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研究成果の概要（和文）：磁力を駆動力として用いた液滴搬送システム（MAG-LOC; Magnetic 

force-based Lab-on-a-Chip）により、一細胞レベルで細胞群の挙動を計測する解析システムを

開発した。磁性粒子を液滴内に懸濁して液滴間の合一反応の搬送子として用いてオイル相中で

磁力制御により操作することで、一細胞の分離・細胞溶解・逆転写・PCR 増幅といった各単位

操作を一枚のアレイ上に集積化し、がん細胞の検出などに適用した。 

 

研究成果の概要（英文）：A droplet-based single cell analysis system was developed 

employing magnetic force-based droplet-handling system. The droplets containing magnetic 

beads were magnetically controlled and coalesced with another droplet in the oil phase, 

and all the reactions for RT-PCR including single cell manipulation, cell lysis, cDNA 

synthesis, and PCR amplification steps were integrated on-chip and applied for detection 

of cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞は増殖因子やサイトカインなどの可

溶性因子をはじめ、細胞外マトリクスや細胞

間相互作用、シェアストレスなど様々な細胞

外刺激により刺激を受ける。刺激を受けた細

胞群の挙動を一細胞レベルで計測し、その分

布等を組織レベルで解析することは、細胞生

物学の目標の一つである。例えば、目的遺伝

子の mRNA 発現量を一細胞ごとに測定し、

その分布を調べることは、ヘテロな変異が蓄

積されたがん等においてもその挙動を理解

する上で重要となる。したがって、一細胞レ

ベルでの遺伝子解析を簡便に一括解析する

システムを開発することは、早期に疾患を捉

え、その進行を理解する上で有用となる。 
 ナノバイオテクノロジーの進展に伴い、マ

イクロチップ上に一連の操作を集積化した

Lab-on-a-Chip や μ TAS (micro Total 
Analysis System)と呼ばれる様々なセンシ

ングデバイスが開発されている。一細胞レベ

ルでの遺伝子解析を可能とするマイクロ・ナ

ノ流路デバイスの進展も目覚しく、遺伝子解

析に必要な一連の操作を一枚のチップ上に

高度に集積化した SNP(Single nucleotide 
polymorphism)解析や発現量測定用チップの

開発が進められている。しかし、多数の反応

操作を必要とする遺伝子解析をマイクロ流

路デバイスで実現するには、各単位操作を一
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枚のデバイス上に集積化することが必要と

なり、その連結が問題となっていた。また、

多数のポンプやバルブを利用し、これらを精

巧にコントロールする必要性があることか

ら、解析システム全体の小型化は難しいなど

の問題点もあった。以上のことから、一細胞

レベルでの遺伝子解析を多数の細胞におい

て一括解析するシステムを構築することは

依然として困難であった。 
 
 
２．研究の目的 

磁性粒子は、生体サンプルからの目的とす

る細胞や生体分子の分離、精製、濃縮を可能

とする特性を有する他、反応場である液滴間

の搬送子として利用でき、磁力を駆動力とし

て用いた解析システム全体の小型・携帯化を

実現する上で優れた特性を有する。我々は、

磁力を駆動力とした液滴搬送法を提案して

おり、磁性粒子を含む液滴をオイル相中で操

作することで液滴を利用した遺伝子解析、酵

素活性測定、抗原抗体反応に基づいた腫瘍マ

ーカーの検出を行ってきた。また、磁性ナノ

粒子を細胞に多数取り込ませることで、外部

設置の永久磁石の磁力で細胞をハンドリン

グし、配置させる細胞アレイ化法を開発した。

本方法では、通常の培養基材表面において細

胞をアレイ上に配置することができるため、

細胞の接着、伸展、増殖、移動などの挙動観

察に最適である。がん細胞の三次元パターニ

ングによる浸潤評価についても検討してお

り、生体環境を模倣した三次元環境下におい

て細胞挙動を解析した。 
そこで、本研究では、これらの細胞の遺伝

子発現解析を実現するため、磁性微粒子と磁

力を利用した液滴搬送システムによる一細

胞での遺伝子発現解析システムの構築を目

的とし、一細胞 PCR について基盤技術を開

発した。一細胞レベルでの遺伝子発現を解析

するため、細胞溶解、逆転写、PCR 反応とい

った一連の反応操作をアレイ上に集積化し

たマイクロチャンバーアレイを設計・試作す

ると伴に、各チャンバーに合わせた磁力操作

デバイスを作製した。本手法は、オイル、反

応液、磁性粒子など簡易な要素の組み合わせ

から構築されており、反応液量の変化などに

柔軟に対応できる他、反応場として液滴を利

用することで非特異吸着などによるサンプ

ルロスを回避できるなど、少量サンプルの解

析に優れた特徴を有する。 
 
 
３．研究の方法 

磁性微粒子と磁力を利用した液滴搬送シ

ステムを試作し、細胞溶解、RT-PCR の一連の

操作を行った。鋳型には、アルミニウム板を

使用し、直径 0.5 mm のエンドミル加工した。

フッ素ガードによ

り離型処理を行い、

ポリジメチルシロ

キサン(PDMS, 

SILPOT184, Dow 

Corning Toray Co. 

Ltd)によりマイク

ロチャンバーアレ

イを作製した（図

1A）。表面を疎水化

するため、化学気

相成長法

（Chemical Vapor 

Deposition, CVD）

によりパリレン C

（Parylene Japan 

K.K.）コーティン

グを行った。液滴

操作デバイスは、

アクリル板にレー

ザービームで溝を

彫り、SK 材の粉末

を充填した後、シーリングを行うことで作製

した（図 1B）。図 2 に液滴操作デバイスを用

いて多数の液滴を同時に搬送する様子を示

す。液滴中に懸濁する磁性粒子は、常磁性マ

グネタイトを用い、アミノ基修飾粒子に負電

荷ポリマーをコートすることにより PCR 阻害

を回避した。 

遺伝子発現解析に用いる浮遊系細胞とし

ては、ヒト慢性骨髄性白血病細胞株 K562 を

使用した。一液滴中に一細胞が混入されるよ

うに細胞濃度を調整し、細胞封入液を作製し

た。K562 細胞では、白血病のマーカーとして

用いられている WT1 の発現量を解析した。ま

た、付着性細胞としては、マウス線維芽細胞

BALB/3T3 およびそのがんモデルである BALB/ 

3T3/v-srcを用いた。浮遊系細胞の解析には、

組織培養で実績のあるマイクロキャリアを

磁性化し、各マイクロキャリア当たり一細胞

を接着させ、トリプシンを用いない in situ

遺伝子発現解析を行った。v-src の下流に存

在し細胞移動関連の Rac-1遺伝子に着目した。

細胞封入液、細胞溶解液、RT-PCR 溶液の 3液

滴をミネラルオイルを満たしたマイクロチ

ャンバーアレイに挿入し、液滴搬送デバイス

を用いて磁気誘導により液滴搬送を行い、各

反応を進行させた。 

(A)マイクロチャンバーアレイ (B)液滴操作デバイス 

図１ 磁性粒子を用いた液滴搬送解析システム 

図 2 液滴操作デバイ

スによるオイル相中

の液滴合一反応 



 

 

４．研究成果 

まず、HeLa total RNA を鋳型として、β

-actin遺伝子のmRNAの遺伝子増幅を行った。

磁性ナノ粒子の存在下においても PCR阻害が

なく、100 から 2000 コピー程度の量で RT-PCR

が定量できた。ついで、ヒト慢性骨髄性白血

病細胞株(K562：RIKEN CELL BANK)を使用し、

がんマーカーである WT1の検出を行った。WT1

遺伝子は当初、小児の腎がん、ウィルムス腫

瘍の原因遺伝子として見つかり、現在では白

血病の的確な診断や治療、病態把握に不可欠

なマーカーとして注目されている。反応前に

細胞数を顕微鏡により確認した後、実験に用

いた。液滴操作により細胞溶解、逆転写反応、

PCR を進行させた後、蛍光強度を定量した。

その結果、細胞数と蛍光強度の相関が得られ

た他、40、50 サイクルにおいて１細胞解析が

可能となり、正常な T細胞との識別も可能で

あった(図３）。線維芽細胞については、磁性

化マイクロキャリア上に細胞を接着させて、

直接細胞溶解し、RT-PCR により Rac-1 を解析

したところ、v-src を高発現させたがん化モ

デル細胞では、10 倍以上増加した（図 4）。

また、細胞をトリプシン処理後に解析したと

ころ、直接細胞溶解した時と比較して 2倍以

上の発現が見られ、液滴系による in situ解

析の重要性を確認できた。さらに、１マイク

ロキャリア上に 10 細胞を接着した系でも解

析した結果、10 細胞中に 1細胞でもがん化細

胞が存在すると蛍光強度の差が確認でき、変

異細胞の検出といった点から、有用な検出系

となることが示唆された。以上より、磁力応

答型の液滴搬送法を利用し、一細胞レベルで

の遺伝子発現解析システムを構築すること

ができた。 

液滴内に磁性微粒子を封入する液滴搬送

システムは、駆動力として磁石を動かすモー

ターのみが必要となることから、本解析法の

原理を利用し、イムノアッセイや酵素活性測

定など様々な簡易小型解析システムを開発

した。また、蛍光検出のみならず電気化学検

出法についても検討し、分析診断に利用する

ための基盤を構築できた。 
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