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研究成果の概要（和文）：開発したマイクロ流体システムが非常に高い再現性(およそ97%, n>120)で1細胞の配
置および電気穿孔を実施できることを示した．流体トラップ構造は細胞の捕獲に加えて電流経路の限定により局
所的に電場を集中できるため，結果的に一様電場を用いる場合と比較して印可電圧を1/10程度にまで低減でき
た.流体トラップの隙間と核膜に与えられる電場強度について系統的に解析を行い，それらを関係付ける近似式
を開発した.
さらに，開発したマイクロ流体システムを応用して1細胞の細胞質RNAと核RNAを独立かつ並列で解析する
SINC-seq法を確立した.

研究成果の概要（英文）：We developed a microfluidic system that offered a highly reproducible 
single-cell isolation and electroporation (97%, n>120). We showed that the hydrodynamic trap 
effectively captured a single cell and focused the electric field for electroporation to reduce the 
applied voltage by ten-fold in comparison to a uniform electric field. We also developed an equation
 that estimated the magnitude of the electric field exerted on the nuclear membrane as a function of
 the distance between the hydrodynamic trap and the nuclear membrane. Furthermore, we applied our 
microfluidic system for integrated nuclear and cytoplasmic RNA-sequencing of single cells and coined
 the method SINC-seq.

研究分野： マイクロ流体工学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したマイクロ流体システムは集中電場を活用して選択的に細胞膜を穿孔し，細胞内外の物質輸送を
制御することを実現した．これを活用して，再現性の高い電気穿孔法を確立した．さらに，世界で初めて1細胞
の細胞質RNAと核RNAを独立かつ並列でシーケンス解析するSINC-seq法(1細胞RNA分画解読法)を確立した．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
電気穿孔法とは,細胞に対して電場を印可することで,細胞膜に可逆的な穿孔を空け,非膜透過性
の外来分子（特にプラスミド等の遺伝子）を細胞内部に導入する技術である.従来のバルク電気
穿孔法では,細胞懸濁液に対して一様電場を印可して実施する.そのため,穿孔を決定づける細胞
膜の膜電位が，細胞の大きさあるいは電場と細胞の方位関係に依存する．また,電気穿孔法は化
学的手法やウィルスベクタを用いた方法と比較して一般に遺伝子の導入効率が低い.一方,細胞
よりも微細なオリフィス（孔）構造を用いるナノ・マイクロ電気穿孔法(Hakamada, Shintaku 
et al. J Biosci Bioeng 2013)が近年注目を集めている.本方法では絶縁体中に形成したオリフィ
ス部に細胞を固定し,オリフィスを介してパルス電圧を印可する.このとき,細胞とオリフィスの
電気的接合が完全である場合，印可電圧と膜電位の上昇が一致し，膜電位は細胞の大きさ，あ
るいはその方位に依存しない.結果として，従来の電気穿孔法と比較して物質導入効率が高いと
の報告（Kurosawa et al. Measure Sci Technol 2006, Valero Lab Chip 2008）がある.また，近
年ではオリフィスの大きさをナノスケールにまで減少させると（ナノ電気穿孔法），分子の電気
泳動を利用した高精度の物質導入を行えるという興味深い報告もある (Boukany Nat 
Nanotech 2011).さらに，マイクロスケールのオリフィスを用いた場合において，電気穿孔から
遺伝子発現までの時間が通常よりも短いことから，遺伝子が電気泳動により核へ直接導入され
ている可能性も示唆されており（Kurosawa, Proc Micro TAS 2009）,従来方法で実現できない
特徴的な遺伝子導入法の確立が期待される． 
 しかし，実用上重要であるプラスミド等比較的大きな生体高分子の輸送ダイナミクスについ
て，可視化により直接評価した研究例はほとんどなく，マイクロ・ナノ電気穿孔におけるその
詳細流動については未だ不明な点が多い.比較的大きな生体高分子は蛍光物質等と本質的に異
なり，電気泳動により細胞内部へ導入されないことがバルク電気穿孔法において報告されてい
る (例えば Escoffre et al. Mol Biotechnol 2009)．このことと先行研究の報告から，オリフィス
の形成する集中電場を利導することにより初めて電気泳動を利用した遺伝子導入が可能になる
と考えられる．しかし我々の知る限り，本可能性を裏付ける流動現象そのものを捉えた報告例
は無い．そこで本研究では，我々が開発してきたマイクロ・ナノスケールの流動可視化技術を
応用し，マイクロ・ナノ電気穿孔法における生体高分子輸送現象の詳細を明らかにすると共に，
積極的に核への直接的遺伝子導入を可能にする電気穿孔法を開発する． 
２．研究の目的 
 本研究は細胞のマイクロ・ナノ電気穿孔法における生体高分子流動ダイナミクスを詳細に解
析し，核への直接的遺伝子導入を可能にする新しい電気穿孔法の構築を目的としている．ここ
で対象とするマイクロ・ナノ電気穿孔法は，細胞よりも小さなオリフィス構造を利用して細胞
の固定および細胞への集中電場の印可を行うものである．予備検討によりオリフィスの作り出
す集中電場が細胞膜のみならず核膜の膜電位上昇を引き起こし，核膜の分子透過性を上昇させ
る可能性がわかってきた．本研究では，本仮説を確固たるものにし，オリフィス構造の最適化
により，核への直接的遺伝子導入が実用レベルで実施可能な高効率遺伝子導入法を確立する． 
３．研究の方法 
マイクロ流体システムの開発 
 T 字型ジャンクションを有するマイクロ流路に細胞の直径よりも小さな隙間を有する流体ト
ラップ構造を設置したシステムを設計した．このシステムは左右の流路から中央の流路端に向
けて流れる圧力駆動流を活用してマイクロ流路内部に細胞を導入するとともに，左右のマイク
ロ流路を異なる溶液で満たすことができる．細胞をマイクロ流路へ導入した後，流路端のウェ
ルにおける溶液量の調整により圧力駆動流を止め，その後はウェルに挿入した電極を介した電
場制御により細胞の処理を進める． 
 本マイクロ流路は SU-8 のフォトリソグラフィと polydimethylsiloxane による転写を使った
ソフトリソグラフィで作製した．ただし，流体トラップ構造の隙間は 3 m を仕上がり寸法と
し，フォトリソグラフィ用のマスクは 2.5 m とした．また，SU-8 のパターニングでしばしば
問題になるプリントギャップに起因したパターン精度の低下を回避するために，コピーフォト
マスク上に SU-8 の構造を製作する方法を採用した．この方法を活用することでプリントギャッ
プを 0にし，高いパターン精度を達成した．  
 
細胞膜の電気穿孔と物質輸送に関する数理モデル開発 
 外部電場を印加した際に生じる膜電位の上昇およびそれに伴う物質透過性の上昇，それに引
き続く物質輸送に関して数理モデルの開発に取り組んだ．まず，手始めとして細胞膜および核
膜共にパッシブな膜とし（すなわち，物質透過性は変化しない），膜電位の上昇に関して解析解
を得た．次に，境界要素法および有限要素法それぞれを使って数値解析モデルを開発し，解析
解との比較から数値解析モデルの計算精度を検証した．次に asymptotic Smoluchowski 式に基
づくアクティブな膜モデルを導入し，集中電場下における膜電位の上昇と分子透過性について
解析した．一方，物質輸送に関しては，電気穿孔が生じる時間スケール(およそ数s)と物質輸
送の時間スケール(数 ms)に乖離があることを利用して電気穿孔の解析から得られる分子透過
性を境界条件として用いた Nernst-Planck 方程式により解析した． 
 
SINC-seq(single cell integrated nuclear and cytoplasmic RNA sequencing)法への応用 



 本研究課題を進める中で，開発したマイクロ流体システムを用いてパルス電場の代わりに数
十秒間の直流電場を加えることで，細胞膜の選択的破砕と細胞質成分の高効率抽出が可能であ
ることが分かった．この発見を活用して，1 細胞の細胞質と核を高精度に分画する方法を確立
した．さらに，1 細胞の細胞質と核を別々に回収し，それぞれに含まれる RNA 分子を次世代シ
ーケンシングにより解析する SINC-seq 法を確立した．SINC-seq 法の有用性を示すために K562
細胞を用いて実験を実施し，多数の細胞質 RNA-seq および核 RNA-seq データを取得した．また，
これらのデータから細胞質-核間における RNA 発現について詳細に解析を行った． 
 
４．研究成果 
マイクロ流体システムの開発 
 開発したマイクロ流体システムが非常に高い再現性(およそ 97%, n>120)で 1細胞の配置およ
び電気穿孔が実施できることを示した．流体トラップ構造は細胞の捕獲に加えて電流経路の限
定により局所的に電場を集中できるため，結果的に一様電場を用いる場合と比較して印可電圧
を 1/10 程度にまで低減できた.細胞を導入するウェルの構造として逆円錐型の構造を検討した
が，細胞の接着や加工精度に課題が残った．本研究期間では主に原理検証の部分に焦点を絞り，
自動化等に関する検討は将来の課題とした． 
細胞膜の電気穿孔と物質輸送に関する数理モデル開発 
流体トラップの隙間と核膜に与えられる電場強度について系統的に解析を行い，それらを関係
付ける近似式を開発した.近似式の妥当性を数値解析結果と比較することで検証し，その近似式
で精度良く電場強度を算出できる範囲を明らかにした.具体的には，隙間が細胞膜と核膜の距離
と比較して小さい場合に近似式は精度良く電場強度を予測できるのに対して，隙間が前述の距
離と同程度あるいは大きくなると予測精度が低下することがわかった.ただし，本研究が対象と
しているマイクロ・ナノ電気穿孔は流体トラップの隙間が十分に小さいという条件を通常満た
すため，近似式は本研究の対象範囲において有用であると結論づけた. 
SINC-seq(single cell integrated nuclear and cytoplasmic RNA sequencing)法への応用 
 数値解析および可視化実験から，物質導入の場合と異なり，直流電場の印加時に細胞内部で
生じる輸送現象は電気泳動支配であると分かった ．このことは例えば RNA の網羅解析等におい
ては好都合であり，抽出効率における RNA 分子の長さに依存したバイアスを生じにくいなど優
れた特徴を与えることが明らかになった(under review)． 
 細胞質 RNA-seq と核 RNA-seq のデータから，細胞周期関連遺伝子は細胞質と核間で正の相関
性を示す一方で，RNA splicing やメタボリズムに関連する遺伝子は負の相関を示すことが分か
った．また，K562 細胞を脱アセチル化阻害剤である NaB (sodium butyrate)を含む環境で培養
し，細胞のエピゲノム状態に与えた摂動が核-細胞質 RNA の発現ダイナミクスへ伝搬する様子を
SINC-seq 法により詳細に調べた．これらの成果を Genome Biology 誌に報告した(Genome Biol 
2018)．さらに，開発した SINC-seq 法の応用展開として可逆的な細胞固定法との融合や small 
RNA シーケンシングへの適用について検討し，それらの成果を国際誌 (Anal Chem 2018a, Anal 
Chem 2018b)において報告した． 
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