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研究成果の概要（和文）：本研究において、我々は個々の細胞からクロマチンファイバーを単離

し、解析するための新たな手法を開発した。即ち、上記を実現するため、マイクロ流体デバイ

スおよびクロマチンファイバー操作技術を新たに開発した。ここで開発した手法は、個々の細

胞中のクロマチンファイバーの後天的修飾について直接調べる手法への応用が期待される。 	 

 	 

研究成果の概要（英文）：WWee 	 ddeevveellooppeedd 	 aa 	 nneeww 	 mmeetthhooddoollooggyy 	 ffoorr 	 iinnvveessttiiggaattiioonn 	 ooff 	 

iinnddiivviidduuaall,, 	 iinnttaacctt 	 cchhrroommaattiinn 	 ffiibbeerrss 	 iissoollaatteedd 	 ffrroomm 	 iinnddiivviidduuaall 	 cceellllss,, 	 uuttiilliizziinngg 	 

aa 	 ccuussttoomm--ddeessiiggnneedd 	 mmiiccrroofflluuiiddiicc 	 ddeevviiccee 	 aanndd 	 aa 	 nnoovveell 	 tteecchhnniiqquuee 	 ffoorr 	 hhaannddlliinngg 	 

iinnddiivviidduuaall 	 cchhrroommaattiinn 	 ffiibbeerrss 	 bbyy 	 fflluuoorreesscceennccee 	 mmiiccrroossccooppyy.. 	 TThhee 	 mmeetthhoodd 	 ddeevveellooppeedd 	 

hheerree 	 hhaass 	 ppootteennttiiaall 	 aapppplliiccaattiioonn 	 ffoorr 	 ddiirreecctt 	 iinnvveessttiiggaattiioonn 	 ooff 	 tthhee 	 eeppiiggeenneettiicc 	 pprrooffiillee 	 

ooff 	 iinnttaacctt 	 cchhrroommaattiinn 	 ffiibbeerrss 	 aatt 	 iinnddiivviidduuaall 	 cceellll 	 lleevveell.. 	 
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１．�研究開始当初の背景 	 
 	 現在の一般的なゲノム DDNNAA 解析（遺伝子存
在部位の特定、エピジェネティクス解析な
ど）は、PPCCRR やゲル電気泳動などの伝統的生

化学実験法を組み合わせた種々の解析法に
より行われているが、これらの実験操作は断
片化した DDNNAA 分子集団を対象とした解析法で
あり、得られる情報は平均化されたものとな

機関番号：1122660011 	 

研究種目：基盤研究（BB） 	 

研究期間：22001100〜22001122 	  	 

課題番号：2222331100008800 	 

研究課題名（和文）シングルセル解析を目指したゲノムＤＮＡ単分子操作・解析マイクロ 	 

 	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	 デバイス開発 	 

 	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	 

研究課題名（英文）DDeevveellooppmmeenntt 	 ooff 	 aa 	 mmiiccrroo--ddeevviiccee 	 ffoorr 	 mmaanniippuullaattiioonn 	 aanndd 	 aannaallyyssiiss 	 ooff 	 ssiinnggllee 	 

 	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	 ggeennoommiicc 	 DDNNAA 	 mmoolleeccuulleess 	 ttoowwaarrdd 	 ssiinnggllee 	 cceellll 	 aannaallyyssiiss 	 

 	 

研究代表者 	 

 	 小穴 	 英廣（OOAANNAA 	 HHIIDDEEHHIIRROO） 	 

東京大学・大学院工学系研究科・准教授 	 

 	 研究者番号：2200331144117722 	 

 
 



っている。これに対し、細胞からのゲノム DDNNAA
取り出し、DDNNAA 上での変異部位やタンパクと
の相互作用部位の直接検出などの生化学実
験操作を顕微鏡下で狙った 11個の細胞に対し
て迅速に行える技術が実現すれば、従来法で
は得られなかった、個々の分子についての情
報が得られることとなり、ライフサイエン
ス・産業の両分野において、強力なツールと
なることが期待される。ここでゲノム DDNNAA 単
分子解析を行う場合、細胞内でコンパクトに
折り畳まれているゲノム DDNNAA を細胞から取り
出し、所望の空間分解能が得られる程度まで
に解きほぐして展�開さねばならないが、真核
生物のゲノム DDNNAA の全長は mmmm~~ccmm のオーダー
にも及ぶ。このような長大なゲノム DDNNAA を、
高々百数十μmm 四方の顕微鏡の視野下で断片
化させずに扱う技術は未確立であり、上記の
ようなゲノム DDNNAA 単分子解析手法は実現して
いない。本研究提案のように顕微鏡下で細胞
から取り出したゲノム DDNNAA を損うことなく取
り扱い、逐時的に単分子解析を行うことを目
指しているグループは国内外に見あたらず、
他に類を見ない研究となっている。本申請者
らはこれまでに、顕微鏡下で細胞からゲノム
DDNNAA を単離する手法の研究や、マイクロ流体
デバイス内で生化学実験を行うための要素
技術の研究を、原核生物や酵母細胞を用いて
行ってきている。本申請課題では対象をゲノ
ムサイズが大きい真核生物の細胞に絞り、こ
れまでの研究をさらに発展�させることを狙
っている。 	 
 	 
２．�研究の目的 	 
個々の細胞に対するエピジェネティクス解
析技術構築を見据えた、空間分解能を有する
単分子レベル免疫染色をマイクロ流路内で
行う技術を確立することを目的とする。この
目的達成のため、マイクロ流路内におけるゲ
ノム DDNNAA 高次構造制御、免疫染色反応時間や
反応効率について、微小空間であることの効
果や流路の表面状態がどの程度影響してい
るのかを検討し、ゲノム DDNNAA 高次構造制御や
免疫染色実験操作を微細流路内でおこなう
ための最適な流路デザイン、流路表面処理や
試薬を流すタイミングなどを決定する。次い
で、細胞から単離した個々のゲノム DDNNAA に対
し、高次構造を制御し、引き続き免疫染色を
行うという実証実験を行う。そして構築した
技術をまとめ、細胞 11個（シングルセル）か
ら取り出したゲノム DDNNAA に対して断片化させ
ずにマイクロ流路内で一連の実験操作・解析
を行うというこれまでにない新しい単分子
解析手法・技術を確立する。 	 
 	 
３．�研究の方法 	 
((11)) 	 マイクロ流体デバイス中における細胞
からの DDNNAA 取り出し及び DDNNAA 展�開技術確立 	 

① 	 マイクロ流体デバイス開発 	 
光学顕微鏡下、狙った細胞からゲノム DDNNAA を
傷つけずに取り出し、溶媒環境を精度良く制
御しながら DDNNAA を解きほぐし、基板上に展�
開・固定させる事ができるマイクロ流体デバ
イスを開発する。デバイスは、ソフトリソグ
ラフィー技術によりシリコーンゴムで形成
したパーツとガラス基板を貼り合わせて作
製する。また、細胞や DDNNAA を観察しつつデバ
イスの実験・観察領域場の溶媒組成に勾配を
つけたり溶液置換を行うために、実験・観察
領域場に通じる複数の微細流路中の試料溶
液の流れを独立に精度良く制御できる仕様
とする。試料には高等真核生物のモデル細胞
として知られる分裂酵母を用いる。 	 
 	 
② 	 マイクロ流体デバイス中における単離
DDNNAA の高次構造制御技術確立 	 
細胞から取り出した DDNNAA の高次の折り畳み構
造を制御する溶液条件のパラメータを同定
し、顕微鏡下で空間分解能を高めた単分子解
析を行うための、ゲノム DDNNAA 形態制御技術を
確立する。DDNNAA に対し、塩濃度を変えた溶液
を作用させ、クロマチンファイバー高次構造
変化と溶液塩濃度との相関を明らかにする。
ここで、微細流路中で DDNNAA クロマチンファイ
バーを観察し続けるには DDNNAA を固定すること
が必要であるため、これまでの研究で開発し
ているマイクロピラーによる固定を採用す
る。 	 
 	 
((22)) 	 エピジェネティクス解析用マイクロ流
体デバイス開発 	 
 	 
①マイクロ流体デバイス中での単分子免疫
染色実験 	 
マイクロ流体デバイス中、顕微鏡下で展�開し
た個々のクロマチンファイバーに対して、蛍
光ラベルした抗体により蛍光顕微鏡下で可
視化する実験を行い、顕微鏡下での個々のゲ
ノム DDNNAA 分子に対する免疫染色技術を構築す
る。 	 
 	 
４．�研究成果 	 
 	 ((11))--① 	 マイクロ流体デバイス開発 	 
蛍光顕微鏡下、細胞からの DDNNAA 	 取り出しから
DDNNAA 	 展�開、抗体染色までを逐次的に行える仕
様のマイクロ流体デバイスを設計・作製した
（図 11）。ここでは、ソフトリソグラフィー技
術を用い、PPDDMMSS（シリコーンゴム）で作製し
た流路とカバーガラスを貼り合わせてデバ
イスを組み立てた。主流路の側壁にマイクロ
ポケットを配置し、このマイクロポケット内
で細胞からのクロマチンファイバー単離な
ど、各種生化学実験を行えるようになってい
る。また、主流路内に設けたマイクロピラー
は、単離したクロマチンファイバーを引っ掛 	 



 	 
図 11：マイクロ流体デバイス概略図。 	 

 	 
 	 
けて固定するために設置した。流体の制御は、
溶液排出口に接続したマイクロピペットに
よる吸引操作で行った。このデバイスを用い、
分裂酵母スフェロプラストから浸透圧ショ
ックによってクロマチンファイバーを単離
し、光ピンセットによって搬送可能であるこ
とを確認した（図 22）。 	 
 	 
((11))--② 	 マイクロ流体デバイス中における
単離 DDNNAA の高次構造制御 	 
 	 
マイクロチャンバー内でクロマチンファイ
バーを展�開・固定するための微小構造体とし
てマイクロピラーを設け、個々のクロマチン
ファイバーを展�開・固定する事を実現した。
ここでは、クロマチンファイバーを捕捉・操
作する光駆動マイクロツールとして、クロマ
チンファイバーに対する抗体を修飾したマ
イクロビーズを作製して用いた。マイクロ流
路内で一端を固定して保持されているクロ
マチンファイバーを高塩濃度環境場に曝す
と、ヒストンが脱離して解きほぐされた DDNNAA
ファイバーが得られる様子が観察された（図
33）。またこれと並行して、抗体染色による空
間的位置情報検出の際に併用することが可
能な、任意の塩基配列を検出・捕捉する新奇 	 

 	 
図 22：分裂酵母細胞スフェロプラストからの
クロマチンファイバー単離。上段：マイクロ
ポケット中に搬送された分裂酵母細胞スフ
ェロプラスト。中段：浸透圧ショックによる
細胞バーストで単離されたクロマチンファ
イバー。下段：光ピンセットによって捕捉・
搬送されているクロマチンファイバー。 	 
 	 
 	 
プローブに開発について研究をおこなった。
これは、一本鎖 DDNNAA（ssssDDNNAA）が相補的な配列
の検索・結合をする際、この反応を促進する
ことが期待される相同組換えタンパク
（RReeccAA）を援用したプローブであり、
ssssDDNNAA--RReeccAA 複合体をマイクロビーズに修飾
して作製した。このプローブは光ピンセット
操作が可能であり、標�的となる DDNNAA とプロー
ブの相互作用の強さを、その場で直接調べる
ことが可能となっている。実験の結果、特異 	 
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図 33：塩濃度とクロマチンファイバー高次構
造との相関。上段：00 	 mmMM 	 NNaaCCll,,中段：11 	 MM 	 NNaaCCll,,
下段：22 	 MM 	 NNaaCCll。 	 
 	 
 	 
結合//非特異吸着の区別をする事が容易であ
ることを示唆する結果が得られた。 	 
 	 
((22))--①マイクロ流体デバイス中での単分子
免疫染色実験 	 
 	 
マイクロ流体デバイス内に展�開・固定した
個々のクロマチンファイバーに対する免疫
染色実験を行い、クロマチンファイバー上の
GGFFPP に対する免疫染色が可能であることを確
認することができた（図 44）。一方、マイクロ
流体デバイス中における局所的な環境場の
形成・制御への応用が期待される、新奇ジャ
イアントベシクル形成についても研究を行
い、この、マイクロ流体デバイス内で形成さ
れるジャイアントベシクルは、ユニラメラ構
造を持つという知見を得た。この研究結果は、
SSoofftt 	 MMaatttteerr 誌において発表した。 	 
 	 

図 44：クロマチンファイバー上のタンパク質
（GGFFPP）に対する免疫染色実験例。AA)) 	 マイク
ロ流体デバイス中に伸張固定したクロマチ
ンファイバーの蛍光顕微鏡像。BB)) 	 GGFFPP を免疫
染色した蛍光顕微鏡像。白矢印が、染色され
た輝点。 	 
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