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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトの細胞（体積：数pL）と同程度の大きさを有するピコリットル空間内に、
ヒトの細胞から単離した核を単一核レベルで封入し、転写されて核外へ輸送されてくるメッセンジャーRNA(mRNA)を100
分子レベルで高精度にカウンティングできる新しいマイクロデバイスと解析法を確立した。これにより、これまで発現
量が極めて低く見落とされていたmRNAも高精度な定量が可能となるため、超早期に細胞の分化やがん化などの検出が可
能となることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this research, a microchamber array device was designed to capture a single 
cell, lyse a cell membrane, and isolate a single cell nucleus, and then mRNA in a single cell nucleus 
were directly quantitated by using highly sensitive In-Stem Molecular Beacons (ISMB). As a result, the 
expression of three frequently used house-keeping genes were successfully quantitated to an accuracy of 
100 molecules within a single cell nucleus.

研究分野：ナノバイオテクノロジー
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１．研究開始当初の背景 

全く同じゲノム情報を有する細胞でも、そ
の遺伝子発現過程（DNA→mRNA→タンパク
質）は確率論的に起こるため、細胞内で発現
する mRNA やタンパク質の量は細胞ごとに
異なる。この遺伝子発現量、特に mRNA転写
量は、cDNAマイクロアレイや定量 PCRなど
により定量されてきたが、検出感度の問題か
ら、mRNAを増幅する作業が必要不可欠であ
った。この増幅過程は、塩基配列依存的な増
幅バイアス（増幅率の偏り）を伴うことが知
られており、正確な mRNA 転写量を反映して
いないという問題があった。昨年、検出感度
の問題をマイクロデバイスを用いて克服し
た、単一細胞（大腸菌）からの網羅的定量ト
ランスクリプトーム・プロテオーム解析が報
告されたが、mRNAの定量に関しては古典的
な FISH 法を用いており、低発現の mRNAも
正確に定量が出来たとは言い難い。このよう
に低発現の mRNA 定量法にはまだまだ問題
があるため、早急な解決策が求められている。
低発現の mRNAを高精度に検出できれば、生
命機能の解明のみならず、幹細胞の分化や細
胞のがん化、さらには疾病の発症を超早期に
検出できる可能性があるため、世界中から大
きな関心を集めており、医学・薬学分野、さ
らには解析に必要な試薬やデバイス開発の
観点から生化学や分子生物学、工学分野でも
熾烈な研究開発が進められている。 

研究代表者はこれまでに、化学・生化学分
析において半導体分野で培われてきた超微
細加工技術をいち早く導入することで、従来
の μTAS(micro Total Analysis Systems)による
DNA 解析法にナノパーティクルやナノ構造
体を応用した新しい DNA 分離法を確立して
きた。このナノ構造体を DNA 分離媒体とし
て用いた研究においては、従来の高分子を用
いる方法では困難であった長鎖 DNA の高速
分離を可能としただけでなく、分離原理をナ
ノ構造体の形状で制御できることを DNA の
１分子ダイナミクスに基づいて明らかとし
た。また、ナノ空間では水の物性がバルク中
とは異なり、直径 1 µm 以下の精密に制御し
たナノ空間を利用することでタンパク質の
活性を制御できるなど、従来法とは原理が異
なる革新的な分析がナノバイオ技術により
可能であることを実証してきた。さらに最近
では、ナノ材料を用いた in vivo イメージング
法など、超微細加工技術と１分子可視化技術
を巧みに組み合わせた分析技術の開発を行
ってきた。このような研究を通して、超微細
加工技術で作製できるナノ空間場が、細胞の
大きさ（~10-12 L）はもちろんのこと、ミトコ
ンドリアのような細胞内オルガネラ（~10-18 

L）と同程度のサイズであることに着想を得
て、このナノ空間を擬似的な核や細胞として
使うことはできないかと考えるようになっ
た。研究代表者の１分子可視化技術を用いれ
ば、蛍光分子１分子のリアルタイム検出も可
能であることから、ひとつの核から転写され

るmRNAを 1分子レベルでカウンティングす
る方法論を確立することができる。また、作
製するマイクロデバイスは完全に孤立した
閉鎖空間を有するため、これまでの単一細胞
解析で生じていた細胞間相互作用を完全に
無視して考えることができる。また、化学
的・物理的外部刺激が自在に加えられたり、
デバイスのまま MALDI-TOF-MS 解析に供せ
るなど、高精度な定性・定量分析法が構築で
きると考えた。 

２．研究の目的 

１分子 mRNA カウンティングを実現する
ためには、（１）細胞内環境を再現したマイ
クロデバイスの構築、（２）１分子 mRNA の
可視化技術、（３）取得データの評価法、が
鍵となる。これまでの生細胞を対象とした
mRNAの定量においては、外部から蛍光プロ
ーブ（蛍光タグ付きオリゴヌクレオチド）を
加える必要があったため、細胞を殺す（FISH

法）もしくは大きなダメージを与える（マイ
クロインジェクション）という問題点があっ
た。そこで本研究では、核のみを単離した後、
マイクロチャンバー内に閉じ込めて、細胞と
しては機能を失っている（死）が、細胞内の
生化学反応は継続している（生）実験系が作
り出せることを実証することを目的とした。
また、マイクロチャンバーを用いることで生
成される蛍光シグナルの検出感度（S/N）が
向上することから、mRNA の蛍光ラベル化法
の最適化により、１分子レベルでのカウンテ
ィングを高精度かつ長時間にわたって可能
とする技術を確立し、さらに得られたデータ
の評価法を確立することで、これまでの解析
では不可能であった、細胞内で数コピーしか
発現していないような mRNAの発現を、経時
的に定量評価できる解析法を実現すること
を最終目的とした。 

３．研究の方法 

本研究目的を達成するために、初年度は
（１）壁面への吸着を抑制するマイクロチャ
ンバーのコーティング法、（２）核のマイク
ロチャンバーへの封入法と細胞内環境の再
現のために必要とされるデバイスの構築、を
進めることとした。次年度は、低発現 mRNA

を経時的に定量するために、（３）１分子
mRNAの定量的可視化法、（４）１分子 mRNA

の経時的可視化法、といった可視化技術を検
討を進めることとした。最終年度は、これま
で構築してきた実験系を用いたデータ取得
とその解析・評価を行い、必要なデータマイ
ニング法を構築することで、１分子 mRNAカ
ウンティング法を確立することとした。 

４．研究成果 

（１）マイクロチャンバーへの単一細胞の導
入 

細胞懸濁液をデバイスに滴下することで
単一細胞、単一細胞核を封入する手法を確立
した。マイクロチャンバーデバイスは、シク
ロオレフィンポリマー (Cycloorefinpolymer, 

COP)基板に反応性イオンエッチングによっ



て直径 20 µm、深さ 30 µmの円筒形のチャン
バーを作製した。このマイクロチャンバーデ
バイスに O2 プラズマを照射して表面を親水
化し、PBS に浸漬して超音波洗浄を行った。
その後、PBS に懸濁した HeLa 細胞の PBS懸
濁液（1.0×106個/mL）を滴下し、15分間静置
することによって細胞をデバイス表面に沈
降させた。その後チャンバー外の細胞を PBS

によって洗い流した。マイクロチャンバーデ
バイスの表面を親水処理することで細胞懸
濁液をデバイス全体に均一に滴下すること
が出来るようになった。チャンバーの直径が
細胞の大きさ（直径約 15 µm）同程度の大き
さのため、チャンバー内には単一細胞が導入
された。また、チャンバーの深さが 30 µmで
あるために洗浄の際に細胞が洗い流されず
チャンバー内部にとどまった。このようにし
てマイクロチャンバー内部に単一細胞が導
入された。本手法を用いて、全マイクロチャ
ンバーの 70%に単一細胞を導入することに
成功した。単一細胞が導入されたマイクロチ
ャンバーデバイスを共焦点顕微鏡によって
観察した。一視野中には 1458 個のチャンバ
ーが存在しており、導入した細胞の細胞核を
SYTO16 によって染色した。チャンバー領域
内部の蛍光強度からヒストグラムを作製し、
全チャンバーの約 70%に細胞が導入されて
いることがわかった。また、明視野像から複
数の細胞が導入されているチャンバーは全
体の約 5%であることもわかった。 

（２）マイクロチャンバー内部への単一細胞
核の封入 

マイクロチャンバー内部において細胞か
ら細胞核の抽出を行うことによって約 35%

のチャンバー内部に単一細胞核を封入する
ことに成功した。前述の手法で単一細胞をマ
イクロチャンバー内部に導入し、細胞核抽出
液を滴下し 10 分間静置した。その後、PBS

によってデバイスを 2回洗浄することによっ
てチャンバー内部に細胞核を封入した。細胞
膜を FM1-34、細胞核を SYTO16 でそれぞれ
染色し、共焦点顕微鏡によって観察した。ま
た、細胞核抽出液導入後の蛍光像がそれぞれ
図 3c と 3dである。細胞核抽出溶液導入前で
は細胞膜由来の蛍光と細胞核由来の蛍光が
確認でき細胞の形状が保たれていることが
わかった。細胞核抽出液導入後は細胞核由来
の蛍光は残存しているが細胞膜由来の蛍光
が消失している。このことから、細胞核抽出
液によって細胞膜が消失したが、細胞核は残
存しており、チャンバー内部での細胞核の抽
出に成功したと言える。またチャンバー内部
の細胞核由来の蛍光強度からヒストグラム
を作成した。この結果から、35%のマイクロ
チャンバーに単一の細胞核が封入されてい
ることがわかった。細胞導入率が 70%である
のに対し、細胞核として残存した細胞核が
35%である理由としては、細胞核抽出液を含
め溶液の交換を 3回行っていること、細胞核
は 10 µmほどの大きさであり、溶液交換の際

に流出したことが考えられる。また、細胞核
の封入率が 35%であることについて、低倍率
観察におけるの一視野には 1458 個のチャン
バーが存在しており、約 500 個の細胞核を同
時に観察できるという点から十分な残存率
であると言える。 

（３）単一細胞核由来 mRNAの検出 

本研究では、マイクロチャンバー内部に封
入した細胞核に含まれる mRNA検出、定量す
るために、蛍光を利用したモレキュラービー
コン法を用いた。モレキュラービーコンは
mRNA などの核酸を標識する際に用いられ
る 20～30塩基ほどの小さな一本鎖DNAに蛍
光分子と消光分子を修飾し、分子が二次構造
をとるとき消光分子により蛍光分子が消光
されるよう設計されたものである。このモレ
キュラービーコンが目的の配列にハイブリ
ダイズしたときに分子の二次構造が解かれ、
蛍光が復活する。これを検出することで目的
の配列の検出、定量を行うことが出来る。本
研究で用いたモレキュラービーコンは一般
的なモレキュラービーコンと比べて消光効
率が高く、シグナルノイズ比（S/N 比）が高
くなっている。 

10 nM のモレキュラービーコン溶液を用い
ることで、マイクロチャンバー内部における
細胞核由来 mRNA を検出することに成功し
た。細胞核抽出溶液を導入し洗浄した後に、
それぞれ 100 nM、10 nM、1 nM に調製した
モレキュラービーコン溶液 100 µL をデバイ
スに滴下し、カバーガラスをかぶせ共焦点顕
微鏡にて観察した。細胞核が導入されている
かどうかを明視野像から判別し、それぞれの
濃度においてチャンバー領域の蛍光強度か
らヒストグラムを作成した。この結果から、
100 nM おいては、細胞核が導入されたチャン
バーと導入されていないチャンバーの蛍光
強度のピークが分離できておらず、細胞核由
来の mRNA を検出できたとは言い難い。10 

nM においては蛍光強度のピークが分離され
ており、細胞核内の mRNA を検出できたと言
える。1 nM においては細胞核が導入されてい
るチャンバーと導入されていないチャンバ
ーの蛍光強度に差が見られず、mRNA検出を
行うことが出来なかった。10 nM において
mRNA検出が可能であることがわかった。 

（４）単一細胞核内 mRNAの定量 

チャンバー内部の蛍光強度とモレキュラ
ービーコンの分子数の関係から検量線を作
成し細胞核内の数百から数千分子の mRNA

を定量することに成功した。マイクロチャン
バー内部にモレキュラービーコンと対応し
た配列を持つカスタムオリゴを導入した。導
入したモレキュラービーコン溶液の濃度か
らチャンバー内部のモレキュラービーコン
の分子数を算出し、チャンバー内部の蛍光強
度と比較することでチャンバー内部の
mRNA分子数を定量した。モレキュラービー
コンと対応したカスタムオリゴを混合した
溶液（以下蛍光溶液とする）をそれぞれ 10 nM、



5 nM、1 nM の濃度において蛍光強度を測定
し、検量線を作成した。また、マイクロチャ
ンバーデバイス内部の細胞核に対してモレ
キュラービーコンを導入し、細胞核から得ら
れる蛍光強度より細胞核内部の mRNA を定
量した。細胞核内部に存在する GAPDH の
mRNA の分子数は数千分子程度であること
から細胞核内部の mRNA を定量することに
成功したといえる。 
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