
平成 27 年度 全体研究開発報告書 

 
１．補助事業名：創薬等ライフサイエンス研究支援基盤事業（創薬等支援技術基盤プラットフォーム事業） 

２．補助事業課題名：1細胞遺伝子発現解析技術のシステム化 

３．研究開発代表者：学校法人早稲田大学 招聘研究教授 神原秀記 

４．研究開発の成果 

 生命現象を大量のゲノム情報をもとに理解する流れが加速している。中でも次世代 DNA シーケンサを

用いて網羅的かつ定量的に遺伝子発現解析することが可能となり、幅広い応用が開けつつある。生命現

象の詳細を理解するには個々の細胞の状態を把握したうえで全体がどのように情報交換して調和して

いくか知る必要があり、1 細胞遺伝子発現解析が注目されつつある。代表者らは 1 細胞中の遺伝子発現

を精密に定量分析する技術を構築してきた(Matsunaga et al. Anal. Biochem. 2015)。この技術は磁気

ビーズ上にcDNAライブラリーを構築し、反応の各ステップで余剰試薬を洗浄除去するので精度が高い。

しかし手作業で行うため、作業者の個人差が出てしまう。そこで一連の作業をロボット化することで作

業者による差をなくすとともに大量の1細胞解析を低コストで高精度に行えるようなシステム化を目指

す。また、種々サンプルの解析を行い、実サンプルに即したシステムの高度化を行う。 

 

試料調製ロボットシステムの開発 

 試料調製自動化システムの高度化については、初年度にオペレーター作業を伴う半自動式のプログラ

ムを構築し、48 細胞試料を一括処理する仕様を導入して支援解析に用いた。平成 27 年度は本システム

の改良を進め、96試料一括調製まで拡大した。市販分注ロボットシステムに独自のプログラムを搭載し、

溶液分注位置・速度・回数の制御、反応プレートの設置・移動、加温・冷却の温度制御、磁気微粒子ハ

ンドリングなどの多岐にわたる項目の制御を厳密に検討し改良を重ね、PCR プロセスを除く複雑な試料

調製工程を自動で実行可能とした。改良システムにおいて、約２時間で 96 試料の同時試料調製が可能

であり、ライブラリー化成功率は目標値とした 90%以上に達した。さらに、訓練された実験従事者のマ

ニュアル操作とロボットシステムを用いて、処理再現性の比較テストを行った。この結果、ロボットシ

ステムは微量試薬分注が高精度であり各個試料がタイムラグなく処理されるため、増幅量の再現性が高

く、安定した試料調製を実現できることが示された。さらに、シーケンス時に細胞サンプルを識別する

ためのタグを導入して 96 試料を一括シーケンス、解析出来る仕様とした。上記の評価結果を元に、現

在は本システムを支援解析に導入している。今後は、ロボットシステムの実用化を視野に入れた処理工

程の効率化と機能拡張を目標とした改良を進めるとともに、本試料調製法の汎用性を実証するために多

岐にわたる試料調製や既存法との比較検証をさらに進める予定である。 

 

１細胞・組織試料の自動採取方法の開発 

 支援解析での受入試料は細胞種・組織部位が多岐に渡るが、その中には白血球などの浮遊性の細胞、

次に培養基材を足場として接着する細胞、さらに生体から採取した組織やその一部、またこれらを保管

できるように固定したものが含まれる。これら様々な形状の試料を１つのフォーマットで１細胞あるい

は微小切片をサンプリングできる機構を備えるべく、試作機の開発に着手した。本機では、培養皿や組

織切片をモニターで観察しながら狙った箇所や細胞をニードルで回収し、ウェルプレートに次々回収す

る。また回収位置を記憶させ、試料採取箇所とデータの紐付けが出来るように設計した。回収した試料

は、別途開発している試料調製ロボットシステムにそのまま移行させ、試料調製を自動で行えるよう想

定した。 

 試作機の現仕様では、１採取あたり 5秒の速度である。ステージ上に試料をおき、上部にあるニード



ルが上下方向、横方向に素早く動くことで試料を打ち抜き、試料が隣のウェルプレートに順に排出され

る仕様としている。また、観察像から任意の箇所を指定し採取操作を行うために、独自のプログラムを

搭載し改良を進めている。本機で回収した試料から RNA を抽出しライブラリー調製からシーケンスを行

った結果、培養細胞のほかマウス腎臓・肝臓でそれぞれ特異的な遺伝子発現のパターンを捉えることが

できた。本機の精度を改良することで、採取部位毎の差異を観察することも近く可能であり、次年度は

組織中の転写物の空間分布の解析まで応用可能と考えている。なお、本成果をもとに今年度、特許出願

を行った(特願 2015-199551)。 

 

外部研究者の試料調製・解析支援 

 平成 26 年度から開発を進めているロボットシステムにより 24, 48, 96 細胞試料の自動 cDNA ライブラ

リー調製が順次拡張されたため、支援解析の大半の案件で本システムを用いることが出来た。本成果に

より、より多くの試料を一度に受け入れることが出来るようになり、現状の処理細胞数は当初目標値の

1000 細胞を大きく超えて総計 1700 細胞以上となっている。受入試料の例としては、分化制御した幹細

胞の他、生体由来組織(腫瘍細胞、免疫細胞、成体幹細胞などを含む)があり、再生医療やがん・免疫な

ど医療・創薬の重要課題にある対象が選抜された。一方、依頼主の試料準備(分化・培養制御や生体内で

の腫瘍形成、感染制御などの試料調製)に要する課題が多くあり、貴重なサンプルを慎重に取り扱う必要

があった。このため、試料調製から当機関での処理までを円滑に行うための事前相談・事前検討を重点

的に行なった。ほぼ全ての支援依頼案件でテスト用試料を数回に分けて受入れ、繰り返しテスト処理を

実施してサンプルのクオリティチェックを重ね、それぞれの試料特性に応じた課題を抽出した。抽出さ

れた課題を依頼主にフィードバックし、試料準備法の検討・相談を十分に行うことで、全 16 件中の 8

割は支援完了に至った。残り 2 件については課題抽出が完了し、依頼主とともに検討を継続しており次

年度内に支援を完了する見込みである。一方で、数件の依頼案件においては、依頼者が準備できる試料

状況(鮮度、純度等)の限界から、必ずしも依頼者の想定する結果が得られない事が明らかとなったが、

今回の支援解析の機会を利用して１細胞解析に要する試料調製要件と解析データを例示することで対

応した。また、これまで幅広い試料を受け入れテストを進めた事により、試料調製に関わるノウハウを

蓄積することができ、今後の試料受入の際に事前相談すべき項目の整理が進んだ。これにより、次年度

の支援解析に向けて受入体制が強化されたと考えている。支援解析の依頼者からは、共同研究の申込、

支援で得られた成果を拡大するための追加実験を打診されるなどの評価を得ている。 

 

 


