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１． 研究のねらい 

＜背景＞  

 細胞集団内のheterogeneityが世界的に注目され、１細胞解析法の開発が進んでいる。一度に

たくさん（107-9程度）の(c)DNA配列を決定できる次世代シークエンサの登場により、１細胞からの

全ゲノム増幅技術やトランスクリプトーム解析技術などが開発され、一度に 1,000 余りの細胞の

計測から、各細胞の違いが記述されてきている。 

 一方で、たくさん（104 以上程度）の細胞を対象にした１細胞定量解析をするための技術開発は

あまり進んでいない。腸内細菌叢やT細胞受容体解析などにおいてそのheterogeneityを記述す

るためには、十分な数の細胞の解析が要求される。次世代シークエンサで一度にたくさんの細

胞を解析するためには、各細胞毎に異なるタグ（シークエンサで読みだせる DNA 配列：本研究で

はバーコードと呼ぶ）を付加する必要があり、これまでは１つ１つの細胞に対して手動でタグを付

加している場合が多かった。近年に市販されている装置では 1,000 以上の細胞を解析できるよう

になってきてはいるが、本研究の対象である細菌叢解析では行われておらず、T 細胞受容体解

析においても精度の高いハイスループット計測の実現までには、まだ改良が必要である。 

＜開発技術＞ 

 本研究では、まず DNA 分子バーコード法の定量性について解析し、新機能を開発した。この技

術をさらに拡張して、多数（104 以上）の細菌を対象に、特定の遺伝子の配列を１細胞ごとに解析

できる技術を開発し、細菌の種類を高精度で同定して細菌数の正確な定量を実現した。新しい

測定法に必須な解析プログラムも開発し、システム全体をパイプライン化した。 

また、免疫システムで重要な役割を果たしているT細胞の受容体配列を解析するため、T細胞

受容体の配列をRNAから簡易に増幅できる手法を開発した。この技術は、ハイスループット計測

へ向けた基盤となる。 

＜本技術が生み出すイノベーション＞ 

 本研究の重要な点は、選んだ細胞ではなく集団内の細胞を網羅的に測る、また、１細胞の分解

能で計測しながらも全体も見る、ことである。これにより、研究者の趣向に依存しうる見落としを

なくし、それぞれの細胞による集団への寄与、細胞集団内の細胞 heterogeneity から生み出され

る細胞集団の機能発現、そしてそれらが組織、個体へ影響を与えるメカニズムの理解を目指す。

これは、heterogeneity が存在するという理解の次へ向かう、１細胞研究における重要なステップ

だと考えられる。細菌叢において高精度の細菌数定量解析の実現により、細菌叢をコントロール

する手がかりを得て、腸内細菌叢と相関が報告されている疾患などの治療に貢献できる可能性

がある。さらに、多くの T 細胞受容体を解析することで、刺激に対してどの受容体をもつ T 細胞が、

いつ、どれくらい増殖・減少するのかといった免疫システムの理解が得られ、さらには、疾患の状

態や進行、治療効果の評価にも貢献できる可能性がある。 



 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

（i）DNA 分子バーコード法の改良と新機能の開発 

細菌数の定量解析を実現するために、まず、DNA 分子バーコード法の詳細について定量

解析した。DNA 分子バーコード法は、学術界や企業において世界的に広く利用されている

が、その定量性についての解析が報告されていなかった。本研究では、どの程度の数のラン

ダム塩基を用いたらどの程度の数の分子を定量できるのかを示すことを目標とし、研究を実

施した。その結果、例えば、我々が用いた計測システムでは、104 の分子を正確に定量するた

めに 14 個のランダム塩基が必要なことが分かった。我々の研究の途中で、“index switching”

という問題が Stanford 大学の研究者らにより報告されたが(*)、我々は、分子バーコードを適

切に利用することでこの問題を解決し、その方法も含めて論文で報告した（成果リストの論文

発表１、特許出願 3）。 

*https://www.biorxiv.org/content/early/2017/04/09/125724 

 

（ii）新規腸内細菌叢解析の開発 

 16S rRNA の部分配列を対象にした新規細菌叢解析法を開発した。既知の細菌を用いて計

測システムを評価し、１度に多くの細菌を定量できることを示した。マウスの腸内細菌叢を解

析し、再現性の高い結果を得た（投稿準備中）。 

 

（iii）5’端の配列に依存しない RNA 配列簡易的増幅法の開発 

 T 細胞は基本的に、細胞毎に 5’端側の配列が異なる受容体を発現しているため、それらの

RNA 配列を増幅するためには、5’端の配列に依存しない方法が必要である。現在、その方法

の１つとして、cDNA を合成する（逆転写反応）と同時に 5’端にアダプター配列を付与できるテ

ンプレートスイッチ法が用いられている。しかしながらこの方法では、増幅反応（PCR）の前に

プライマーを加えるなどの実験的操作が必要なため、将来的なハイスループット解析がスム

ーズに行えない可能性がある。本研究では、これらの問題を解決できる、簡易的な増幅法を

開発した（投稿準備中、特許出願 1）。 

（２）詳細 

（i）DNA 分子バーコード法の改良と新機能の開発 

 ランダム塩基を 38 個使用した分子バーコードを

中心部分に、PCR 増幅用プライマー配列を両端に

デザインした DNA オリゴを設計した。この既知の

数の DNA オリゴをチューブに入れて PCR で増幅

し、増幅産物の配列を次世代シークエンサで解析

した。コンピュータ内でバーコードの長さを短くして

いき、どれくらいの数の分子を定量するためにど

れくらいの数のランダム塩基が必要かを解析した。ま

た、シークエンスの量もコンピュータ内で少なくしてい

計測する分子数（横軸）に必要なランダ

ム塩基の数（縦軸） （論文 1 より引用） 



 

き、どれくらいのシークエンス量が高精度の定量に必要かを解析した。バーコード部分のラン

ダム塩基の間に固定塩基を挿入して、挿入・欠損エラーが起きた場合にエラー検出をできる

ようにし、その効果を定量解析した。これらの成果として、104 個以上の分子を定量できること

を示し（図）、シークエンサの容量が許せば 1015 個の分子も測定可能であるポテンシャルを示

した。さらに、同じ分子バーコードを持つ増幅産物には同じサンプルインデックスが付加され

る、という原則を利用することで、当分野で課題となっている index switching（上述）を解決す

る方法を提案した。 

 

（ii）新規腸内細菌叢解析の開発 

   細胞の数を計測するために、DNA バーコード技術とドロプレットを用いた。上記で開発し

た DNA バーコードの機能を活用し、再現性の高い測定結果を得た。現在、マウスの腸内細

菌叢の解析を進めている。 

 

（iii）5’端の配列に依存しない RNA 配列簡易的増幅法の開発 

 5’端の配列が不明であるサンプルの例として、T 細胞受容体の RNA 配列を用いた。１つの

T 細胞から簡易な方法で受容体の RNA 配列を増幅することに成功した。 

 

 

３． 今後の展開 

（i）DNA 分子バーコード法の改良と新機能の開発 

本技術の開発自身は、論文として報告したことで一段落した。今後、様々な応用研究でバ

ーコード法を使用していく場合、本技術が基盤となる。 

 

（ii）新規腸内細菌叢解析の開発 

本手法を用いて、腸内のいろいろな位置での測定を行い、まずはマウス腸内で細菌叢がど

のように変化しているのかを理解する。その後、細菌叢の変化をモデル化できるか、予測でき

るか、コントロールできるか、などを検討していく。これらの知見を用いて、細菌叢をコントロー

ルする道を拓き、医科学へ貢献したい。 

 

（iii）5’端の配列に依存しない RNA 配列簡易的増幅法の開発 

本技術は計測の簡易化やハイスループット化に利用できる。学術界や企業で行われている

関連技術開発の進展を注視しながら、今後の研究を展開する。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

計画していた３項目でそれぞれ成果を得ることができており、そのうち、分子バーコード法に

ついては論文として報告した。他の２項目も技術開発は達成していると考えており、T 細胞受

容体の増幅法と細菌叢解析法については、投稿準備中である。このように、期間中に異動や

研究室の立ち上げがあったことを忘れてよいぐらいの相応の成果が得られていると考えてい

る。 



 

社会への波及効果としては、特許出願に言及したい。１細胞解析に関わる技術について、２

件を国際特許出願し、そのうちの１件が企業とのライセンス契約に至っている点は、独自技術

により社会に貢献しうるものと考えている。 

分子バーコードに関する開発の成果は、これまでの分子バーコード法に少しの工夫を加え

るだけで実装できる。したがって、分子バーコード法そのものが広く利用されているように、本

技術も広く利用されていくことが期待される。 

細菌叢をより正確に定量して細菌同士の関連を調べていく方向性は、学術界ではすでに注

目されている。しばらく時間がかかるかもしれないが、本研究で開発した方法も広く利用されて

いくと期待される。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での 

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った） 

ランダムバーコード法を精度高く使って１０4 個以上の single cell 毎の遺伝子発現レベルの

定量的解析法を確立しました。DNA バーコードは多くの研究者が使い始めていますが、その

有効性を十分に活かしきれていない事例も多数発表されているのが現状です。城口研究者は

腸内細菌叢の解析に用いる手法や、１つの T 細胞からワンステップで T 細胞受容体の RNA

配列を解析する手法などを開発することなどによって、DNA バーコードのユニークな使用法を

開発し、その有効性を示しています。今後もより有用な応用法の開発によって、用途が拡大し、

より広い分野にも展開されることが期待されます。キーとなるテクノロジーには特許も出願して

おり、大いに評価できる成果を出しています。ただし、16sRNA を用いた stain レベルの解析な

ど以外に、この手法を用いないと解析が不能な応用例を示すなど、より新しさをアピールする

ことができればと思います。 
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（２） 特許出願 

研究期間累積件数：5 件（公開前の出願件名については件数のみ記載） 
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出願 1 

発 明 者： 城口 克之 

発明の名称： ワンステップ逆転写テンプレートスイッチ PCR 

出 願 人： 理化学研究所 
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