electrophoretic analyses and color-coded hydrogel beads
 for integrating the on-chip analyses and off-chip high-throughput sequencing.

研究分野：マイクロ流体工学

キーワード： 1細胞　RNA　次世代シーケンス解析　マイクロ流体　分子バーコード　電気泳動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の研究グループが独自に開発した細胞質-核分画技術におけるRNA流動を詳細に調べることで電気泳動がRNA
長さに非依存的な抽出を実現する上で有利であることを明らかにした．このことは，電気泳動を活用した前処理
技術が網羅遺伝子発現解析を実施する上で優位性を有することを意味している．また，新しいマイクロ流体シス
テムの開発過程においてカラーコードハイドロゲルビーズ等，広範な用途への応用が期待できる要素技術の創出
も達成することができた．

※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 
 細胞内にはミトコンドリアや核等の膜構造を有する細胞内小器官に加えて，それを有さない
細胞内構造体（顆粒）の存在が知られている．代表的なものとして，細胞質のストレス顆粒，核
内の核小体やカハール体等がある．それら顆粒の大きさはおよそ 0.1から 4 m程度である．顆
粒は特定の分子群，具体的にはタンパク質や RNAなどの核酸から構成されているが，顆粒内部
では分子が拡散等により輸送されることが知られており，凝集体でありながら液相状の特徴も
有している．これら顆粒の存在は古くから知られていたが，その形成機構と生理機能に関する研
究は近年までそれほど進んでいなかった．その理由として膜構造を有さない顆粒を単離する方
法が成熟していなかったことが挙げられる．細胞内における顆粒の形成過程は可逆的かつ動的
である，顆粒はプロテアーゼ等により分解されやすい，溶解度が低い等の特徴から細胞内のその
ままの状態を維持して解析することは非常に困難であった．そこで研究代表者のグループが開
発したマイクロ流路における電場制御を用いて細胞質分子，細胞内小器官および顆粒の電気泳
動解析および網羅遺伝子発現解析を統合する並列化マイクロ流体システムの開発を目指した． 
 
２．研究の目的 
 我々の研究グループが開発した 1 細胞の細胞膜破砕および荷電粒子の高速抽出は電場を使っ
た完全物理的手法であり，一般的な細胞前処理で使われる界面活性剤を必要としない．また，細
胞膜の破砕から細胞の内容物の抽出に至るまでの処理時間がおよそ 10 秒と非常に短時間であ
る．これらの特徴から我々の開発した 1細胞前処理技術は細胞内の顆粒を“そのまま”の状態で
抽出するのに適している．この特徴を生かして 1 細胞に含まれる顆粒の物理化学的物性解析と
構成分子網羅解析を実現するマイクロ流体システムの創造を目指した． 
 
３．研究の方法 
(1) 集中電場を用いた電気穿孔および等速電気泳動による細胞質成分の抽出 
 我々の研究グループが開発した細胞質と核の分画技術は，マイクロ流路に作製した狭窄構造
において解析対象の 1 細胞を捕捉し，外部電場の印加により狭窄構造部において発生する集中
電場を用いて細胞膜を選択的に破砕，そして細胞質成分を電気泳動で抽出する．まず，この一連
の過程における RNA 分子の流動現象について光学顕微鏡観察，数値流体力学および次世代シー
ケンス解析を活用して考察した．光学顕微鏡観察においては，RNA 分子を得意的に染色する蛍光
分子を探索し，SYBRGreen II (Takarabio), Pyronin Y (Sigma-Aldrich)および SYTO RNA Select 
(ThermoFisher Scientific)から流動性に与える影響および特異性を勘案して SYTO RNA Select
を選定した．そして，白血病細胞株 K562 細胞を用いて RNA 分子の抽出過程を可視化した．抽出
過程における RNA の流動現象を理解するために，数値流体力学による解析を行った．電場により
細胞膜が破砕する過程(1 s)と細胞質成分が抽出される過程(1 s)それぞれの時定数に大きな
乖離があることから，それぞれの過程を asymptotic Smoluchowski 式と Nernst-Planck 式でモ
デル化した．さらに，光学顕微鏡観察と数値流体力学解析から同定された抽出の時定数を参考に
して抽出時間を調整し，核分画に残留した RNA 鎖の長さ分布から RNA 鎖の長さと抽出時間の関
係性を実験的に明らかにした． 
 
(2) 1 細胞の細胞質分子を電気泳動解析する並列化マイクロ流体システムの開発 
 1 細胞の細胞質成分の抽出と電気泳動解析を並列化するマイクロ流体システムの開発を行っ
た．開発したシステムは，1細胞ずつ操作する既報のマイクロ流路と異なり，細胞導入用のマイ
クロ流路から並列に 48 本の電気泳動用流路が枝分かれする形状をしている．並列する 48 本の
電気泳動用流路全てを蛍光顕微鏡で観察するため，電動ステージで微小マイクロ流体システム
全体を巡回しながら高感度カメラ(Orca Flash 2.8, Hamamatsu Photonics)で撮影した．取得し
た画像は 1視野あたり 815 m x 815 m であり，同一座標で撮影した連続フレーム間の相互相
関係数から蛍光分子の移動距離を算出し，それを元に電気泳動図を再構成する方法を開発した． 
 
(3) 電気泳動解析と遺伝子発現解析を統合するカラーコードハイドロゲルビーズの開発 
 微小マイクロ流体システムから得られる細胞画像および電気泳動図と遺伝子発現データを統
合するためのカラーコードハイドロゲルビーズを開発した．カラーコードハイドロゲルビーズ
は，DNA バーコードを表面に修飾した微小ハイドロゲルビーズであり，DNA シーケンス解析ある
いは蛍光計測によりその配列を特定できる．蛍光計測でバーコード配列を特定する仕掛けとし
て，一部に DNA バーコードの相補配列を含むブリッジ DNA を介して蛍光修飾付きの DNA フラグ
メントを微小ハイドロゲルビーズに付与し，四色の蛍光の明暗で 16通りの DNA バーコードを読
み出す方法を開発した．さらに，特定できる細胞数を増加させる方法として，あらかじめ細胞に
導入した別の DNA バーコードとカラーハイドロゲルビーズ上の DNA バーコードの連結 DNA バー
コードを活用する方法を考案した．具体的には，あらかじめ解析対象の細胞に対して四色の蛍光
の明暗を付与すると同時に，それと対応した 16種 DNA バーコードを細胞に導入し，細胞の形態
観察の後に細胞内の mRNA と DNA バーコードをカラーハイドロゲルビーズで捕捉，その後 DNA バ
ーコードのライブラリを作製して読み出すという方法である．この方法により，カラーコードハ



イドロゲルビーズと細胞の DNA バーコードの組み合わせから最大で 256 通りの特定が可能であ
る． 
 
４．研究成果 
(1) 集中電場を用いた電気穿孔および等速電気泳動による細胞質成分の抽出 
 細胞質から抽出された RNA 分子は主に溶液中に分散した状態と，粒子状に凝集した状態の二
状態が観察され，この二種が異なる流動現象を示すことがわかった（図 1）．具体的には分散状
態の RNA 分子は粒子状のそれと比較して短時間で細胞外へ抽出され，その抽出過程は単調かつ
再現性の高いものであった．一方で粒子状に凝集した RNA 分子は間欠的な流動を示し，細胞ごと
にばらつきを示した．この抽出過程に観察された細胞ごとのばらつきの由来を明らかにするた
め，細胞の顕微鏡画像から取得した形態情報と抽出の時定数を相関解析し，粒子状の RNA 分子は
ミトコンドリア由来の RNA 分子であり，それらの局在状態が流動を左右することがわかった．さ
らに RNA 分子の流動現象を数値計算により解析した．解析から RNA 分子の抽出過程は電気泳動
に支配されており，分子拡散による影響は相対的に小さいことがわかった．自由溶液中における
RNA 分子の電気泳動移動度がその長さに依存しない一方で拡散係数は長さの増加に伴って減少
することを勘案すると，数値解析結果は本方法が RNA 分子の長さに依存しない均一な抽出を実
現する上で有利であることを示唆している．これらの解析結果について Analytical Chemistry
誌において公表した． 
 
(2) 1 細胞の細胞質分子を電気泳動解析する並列化マイクロ流体システムの開発 
 開発した並列化微小マイクロ流体システムを評価するために，Calcein, AM で染色した K562
細胞を用いて電気泳動を解析した．生細胞はエンドサイトーシスによって Calcein AM を取り込
み，細胞質のエステラーゼによりアセトキシメチル（AM）エステルを切断することによって蛍光
物質 Calcein を蓄積する．エステラーゼは主に脂質の代謝を担う分解酵素であり，Calcein の輝
度値はエステラーゼの代謝能を反映する．得られた細胞の蛍光画像と電気泳動図から細胞の形
態や Calcein の蛍光強度が 1 細胞ごとに異なり，また電気泳動図も同様に細胞ごとに異なる様
相を示すことがわかった．また，細胞画像と電気泳動における輝度値の積分値を比較すると正の
相関が見られた．以上から，開発した並列化マイクロ流体システムの動作が確認できた． 
 
(3) 電気泳動解析と遺伝子発現解析を統合するカラーコードハイドロゲルビーズの開発 
 カラーコードハイドロゲルビーズおよび細胞の蛍光情報から DNA バーコードを特定する方法
として，機械学習を用いた画像解析アルゴリズムを開発し，概ね 95%以上の精度で分類できるこ
とを実証した．また，DNA バーコードと mRNA のシーケンスライブラリの作製を同時に行えるこ
とを確認できた．これらの基本的技術開発に関して，投稿論文として報告するために，継続して
実験データの収集を行なっている． 

 
図 1 電場による RNA 分子抽出のダイナミクス．A)可視化した連続写真．0-900 ms では浮遊した
分子が主に抽出され，1000-1900 ms では顆粒状物体が抽出される．B)RNA の抽出ダイナミクス．
特に細胞内構造体と相互作用する RNA 分子の流動において 1 細胞多様性が観察される．そのば
らつきは対照実験として実施した calcein 分子(C)で観察されるばらつきと比較しても顕著であ
る． 
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