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５．研究・交流の目的 

本研究は組織中の１細胞ごとの遺伝子発現を高精度かつ安価に定量解析する手法

を開発することを目的とする。具体的にはスェーデン側の STRT 法に基づいて、数百～1 万

細胞中の全遺伝子についての発現解析法を開発し、日本側の cDNAライブラリ作製技術と増

幅技術に基づいて特定の遺伝子を数千～100 万細胞中の mRNA をより安価に高精度に定量す

る解析法を開発する。 

 

 

６．研究・交流の成果 

 ６－１ 研究の成果 

研究は次の２つの方向で行った。第１に単一細胞解析に利用可能な高感度な大規

模パイロシーケンサを開発した。第２に低コストで数十万個の細胞に対する単一細胞解析

を実現するためにナノポーラスメンブレン上に細胞の位置を保存して cDNAライブラリを構

築する方法を開発し、蛍光イメージによって単一細胞中の遺伝子発現量を定量する方法を

開発した。特に第２の方法についてスェーデン側との議論によって蛍光計測のためのサン

プル処理方法を議論した。 
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まず、第一の研究結果について報告する。単一細胞中の遺伝子を安価な装置で大

規模にＤＮＡシーケンシングを実現するためには、高解像度・高感度カメラを必要としな

いパイロシーケンシング技術の感度向上とパイロ用微小反応槽の高集積化が有効である。

本研究では、微小反応槽の高集積化を行うために、高感度化をすることが必要であること

から、パイロシーケンスに必要な酵素による生物発光強度を増強することが本質的な課題

であると考えた。そこで、従来技術では磁性ビーズなどの表面にパイロシーケンスに必要

な酵素を固定され、パイロシーケンスが行われており、酵素固定がビーズの内部にはでき

ないことに着目した。この酵素固定に活用できていない反応槽中の領域を有効に生物発光

に利用するために、光硬化性ゲルを酵素固定に活用し、生物発光強度の 40倍以上の増強と

Ｓ／Ｎを 20 倍改善することができた。図１にＳ／Ｎ比の改善の結果を示す。 
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図１ 光硬化性ゲルを用いた生物発光強度の増強 

 

また、この光硬化性ゲル酵素固定方式を応用して、直径 6.5μｍの微小反応槽をも

ったパイロシーケンシングを実現した。図２の(1)及び(2)に、微小反応槽アレイの顕微鏡

写真とこれに対応する化学発光像を示した。一つの反応槽が撮像素子の１ピクセルに対応

しており、撮像素子のピクセル数を最小限まで減らすことに成功した。この微小反応槽ア

レイで 100万並列のパイロシーケンサを開発し、シーケンスを行った結果を図２の(3)に示

す。グラフの縦軸は横軸に記された塩基種の試薬が導入されたときの生物発光強度を示し

ている。また、グラフの上部に計測に使用したビーズ固定 DNAシーケンスを示しているが、

これに対応した発光強度パタンを得ることができたことから、図２(3)に示されているよう

な 20塩基程度までのパイロシーケンス可能であることが確認できた。 
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次に第２の研究として、新規に提案した安価で多数細胞の遺伝子発現解析を実現

可能なデバイスおよび計測方法について報告する。図３にデバイスおよび計測方法の概略

を示す。試みた方法は平面上のポーラス（多孔質）メンブレン（アルミナ製）を用いて、

多数の細胞から mRNA を抽出し、細胞のデバイス上の位置に対応して mRNA の相補鎖である

cDNAをデバイス中で合成する。得られたポーラスメンブレンデバイス上のcDNA（これを cDNA

ライブラリアレイと呼ぶ）を計測したい遺伝子に対応するプローブを導入し蛍光計測する

ことによって、多数の細胞中の遺伝子発現量を定量する。多項目の遺伝子について定量す

るためには、保存された cDNAを繰り返し利用して定量する。 
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図３ ポーラスメンブレンを用いた cDNAライブラリアレイ法の計測法の概略図 

 

この方法を実現するためのキーとなる課題は、多孔質デバイス中での高効率な

mRNA の捕捉と逆転写反応であった。図４に両者を合わせた効率の評価のために行った定量

PCR 結果を示す。メンブレン（赤）、とスライドガラス（青）について投入 mRNA量に対して、

合成された cDNA 量を示した。反応領域が細孔（ポーラス）中であるために、cDNA合成阻害

が生じる懸念があったが、ガラスと同様ほぼ理想的な反応効率を得ることができた。また、

スライドガラスについては、十分なサンプル mRNA量があるときには高効率であるが、サン

プルが微量な場合には定量データが得られなかった。一方、ポーラスメンブレンについて

は、表面積が増大していることから微量な mRNA からの定量が確認できた。これによって、
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高効率な cDNAライブラリアレイが構築できることが分かった。 
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図４ ポーラスメンブレン cDNAライブラリ構築効率の評価 

 

次に、特定の遺伝子に対応する cDNAに対応する蛍光プローブを導入し、イメージ

ングによって cDNA量を定量する方法を試みた。図５に蛍光プローブ合成のためのプライマ

とサンプル細胞と蛍光体のすべてを含む場合のポーラスメンブレンに転写された cDNAライ

ブラリアレイの共焦点蛍光顕微鏡イメージとプライマを含まないネガティブコントロール

のイメージを示す。プライマのある場合のイメージでは細胞の形状に対応し、cDNA の量を

反映した蛍光像を得ることができた。 
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図５ ポーラスメンブレン上 cDNAライブラリの共焦点蛍光顕微鏡イメージ 

 

この方法の開発によって安価に多数の細胞に対する単一細胞レベルでの遺伝子発

現解析が可能な基本記述を構築することができた。 

 

 

 ６－２ 人的交流の成果 

特にポーラスメンブレン計測法関する議論を行い良好な cDNAライブラリに対応す

る蛍光イメージを取得できる技術を構築することができた。また、単一細胞解析技術に関

するワークショップ・シンポジウムは合計４回開催した。2011年 3月および 11月に東大お

よび早稲田大学でワークショップを、2012年の 11月には京都リサーチパークにてシンポジ

ウムを共催し、サテライトミーティングとして早稲田大学でワークショップを開催した。

これによって Linnarsson研究室の研究者のみならず、より広い単一細胞研究にかかわる研

究者と交流を深めることができた。 
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① 2011年３月のワークショップの詳細 

神原フェロー、石原教授(東大)がチェアを務める、国際ワークショップ” The 5th 

International Workshop on Approaches to Single-Cell Analysis”を、日立製作所、日

立ハイテク、独立行政法人科学技術振興機構、フリューダイム株式会社、ライフサーベイ

ヤー研究会、東京大学の共催により、3/3(木)～3/4(金)に東京大学武田先端知ビル武田ホ

ールで開催した。国内外から約 160名の第一線の研究者が参加し、3件の Plenary Lecture

と 20件の口頭発表、61件のポスターセッションが行われ、一細胞定量解析の最前線のディ

スカッションがされた。 

 

② 2011年 11月のワークショップの詳細 

神原フェロー、竹山教授（早大）が発起人となり国際ワークショップ” Workshop on 

Single-cell Analysis”をライフサーベイヤー研究会、早稲田大学先端科学・健康医療融

合研究機構（ASMeW）、独立行政法人科学技術振興機構が主催し 11/26に東京女子医科大学・

早稲田大学連携先端生命医科学研究教育施設(TWIns)にて開催した。約６０名の研究者が参

加して、単一細胞解析に技術とその応用について活発な議論が行われた。 

 

③ 2012年 11月のシンポジウムおよびワークショップの詳細 

神原フェロー、植田教授(京大)がチェアを務める国際シンポジウムを、ライフサーベイヤ

ー研究会、独立行政法人科学技術振興機構、日立などの共催・協賛により東京（11/26）と

京都（11/27-28）で開催した（※1）。国内外から約 200 名の第一線の研究者が参加し、32

件の口頭発表と 74 件のポスターセッションによる一細胞定量解析の最前線の議論が活発に

行われた。 

（※1） 

・東京（11/26）開催：The 1st Single-Cell Surveyor Symposium 

・京都（11/27-28）開催：International Joint Symposium on Single-Cell Analysis  

(The 6th International Workshop on Approaches to Single-Cell Analysis &  

The 8th International Forum on Post-Genome Technologies) 

 

 
図７ International Joint Symposium on Single-Cell Analysis(2012/11)の集合写真 
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enzymes for high-throughput DNA analysis." Anal Chem. 2011 Oct 
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