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1. 研究背景 
人のゲノムには約 2 万の遺伝子が存在するが，塩基配列の

違いや，どの遺伝子がどれだけ発現するかによって細胞の性

質や機能が大きく変化する(1)．そのため，1 細胞レベルで遺

伝子やその発現量を調べることができれば，細胞のがん化メ

カニズムの解明や，それに関連する診断・治療法の開発に貢

献することができると期待されている． 

1 細胞レベルで遺伝子解析を行うには，微小な区画に 1 つ

ずつ細胞を封入し，個別に分析するのが最もシンプル且つ効

果的である．この際に，細胞に含まれる DNA 量は少ないた

め，解析には多くの場合増幅反応を行う必要がある．これを

行える 1細胞解析装置は既に市販されているが，専用のプラ

ットフォームを必要とするため解析コストが高くなるとい

う問題がある．我々は，一般的な研究室が所有する汎用機器

だけで 1細胞解析を行える手法を提案・開発している．これ

までに，直径 400 μm，深さ 100 μmの微小区画を備えたマイ

クロチャンバーデバイスを用い，その内部で DNA 増幅が可

能なことを示してきた(2)．このデバイスでは，1 cm2 辺りに

100 個程度のチャンバーが配置されているが，1 チャンバー

に 1 細胞の封入を担保するためには平均で 0.1 細胞／チャン

バーの濃度に希釈する必要があり，多数の細胞を同時に解析

することに難がある．一方，解析する細胞密度を上げるため

にチャンバー体積を小さくすると，分析液の導入が困難にな

ることに加え，チャンバー内壁への分子の吸着などによって

反応阻害が引き起こされる懸念がある(3)．本研究では，細胞

と同程度の直径を有するマイクロチャンバー内へ分析試薬

を簡便に導入する方法を検討し，加えて，チャンバー内でゲ

ノム増幅反応を行うことを試みた． 

 

2. デバイスの作製 
チャンバー内に 1細胞を効率よく捕捉するためには，チャ

ンバーと細胞の体積が同程度であることが望ましい．しかし，

その場合，分析に必要な十分な量の試薬をチャンバー内に充

填できなくなる．一方で，チャンバー体積を大きくすれば，

複数の細胞が補足されてしまう．このトレードオフを解消す

るため，細胞と同程度の体積を有する捕捉区画と試薬を充填

する区画を，細いネック構造を介して接続したデザインのマ

イクロチャンバーを作製した．マイクロ光造形装置

（ACCULAS SI-C1000，D-MEC 社）を用いて，直径 10 μm，

長さ 10 μmのネック部をもつ直径 30 μmの円筒構造を格子状

に配置した鋳型を作製した．試薬充填区画と細胞捕捉区画の

高さはそれぞれ 60 μm，30 μmとし，チャンバー間の間隔は

100 μmとした(Fig. 1 a)．作製した鋳型の電子顕微鏡を Fig. 1 

(b) に示す．次に，型取りプロセスでの離型を容易にするた

め，鋳型表面にパリレン樹脂を 1.5 μmの厚さで蒸着した（Fig. 

1 c）．シリコーンゴム（PDMS）のポリマーと硬化剤を重量

比 10 : 1 で混合したものを鋳型に流し込み，60 °C で 2 時間

加熱し硬化させた．硬化後，鋳型から PDMSを離型すること

でマイクロチャンバーデバイスを得た（Fig. 2 a, b）．PDMS

に転写されたチャンバーの断面形状を詳しく観察すると，ネ

ック構造が作られていないことが分かった(Fig. 2 c)．これは

チャンバー形状をデザインする際，光造形法において設計寸

法以上の樹脂硬化が z軸方向に生じる現象（余剰成長）を考

慮しなかったためと考えられる(4)．余剰成長を考慮し作製し

た鋳型およびチャンバー断面を Fig. 2 d, eに示す．鋳型およ

び，PDMSに転写した際にネック部分が構成されていること

が確認された． 

 

Fig. 1 (a) Dimension of the chamber design. (b) SEM image of the 

microchamber mold fabricated by stereolithography. (c) SEM 

image of the mold after parylene deposition. 

 

Fig. 2 (a) Schematic of the microchamber device. (b) PDMS replica 

obtained by releasing the cured PDMS from the mold. (c) SEM image of 

the cross section of the chamber after demolding. (d, e) SEM image of 

the mold and chamber cross section after redesigning. 

3. 溶液の封入・保持の確認 
3.1 溶液封入 

マイクロチャンバーのサイズが小さくなると，表面張力の

影響で反応液の封入が困難になる．そこで，蛍光色素（カル

セイン）の水溶液を用いて，チャンバー内に溶液をどの程度

封入できるのかを調べた．PDMS製デバイスの表面は疎水性

であるため(5, 6)，酸素プラズマを 3 分間照射し親水化処理を



行った（Fig. 3 a）．その後，カルセイン水溶液を滴下して 10

分間静置し，チャンバー内へ溶液を導入した（Fig. 3 b）．続

いて，余剰なカルセイン水溶液を取り除き，ミネラルオイル

を重層することでチャンバーを封止した（Fig. 3 c）．35℃に

設定したホットガラスの上にデバイスを置いて加温し，蛍光

顕微鏡で蛍光観察を行った(Fig. 3 d)．溶液封入後のチャンバ

ーの蛍光顕微鏡写真を Fig. 4 (a) に示す．ほとんどのチャン

バーにカルセイン水溶液が封入されているが，一部のチャン

バーには水溶液が封入できておらず，また，気泡が残留して

いる様子も観察された．これは，水溶液の表面張力が大きい

ために，チャンバー内に溶液が十分入らなかったことが原因

だと考えられる．そこで，カルセイン水溶液に界面活性剤

Triton X-100を 1 wt%になるように加え，溶液の表面張力を

低下させた．これを用いて封入実験を行ったところ，全ての

チャンバーにカルセイン水溶液を封入させることに成功し

た（Fig. 4 b）．このとき，気泡の残留も見られなかった．以

上の結果から，マイクロチャンバーに効率よく溶液を封入す

るには，界面活性剤を添加するのが有効な方法であることが

分かった．ネック構造を持つチャンバーを使用して溶液を封

入し共焦点顕微鏡を使用して 3 次元的に撮影した写真を Fig.  

4 (c)に示す．ネック構造を持つデバイスでは，溶液がチャン

バー全体に封入されている割合は 58 % ，ネックより下に封

入されている割合が 42 %であることが確認された．実験効

率を考え，今後は，シンプルなチャンバーを用いて条件確認

を行った．  

 

Fig. 3 Procedure for enclosing solution in microchambers. 

 
Fig. 4 Fluorescent images of microchamber. (a) Bubbles were 

trapped in some chambers. (b) The wettability was improved by 

surfactant, and bubbles were not trapped in chambers. (c) Three 

dimensional observation of a chamber with a neck. 

3.2 溶液の保持 

 PDMSは多孔質材料であるため，PDMSと接触している液

体は次第にその内部へ浸透していくことが知られている(7)．

そのため，ゲノム増幅反応を観察している間に，チャンバー

内の反応液が PDMSに吸収されることが予想された．そこで，

表面に物質透過性が低いパリレン樹脂を蒸着したデバイス

と，純水に一晩浸漬して水分を飽和させたデバイスの 2種類

を準備して，溶液を長時間チャンバー内に保持できるのかを

検証した．目的とするゲノム増幅反応は，30 °Cの恒温条件

下で 2 時間以上の反応時間を必要とする．そこで，3.1 節の

方法でカルセイン水溶液を封入したマイクロチャンバーデ

バイスをガラスヒーター上に置き，蛍光輝度の経時変化を 2

時間観察した．各デバイスで行った実験結果を Fig. 5に示す．

パリレンを蒸着したデバイスでは，時間の経過とともに蛍光

輝度が減少する様子が観察された（Fig. 5 a, c）．これは，チ

ャンバーの構造が微細なために蒸着が不十分になり，チャン

バー内部をパリレン樹脂で被覆できていなかったことが原

因だと考えられる(7)．即ち，チャンバー内のカルセイン水溶

液が PDMS に吸収されたため，蛍光輝度が減少した．一方，

純水に浸漬させたデバイスでは，蛍光輝度がほとんど変化し

なかった．（Fig. 5 b, c）このことから，純水に一晩浸したデ

バイスを用いることで，封入した溶液を 2時間以上保持でき

ることが分かった． 

 

Fig. 5 Time lapse images of calcein solution trapped in a 

microchamber. Scale bar 30 μm. (a) Device on which parylene was 

vapor-deposited. (b) Water-saturated device. (c) Time-variation of 

the fluorescence intensity. 

4. チャンバー内での DNA定量法の検討 
4.1 デバイス表面への分子の吸着 

 PDMS の表面にはタンパク質などの生体分子が吸着する

ことが知られている(3)．そこで，蛍光標識した DNA をチャ

ンバーに封入し蛍光輝度を経時観察することで，PDMS表面

への DNAの吸着の可能性を調べた．DNA溶液のマイクロチ



ャンバーへの封入は，3.1節と同様の方法で行った．DNA溶

液の組成は，5 ng/μl DNA, 5 SYBR Green I，1 wt% Triton 

X-100とした．SYBR Green Iは単体では蛍光を示さないが，

二本鎖 DNAと結合することで緑色蛍光を呈する．30 分毎に

撮影したチャンバーの蛍光画像を Fig. 6 に示す．溶液封入後

30分まではチャンバー内が明るく光っており，輝度値にほと

んど変化は見られなかった．即ち，チャンバーに DNA 溶液

を問題なく維持できていることが確認された．しかし 60 分

以降は蛍光輝度が減少する様子が観察された．試験管内で同

様の計測をしても蛍光輝度は変化しなかったことから，これ

は PDMS 製マイクロチャンバーに由来する問題だと考えら

れる．  

 

Fig. 6 Time lapse of fluorescent image in chamber. Scale bar 30 μm. 

 

4.2 デバイスの表面ブロッキング 

 ゲノム増幅反応では，DNA の蛍光シグナルを長時間計測

する必要があるが，4.1 節の結果はそれが難しいことを示し

ている．その原因として DNAや SYBR Green I の PDMS表面

への吸着し，変性した可能性が疑われた．試験管や基板表面

への分子吸着を抑える目的で，ウシ血清アルブミン（BSA）

を用いた表面ブロッキング処理が一般的に広く行われてい

る(3)．そこで，PDMSをブロッキング処理することで，DNA

の蛍光シグナルを長時間に渡って一定輝度に維持できるの

かを調べた．ブロッキング剤として，0.5 mg/ml BSA水溶液，

または，DNA の構成成分である 2 mM のデオキシヌクレオ

チド三リン酸（dNTP）水溶液を用いた．ブロッキング処理

は，酸素プラズマを 2分間照射したマイクロデバイスにブロ

ッキング剤を滴下し，30 分間室温で静置することで行った．

このデバイスに 3.1節の方法で DNA溶液（組成は 4.1節に同

じ）を封入し，30 分毎に蛍光画像を取得した．BSA でブロ

ッキングしたデバイスでは，Fig. 7 (a) に示したように DNA

溶液以外が明るく光る様子が観察された．この原因の詳細は

明らかでないが，DNA の蛍光シグナルの検出に影響が出る

ため，BSAブロッキングは本研究には適していないと結論付

けた．これに対して，dNTP でブロッキングしたデバイスで

は，2 時間にわたり DNA の蛍光シグナルが一定に保たれて

いた（Fig. 7 b, c）．このことから，dNTP でブロッキングした

デバイスを用いることで，DNA の蛍光シグナルを長時間安

定して計測できることが分かった．  

 

5. 全ゲノム DNA増幅反応 
DNA配列解析技術の急速な発展により，1細胞毎のゲノム

配列を読み，その多様性を網羅的に解析することが可能にな

ってきた．このとき，細胞内にゲノムは 2コピーしかないた

め，配列を読むためには千倍以上に増幅する必要がある．本

研究では，29 DNAポリメラーゼを用いた等温全ゲノム増幅

反応を用い，マイクロデバイスの微小区画内で DNA 増幅が

効率的に起こる条件検討を行った． 

 

Fig. 7 (a) Fluorescent image of the microchamber with BSA 

blocking enclosing DNA. (b). Time lapse of fluorescence image of 

the microchamber with dNTP blocking. Scale bar 30 μm．(c) Time 

variation of the fluorescence intensity in the microchamber.  

5.1 等温全ゲノム増幅反応の原理 

 等温全ゲノム増幅反応の原理を Fig. 8に示す．鋳型となる

一本鎖 DNAの複数箇所に，DNA複製の開始点となる核酸の

断片（プライマー）が結合すると，ここを起点として DNA

ポリメラーゼによって相補鎖が合成され二本鎖 DNA が作ら

れていく．この反応が進むと，ポリメラーゼは他のポリメラ

ーゼによって合成された二本鎖部分に行き当たるが，その二

本鎖を解離させながら更に合成が進められる．このとき解離

した一本鎖DNAにプライマーが新たに結合することでDNA

合成が繰り返され，鋳型 DNA 全体が増幅される．一般的な

DNA 増幅法であるポリメラーゼ連鎖反応では反応温度を約

90 °Cと 60 °Cの間で上下させる必要があるが，等温全ゲノ

ム増幅反応では 30 °Cの恒温条件下で反応が進行する． 

 

Fig. 8 Schematic of the whole genome amplification (WGA) 

reaction. 



5.2 実験方法 

ゲノム増幅反応の試薬として， illustra GenomiPhi DNA 

Amplification Kit（GE Healthcare 社）を用いた．これにはプラ

イマーや DNA ポリメラーゼ，dNTP などの反応に必要な試

薬類が全て含まれており，規定の分量で混合することで反応

液を調製できる．ここに，鋳型 DNAとして T4ファージのゲ

ノムDNAを 10 ng/μlの濃度で加え，更に，10 SYBR Green I，

1 wt% Triton X-100，100 nM 蛍光標識トランスフェリンを添

加した．蛍光標識トランスフェリンは増幅反応には関与せず，

溶液の体積に応じて一定輝度の赤色蛍光を示すため，封入反

応液の体積指標として用いた．デバイスは，純水に一晩浸漬

し dNTP ブロッキングを施したものを使用した．このデバイ

スに 3.1 節の方法で反応液を封入し，30 °C で反応させた．

比較のため同じ反応を試験管内（液量 20 μl）でも行い，2時

間反応させた反応液をデバイスに移し替えて蛍光輝度を観

察した． 

 

5.3 実験結果 

 反応液の封入直後（反応開始後 0分）と反応開始後 120分

のデバイスの蛍光画像を Fig. 9 に示す．この画像から，120

分反応させたデバイスでは，チャンバー内の蛍光輝度が上昇

したことが分かる．更に，30分毎にチャンバーを観察すると，

蛍光輝度は単調に増加したことが分かった（Fig. 10）．以上

の結果は，チャンバー内でゲノム増幅反応が進行したことを

示している．一方，試験管内で反応させた反応液をチャンバ

ーに封入しその蛍光輝度を調べたところ，デバイスで反応さ

せたものに比べて 1.3 倍高い輝度を示した．蛍光輝度はチャ

ンバーに含まれる DNA の総量に比例することから，デバイ

スでのゲノム増幅の反応効率はチューブ内反応に比べて

76.4%であることが分かった． 

 
Fig. 9 Fluorescent image of microchambers containing WGA 

reaction. (a) 0 min and (b) 120 min after introduction. 

 

Fig. 10 Comparison of the fluorescence intensity of WGA reaction 

conducted in microchambers and a test tube. 

 

6. 結論 
 本研究では，試薬の充填区画と細胞の補足区画を備えたマ

イクロチャンバーデバイスを用いて，その内部でゲノム増幅

反応を行った．チャンバーへの溶液の封入は，1 wt%の Triton 

X-100を溶液に添加することで高効率化できることが分かっ

た．また，純水に一晩浸漬したデバイスを用いると，チャン

バー内に封入された溶液の PDMS 内部への浸透を防げるこ

と，また，デバイスを dNTP でブロッキングすることで，

PDMS 表面への DNA の吸着を抑えられることが分かった．

以上の結果を踏まえ，チャンバー内で等温全ゲノ 

ム増幅反応を行った．その結果，本研究で開発したマイクロ

チャンバーデバイスを用いると，試験管内反応に比べて遜色

ない効率(76.4%)でDNAを増幅できることが明らかになった． 

 このデバイスを用いて 1細胞解析を行うためには，チャン

バー内で細胞破砕・DNA 抽出を行う必要がある．そのため

の検討事項として，チャンバーへの効率的な細胞封入法の確

立，反応系への影響を極力抑えた細胞破砕・DNA 抽出技術

の開発が挙げられる．今後はこれらの点について研究を進め，

1細胞解析デバイスの構築を目指す． 
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