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研究成果の概要（和文）：診療現場での癌など各種疾患の早期診断を目指して、既存の大型で高

価なセルソーターを利用せず、小型化が容易な遠心力による送液と簡便な微小分割による細胞

単離を組み合わせ、正常細胞群に僅かに混在する病変細胞を高感度に検出可能な一細胞ＰＣＲ

用ディスクの開発を行った。ヒトＴリンパ腫細胞を対象としたリアルタイムＰＣＲ法を用いて、

開発したディスク上で細胞単離後、そのままマイクロウェル中でＰＣＲすることにより、個々

のマイクロウェルの蛍光強度変化から標的遺伝子を有する細胞数を定量可能とした。 
 

研究成果の概要（英文）：Aiming at the early detection of various diseases, such as cancer, a 

centrifugal disk for a single-cell PCR assay was developed. Instead of the large-sized and 

expensive cell sorter, the cell isolation based on a simple minute division was achieved by 

using large arrays of microwells on the compact-sized disk for PCR detectable to high 

sensitivity for the pathological change cell slightly intermingled in a healthy-cells group. 

The numbers of cells which have a target gene from fluorescence intensity change of each 

microwell could be counted by realtime PCR for a human T-lymphoma cells in the 

microwells as it is after cell isolation on the developed disk. 
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１．研究開始当初の背景 

老化に伴う癌や種々の感染症のように後
天的な疾患のほとんどは、生体を構成する細
胞集団の全細胞が病変するのではなく、数万
細胞に 1個以下と極めて僅かな細胞のみが変
性することによって引き起こされる。そのた
め、癌や感染症等の各種疾患の早期発見には、
病変細胞 1個に生じた変化が大多数の正常細
胞の情報に埋没されるため、あらかじめ単一

細胞レベルに分画して個々の細胞ごとに生
じた変化を知る手法が重要である。現在、セ
ルソーターによって細胞を個々に分画して
いるが、大型かつ高額な装置であることから
現場での簡便な分析が困難であるため、発症
前診断や早期発見の用途には適していない。 
そこで、安価で簡便かつ現場での利用を目

指して、セルソーターをマイクロデバイス化
する研究が、この数年多くの研究者により報
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告されている。しかし、これらはセルソータ
ーの原理はそのままに、標識細胞を振り分け
る分取機構のみを微小化する研究がほとん
どであり、セルソーターに不可欠な細胞を一
列に並べるための流体制御として、複数のポ
ンプやコンプレッサー、バルブ等の周辺装置
が利用され、装置全体としての小型化には至
っていない。さらに、既存のセルソーターに
比べ分取速度が遅く（最速でも毎秒十個以
下）、正確性を維持したまま流速を高速化で
きないことから処理能力が著しく低く実用
化にはまだ多くの課題が残っている。 

一方、提案者らはこれまで、細胞懸濁液を、
大規模集積化したマイクロウェルのアレイ
中に封入することで微小空間ごとに細分化
し、極めて簡便に多数の細胞を同時に単離し、
さらにＰＣＲ法により遺伝子増幅する手法
を開発してきた（図１）。半導体微細加工に
より血球細胞と同サイズの 4万個のマイクロ
ウェルを 2 cm 角の基板上に二次元で周期的
に集積化したアレイを作製し、アレイ全体を
覆うように細胞懸濁液を滴下後、1 枚のガラ
スプレートにより全てのマイクロウェルを
カバーすることで、ポアソン分布に則って同
時に千個以上の細胞の単離が可能である。し
かし、マイクロウェルに入りきらなかった大
部分の液量が失われる手法であるために、細
胞の単離について低い収率が問題であった。 

 
図１．マイクロウェルアレイによる微小分割
を用いた細胞単離のイメージ 
 

２．研究の目的 

そこで本研究では、微小流路により全ての
マイクロウェルを連結し、逐次、細胞懸濁液
を分配していく構造とし、特に最後の 1滴ま
でとなる極微量の溶液量であっても送液可
能な遠心力を利用することで、試料中に含ま

れる細胞を高い収率で単離できるディスク
型のマイクロデバイスを開発する。また、
個々に単離された細胞のアッセイには、変異
配列等の標的遺伝子を高い選択性で検出で
きるリアルタイムＰＣＲ法を利用すること
とし、開発するディスク上で単離後、そのま
まマイクロウェル中でＰＣＲすることで、
個々のマイクロウェルの蛍光強度変化から
標的遺伝子を有する細胞の定量法の確立を
目指す。 

 

３．研究の方法 

（1）細胞単離用マイクロウェル集積化ディ
スクの開発 

図２に示すような、ディスク中央から外周
部に向かって螺旋状もしくはジグザグ状に
形成した微小流路に沿って、ポケット型のマ
イクロウェルを多数個、周期的に外周側に配
置させた構造のマイクロウェルアレイを設
計・製作し、中心側の流路末端から導入した
細胞懸濁液が正確に測りとられてながら分
配されていく条件を検討する。特に微小分割
において細胞を単離する場合、その分配はポ
アソン分布に従うため、細胞懸濁液に含まれ
る細胞が全てのウェルに均等に分配される
ためには、微小流路の上流と下流にて細胞の
濃度が一定でなければならない。つまり、上
流側で細胞だけがトラップされる様なマイ
クロウェル及び微小流路の形状ではなく、流
れの中にデッドボリュームが一切なく、上流
から下流まで細胞がスムーズに流れた後、流
れの終焉側からポケット状のマイクロウェ
ルに細胞懸濁液が“ちぎり取られる”構造で
なければならない。そのため、細胞懸濁液の
粘性や流路表面との接触角を考慮したデザ
インや材質の最適化を図る。なお、多数の細
胞を１枚のディスクで同時に単離出来る処
理能力は、マイクロウェルの集積度が高いほ
ど良い。そのため、実用的な直径 4インチサ
イズのディスクを用いて数千個以上集積化
できる構造についても同時に検討し、単離さ

れる細胞数が最大となる構造を検討する。 
 
図２．ディスク上流路に沿いマイクロウェル
を集積化したディスクイメージ 



 

 

また、細胞単離後に連続してＰＣＲを行う
ためには、マイクロウェルに分配された微量
の溶液が、ＰＣＲに必要な 95℃までの加熱に
よって蒸散してはならない。そのため、細胞
懸濁液を分注後、オイルやフッ素系溶媒等に
より、マイクロウェル以外の微小流路の空間
のみを充填できるかについて検討し、30サイ
クルのサーマルサイクル後も溶液を維持で
きるかどうか検討する。 

 

（2）マイクロウェル集積化ディスクを用い
たリアルタイムＰＣＲの検討 

開発した流路構造を用いて、ＰＣＲ溶液に
希釈した細胞懸濁液を遠心力で分注し、マイ
クロウェルに細胞を単離後、リアルタイムＰ
ＣＲによる遺伝子増幅を検討する。ＰＣＲは、
プレートのＰＣＲが可能な既存の in-situ Ｐ
ＣＲ用サーマルサイクラーを利用し正確な
温度制御を実現する。 

リアルタイムＰＣＲのモデルとしては、ま
ずヒトＴリンパ腫細胞である Jurkat cell の
18S rDNAを標的遺伝子とし、市販のリアル
タイムＰＣＲキットによる蛍光強度変化を、
蛍光顕微鏡及び蛍光イメージスキャナーに
より計測することで、ＰＣＲの成否を確認す
る。Jurkat cellは培養が容易な浮遊細胞であ
り、また、18S rDNAは細胞中に多数存在す
る遺伝子であるから、一細胞からでも増幅が
容易な標的遺伝子であるため、細胞単離から
リアルタイムＰＣＲまでの条件検討のモデ
ルに最適である。これにより、マイクロウェ
ル集積化ディスク上で単離された細胞数と、
リアルタイムＰＣＲ後の蛍光増幅したマイ
クロウェル数が同じであることを確認し、単
一細胞からのＰＣＲについて検証を行う。 

 

４．研究成果 

（1）細胞単離用マイクロウェル集積化ディ
スクの開発 

微小分割を用いた細胞単離の条件検討の
ため、図２に示すディスク中央から外周部に
向かってジグザグ状に形成した微小流路に
沿って、400 µm幅、300 µm深さのマイクロ
ウェルを約 2,700個、周期的に外周側に配置
させた構造のマイクロウェルアレイを設計
した。まず、流路デザインに合わせフォトマ
スクを作製し、それを用いてフォトレジスト
パターンを 4インチのシリコンウエハー上に
造影後、ＢＯＳＣＨプロセスにより流路を形
成し、同サイズで流路の両端位置にサンドブ
ラストにより貫通孔を設けたパイレックス
ガラスを陽極接合によりカバーすることで、
図３に示すマイクロウェルアレイ集積化デ
ィスクを作製した（図３）。また、ディスク
の材質の検討を図り、シリコン／ガラス系と
樹脂系の 2種類のディスクを開発し、比較検
討を行ったところ、樹脂系材料を利用した場

合には、物理的吸着やぬれ性に依存する溶液
の残存が確認され、細胞単離に利用するには
改良が必要であることが判明した。 

 
図３ 作製したシリコン／ガラス製マイク
ロウェル集積化ディスク 
 
作製したマイクロウェル集積化ディスク

を用いて、ＰＣＲに必要なサーマルサイクル
を経ても、溶液を各マイクロウェルに維持で
きるかについて検討を行った。ＰＣＲ溶液を
ディスク中心側の入口から注入し、遠心力に
より各マイクロウェルに分注後、流路両端を
接着剤により封入した。そのままディスク全
体に対して 30 サイクルのサーマルサイクル
を行ったところ、図４に示すとおり、溶液は
各マイクロウェル中に維持されており、かつ
蒸発による液のロスもほとんど見られない
ことから、作製したマイクロウェル集積化デ
ィスクのデザインにおいて、流路中の蒸気圧
を維持し、試料溶液の蒸散を防げることが確
認された。 

 

図４ サーマルサイクル後の溶液の様子 
 

微小分割において細胞を単離する場合、そ
の分配はポアソン分布に従うため、細胞懸濁
液に含まれる細胞が全てのマイクロウェル
に均等に分配されるためには、微小流路の上
流と下流にて細胞の濃度が一定でなければ
ならない。そのため、マイクロウェルの形状
を楕円形状とすることにより、上流から下流
まで細胞がスムーズに流れることにより、上
流側で細胞が過剰にトラップされず、一定の



 

 

密度で流路出口まで流れる細胞単離に最適
なデザインを実現した。これにより、サルモ
ネラ菌について、遠心制御のみで多数の細胞
を同時に単離出来ることを顕微鏡観察によ
り確認するとともに、その分布がポアソン分
布に従うことを確認した（図５）。 

 

図５ マイクロウェル集積化ディスクによ
る S. enterica単離の結果 

 

（2）マイクロウェル集積化ディスクを用い
たリアルタイムＰＣＲの検討 

マイクロウェル集積化ディスク上で細胞
懸濁液を単離後、そのままリアルタイムＰＣ
Ｒ法を利用することにより、個々のマイクロ
ウェルの蛍光強度変化から標的遺伝子を有
する細胞を定量可能かについて検討を行っ
た。実際に、ヒトＴリンパ腫細胞である
Jurkat cellを、ＰＣＲ溶液と混合後、マイク
ロウェル集積化ディスクにより単離したと
ころ、ポアソン分布に従ってマイクロウェル
中に分配され、遠心力のみで簡便に単離が可
能であった。さらに、18S rDNA遺伝子を標
的としたリアルタイムＰＣＲによる蛍光強
度変化を、蛍光顕微鏡や蛍光イメージスキャ
ナーにより計測したところ、一部のマイクロ
ウェルにおいて蛍光が増幅されることが確
認された（図６）。さらに、マイクロウェル
集積化ディスク上で単離された細胞数と、リ
アルタイムＰＣＲ後の蛍光増幅したマイク
ロウェル数が同じポアソン分布に従うこと
を確認し、単一細胞からＰＣＲされたことが

明らかとなった。 

 

図６ 一細胞ＰＣＲにおける濃度の比較 
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