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研究成果の概要（和文）：T字ジャンクション構造のマイクロチャンネル・２つの入口リザーバ・１つの出口リザーバ
を有するポリジメチルシロキサン(PDMS)製のマイクロ流体チップを減圧下で脱気し、その後大気圧下に戻し、一方の入
口リザーバに油相、もう一方の入口リザーバに水相を加えることにより、単分散性の高い油中水滴を自動的に調製する
新技術を開発した。生成した油中水滴に単一DNA分子とPCR試薬を内包させPCR増幅を行い、蛍光を示す油中水滴の割合
を計数したところ、ポアソン分布から予測される割合と良好な一致を示した。以上のように、PDMSマイクロ流体チップ
を利用した新たなドロップレットデジタルPCRプラットフォームが確立された。

研究成果の概要（英文）：A fully autonomous method of preparing highly monodispersed water-in-oil droplets 
with a low sample dead volume was realized using an air-evacuated poly(dimethylsiloxane) (PDMS) 
microfluidic chip possessing a simple T-junction channel geometry with two inlet reservoirs for oil and 
water to be loaded and one outlet reservoir for the collection of generated droplets. Autonomous 
transport of oil and water phases in the channel was realized by permeation of air confined inside the 
outlet reservoir into the degassed PDMS. The only operation required for droplet preparation was simple 
pipetting of oil and aqueous solutions into the inlet reservoirs. It was verified that the resultant 
droplets could serve as microreactors for digital polymerase chain reactions.

研究分野： 分析化学

キーワード： 単分散油中水滴の自動調製　単一DNA分子の検出　変異DNAの絶対的定量

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
一塩基置換を迅速かつ高感度に検出する

ことは、遺伝子診断において重要な研究課題
である。しかし、サンプル中の「変異型/正常
型」を選別することなく PCR 増幅を開始す
る従来の DNA 変異検出法では、圧倒的多数
を占める正常型 DNA により必然的に検査結
果にあいまいさが内包されてしまう。また、
変異型 DNA の存在比率が極端に低い場合で
は検出不能となる。 

このような問題を解決する手法として、油
中に分散した水滴を微小反応容器として用
いるドロップレットデジタル PCR (ddPCR) 
が、新規核酸解析法として近年注目を集めて
いる①)。単分散性の高い液滴を高速で調製す
るために、マイクロ流体液滴ジェネレータが、
ddPCR プラットフォームでこれまで用いら
れてきた。しかしながら、現在までに報告さ
れている液滴ジェネレータは、外部ポンプを
使ってマイクロ流体チップへと送液を行う
ため、大きくて扱いにくく高価であった。ま
た、ポンプとマイクロ流体チップとの接続が
必須であるため、サンプルのデッドボリュー
ムが必然的に大きくなることが問題とされ
てきた。研究開始当初、これらの問題を解決
するための新たな技術開発が求められてい
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ポリジメチルシロキサン 

(PDMS) 製のマイクロ流体チップの高いガ
ス溶解性を利用した自律的マイクロ流体送
液法②)を適用することにより、外部ポンプを
必要とせず、デッドボリュームも伴わないハ
ンズフリーな単分散液滴ジェネレータの開
発を目的として研究に取り組んだ。また、本
ジェネレータの基本性能を評価するととも
に、生成した液滴が ddPCR の微小反応容器
として機能するか検証した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、K-ras 遺伝子のエクソン 1 

(c12.2) における DNA点突然変異の検出をモ
デルケースとし、Cycleave PCR③)を液滴内で
行った。変異型 DNA を用いた試料 (Pos. 
Cntrl.)、正常型 DNA を用いた試料 (Neg. 
Cntrl.)、およびテンプレート DNA を含まな
い試料 (Blank Cntrl.) をそれぞれ用意した。
なお、この反応に用いるプローブは、蛍光共
鳴エネルギー移動応答特性が付与された
DNA/RNA キメラプローブであり、標的とする
変異アレルに対してのみ蛍光を発するよう
に設計されている。水相としての各反応溶液
は、全量 25 μL となるよう調製し、そのう
ち 20 μL を用いた。また、既報の論文④)を参
考にし、油相には界面活性剤 (2.0 v/v% ABIL 
EM 90, 0.05 v/v% Triton X-100) を溶解さ
せたミネラルオイル 60 μL を用いた。 

二つの入口リザーバと出口リザーバ、およ
び T 字ジャンクションを有する PDMS 製のマ

イクロ流体チップを新規にデザインし使用
した。カバーガラスを用いて出口リザーバを
シールした状態でデシケータの中に入れ、真
空ポンプを用いて 90 分間脱気を行った。そ
の後、マイクロ流体チップをデシケータから
取り出し、二つの入口リザーバに上記の油相
および水相をそれぞれ加えた。 
注入された油相および水相は、自律的に出

口リザーバへと輸送され、T 字ジャンクショ
ンにおいて油中水滴が生成した (図 1)。高速
度カメラを備えた顕微鏡システムを用いて T
字ジャンクション付近を撮影し、液滴の生成
速度および粒径の経時変化を測定した。同様
の実験を複数回行い、本法の再現性を検討し
た。 
生成した液滴を回収し反応チューブ内へ

導入した。このチューブを 95℃で 10 秒間保
持した後、95℃で 5 秒間、66℃で 10 秒間、
さらに 72℃で 20 秒間保持する温度サイクル
を35回繰り返すことでCycleave PCRを行い、
最後に 4℃に冷却し反応を終了させた。反応
させた液滴をガラス板に滴下し、落射型蛍光
顕微鏡を用いて液滴の蛍光画像を撮影した。
最後に、液滴の蛍光強度の分布を示すヒスト
グラムを作成した。 
 

４．研究成果 
(1) マイクロ流体チップの基本性能 
マイクロ流路の T字ジャンクションで液滴

が生成し始めた瞬間を 0 分とし、それ以降 2
分毎に液滴の生成速度を観測し、生成速度の
経時変化を示す生成速度曲線を作成した 
(図 2 (A)，実線)。さらに、この生成速度曲
線を時間積分することにより液滴の総生成
数を見積った (図 2 (A)，破線)。なお、陰影
がかけられた領域は、同様の実験を 7回繰り
返した際の標準誤差を表している。図 2 (A) 
の実線に示される通り、生成速度は生成開始
からおよそ 40 分後に最大 (ca. 10 Hz) とな
った後、なだらかに低下していった。しかし、
このような生成速度の変化にも関わらず、液

(A)

(B)

図１. T字ジャンクション付近における水相
プラグフローの生成(A)とチャンネル拡張部
における液滴生成(B)の様子を示す顕微鏡画
像．スケールバー，250 μm． 



滴の粒径は生成開始から終了まで約 90 μm
でほぼ一定であり、標準誤差は各測定時間に
おける平均粒径の 3％以内であった (図 2 
(B))。このように、本法によって単分散性の
高い油中水滴を再現性よく自律的に生成さ
せられることが実証された。 
 
(2) 液滴内における一分子からの PCR 反応 

前述の Blank Cntrl.、 Neg. Cntrl. およ
び Pos. Cntrl.サンプル溶液をそれぞれ水相
に用いて液滴を調製し、PCR 終了後、各々の
サンプルに対し 1000 個以上の液滴の蛍光強
度を測定しヒストグラムを作成した (図 3 
(A)−(C))。テンプレート DNA を含まない場合
では、キメラプローブがクリーブされず、蛍
光は観察されないと予想されるが、図 3 (A) 
に示されるとおり、一部の液滴 (1.0%) が蛍
光を示していることがわかる。これは、液滴
に含まれるプライマー同士の非特異的な増
幅物に対してプローブのクリーブが起きた
ためであると考えられる。非相補的なテンプ
レート DNA を用いた場合では (図 3 (B))、各
液滴内に平均 100 個ものテンプレート DNA 分
子が含まれているにも関わらず、閾値以上の
蛍光強度を示す液滴が全く観察されなかっ
たことからも Blankサンプルにおける非特異
的増幅物の生成が裏付けられる。液滴数に対
して変異型 DNA 分子の数を 10%とした場合で

は (図 3 (C))、蛍光強度解析した液滴の
10.1%の液滴が閾値以上の蛍光強度を示して
おり、ポアソン分布から予想される割合 
(9.5%) とほぼ一致した。この結果より、液
滴内で一分子からの PCR増幅が成功したと結
論付けることができる。 
 

(3) 総括 
本研究において、ddPCR における微小反応

容器としての単分散性油中水滴の新たな作
製法を開発した。具体的には、脱気した PDMS
製マイクロ流体チップの２つの入口リザー
バーにそれぞれ油相と水相を添加するだけ
で、油中水滴を自律的に生成させる手法を確

(A) 

(B) 

図２. (A)液滴生成速度と総生成数の経時変
化．実線は生成速度の平均値を示し、破線は
生成速度を時間積分して計算した総生成数の
平均値を示す（n = 7）．図中の陰影は標準誤
差を示す．(B)平均粒径の経時変化．図中の陰
影は標準誤差を示す（n = 7）． 

(A)

(B)

(C)

図 3. 無作為に抽出されたおよそ 1000 個の
液滴の蛍光強度のヒストグラム．(A) Blank
Cntrl.（テンプレート DNA 無し），(B) Neg. 
Cntrl.（正常型 DNA），(C) Pos. Cntrl. (変
異型 DNA)．図中には、液滴１個当たりに含ま
れるテンプレート DNA 分子の平均個数(λ)と
解析された液滴数(n)が示されている．蛍光信
号オン/オフの閾値は、相対蛍光強度 250 に設
定した．また、各図中には解析された液滴群
における蛍光信号オンの液滴の割合が百分率
で示されている． 



立した。また、本法により調製された液滴を
用い、ddPCR アッセイを実行することに成功
した。以上のように、本研究により、油中水
滴を利用した一分子からのバイオ分析法が
確立された。 
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