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研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

120,000,000 120,000,000 0 120,000,000 120,000,000 0 0
36,000,000 36,000,000 0 36,000,000 36,000,000 0 0

156,000,000 156,000,000 0 156,000,000 156,000,000 0 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 250,490 72,847,812 16,384,212 14,199,000 103,681,514
旅費 0 712,058 1,039,850 1,253,009 3,004,917
謝金・人件費等 0 1,179,653 4,003,587 5,709,552 10,892,792
その他 6,300 1,103,687 572,351 738,439 2,420,777

256,790 75,843,210 22,000,000 21,900,000 120,000,000
90,000 22,740,000 6,600,000 6,570,000 36,000,000

346,790 98,583,210 28,600,000 28,470,000 156,000,000

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日
ナノスケール
遺伝子解析
システム・高
速型自動細
胞解析分取
装置

1 63,682,500 63,682,500 2011/6/29

LZ488-KSP1 1 1,832,670 1,832,670 2011/9/2

25μmCapセ
ンサー搭載タ
イプ

1 2,152,500 2,152,500 2011/9/7

㈱アステック
製・AH-130

1 971,250 971,250 2012/10/3

メトラー・トレ
ド㈱製・XP6V

1 1,499,400 1,499,400 2012/10/25

グラフテック
㈱製・ＦＣ4500-
50

1 1,050,000 1,050,000 2012/11/21

ﾗｲｶﾏｲｸﾛｼｽ
ﾃﾑｽﾞ㈱製
DFC365FXｷｯ
ﾄ

1 1,470,000 1,470,000 2013/8/21

(独)CarlZeiss
社製
Stemi2000

1 535,500 535,500 2013/12/3

DNA Binding
Dye用[10枚]

2 325,920 651,840 2013/12/12

A2フラットカッティングプロッタ

ミクロ天秤

バイオクリーンベンチ 東北大学

東北大学

間接経費

設置研究機関名

東北大学

先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム）
実績報告書

１細胞分析法が拓く受精卵および幹細胞の新規品質評価システムの開発

研究機関・
部局・職名

東北大学・大学院環境科学研究科・准教授

珠玖　仁

本様式の内容は一般に公表されます

東北大学

48.48ダイナミックアレイ10枚
キット

スタンダード実体顕微鏡

冷却式モノクロカメラ

東北大学

Piezo　Nano　Positioning
system

東北大学

平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日

費目

合計

直接経費

単一細胞システム

東北大学

東北大学

東北大学

直接経費計
間接経費計
合計

物品名

共焦点顕微鏡システム用
488nmレーザーユニット
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5．研究成果の概要

細胞塊から１細胞を回収するプローブの開発：２つの電極が集積化されたDBCP (double barrel carbon probe) を開発した。胚性幹細
胞(ES)細胞から分化誘導して作製した心筋様組織に対し、電場破砕法で細胞を回収した。拍動領域と非拍動領域では心筋マーカー
発現量に差が認められた。未分化マーカーであるアルカリホスファターゼ活性の単一ES細胞イメージングに成功した。システムの自
動化と組織モデルの網羅的機能解析：ES細胞の集合体である胚様体 (EB) の呼吸活性と網羅的遺伝子発現の間に相関がみられ
た。膵島、癌細胞塊やマウス受精卵の解析も行った。これらの細胞回収・解析システムは再生医療や移植医療の現場で役立つ。
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

研究成果の概要 

（和文）：本課題では、１細胞レベルで受精卵や胚性幹(ES)細胞の階層横断的機能解析を可能と

する分析システムの開発を行った。電極集積化探針を開発し、走査型プローブ顕微鏡システムと

連結した。ES 細胞から作製した心筋様組織に対し、電場破砕法で細胞を回収した。拍動領域と非

拍動領域では心筋マーカー発現量に差が認められた。未分化マーカーであるアルカリホスファタ

ーゼ活性の単一 ES 細胞イメージングに成功した。胚様体に対して階層の異なる機能（呼吸活性

と遺伝子発現）を比較し、両者に相関を見出した。膵島、癌細胞塊やマウス受精卵の解析も行っ

た。これらの細胞回収・解析システムは再生医療や移植医療の現場で役立つ。 

 

（英文）：We developed a platform for comprehensive single-cell gene-expression analysis and 

other ormic spaces of early embryos, embryonic stem (ES) cells, and other cellular aggregates 

based on scanning probe microscopy (SMP). We prepared a double barrel carbon probe to 

electrically lyse single cells and collect mRNA. The cells were collected from the beating or 

non-beating areas of the ES-derived myocardium. The expression level of the myocardium marker 

Actc-1 at the beating area was significantly higher than that at non-beating area. The probe was 

also applied for high-resolution multi-functional SPM imaging. Alkaline phosphatase activity of 

single ES cell was electrochemically quantified. Respiration and comprehensive mRNA analysis of 

individual embryoid bodies were evaluated based on principal component analysis. Our analytical 

tool was widely applied for pancreatic islets, early embryos, and breast cancer spheroids and is 

possibly going to clarify multi-functional cellular information which contributes to the 

understanding of the practical fields including cell transplantation and regenerative medicine. 

 

  

課題番号 LR005 

研究課題名 

（下段英語表記） 
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based on single-cell analysis  
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（下段英語表記） 
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Graduate School of Environmental Studies, Tohoku University, Associate 

Professor 

氏名 

（下段英語表記） 

珠玖 仁 

Hitoshi Shiku 
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1． 執行金額          156,000,000 円 

    （うち、直接経費    120,000,000 円、 間接経費    36,000,000 円） 

 

2． 研究実施期間   平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日 

 

3． 研究目的 

少子化・高齢化の問題が大きく取り上げられており、不妊治療を目的とした生殖補助医療

技術が急速に進歩をとげている。しかし、不妊治療の成功率は依然として低いのが現状で

ある。本研究では、多機能ナノプローブと精密位置決め装置を組合せたシステムを構築し、

１細胞レベルで[遺伝子-タンパク質-代謝]の階層横断的情報統合により、受精卵や幹細胞

の複合的品質評価の指標を提供することを目標とする。これまで、受精卵の品質評価は形

態観察に基づき行われてきた。申請者は、単一受精卵ごとの呼吸活性を指標とした客観的

な受精卵の品質評価法を開発した。我々の特許をもとに「受精卵呼吸測定装置」が装置化・

実用化され、ウシ・マウス・ヒトの受精卵移植試験実施に至っている。我々は SECM(走査型

電気化学顕微鏡)を駆使して細胞・タンパク質の定量解析を試み、世界最高水準の測定技術

を 15 年以上維持してきた。せん断応力やイオンコンダクタンスに基づく距離制御機構を組

み込んだ自作の走査型プローブ顕微鏡(SPM)システムが、サンプルの回収・分析工程の自動

化・製品化に大きく貢献することが期待できる。本研究では、これまで我々が開発してき

た１細胞分析システムを、受精卵および幹細胞の品質評価に応用する。これにより、受精

卵品質評価の判定精度が向上し、不妊治療や膵島移植・再生医療の基盤となる分子レベル

の知見が得られることが期待できる。 

 
4． 研究計画・方法 

(1) 細胞塊から１細胞を回収するプローブの開発：単層培養細胞系から１細胞を回収する現行の

システムを、受精卵や胚様体（Embryoid body, EB）など細胞塊から１細胞を回収するシステムに進

化させるために、新たな多機能プローブを開発する。同軸の２チャンネル流路の片方から油相液

体を導入、もう一方を吸引することで、液滴内部にサンプルを回収する。 

(2) 回収後並列・多項目分析を可能にするシステムの開発：液滴が等体積で分割される分岐型の

流路を設計し、４～８項目の並列分析システムを構築する。 

(3) システムのハイスループット化・自動化：ユニバーサルプライマーなど、プライマーの設計で取

得遺伝子の数を増やす。デジタルＰＣＲの導入により 103 ウェルの網羅的解析が可能となる。セ

ルソーターの導入により、マーカータンパク質を指標に ７x104 cells/s のスループットが実現可能

となる。 

(4) 1 細胞エピジェネティクス：DNA やヒストンの修飾（メチル化、アセチル化）状態が、胚発生や分

化・リプログラミングのメカニズム解明に欠くべからざる情報となっている。クロマチン免疫沈降法

(ChIP)、methylation specific PCR (MSP)を検討し、ビーズを担体とするイムノデバイスの技術を適
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用することにより、分析に要する細胞数を減らすことを検討する。 

 
5． 研究成果・波及効果 

(1) 細胞塊から１細胞を回収するプローブの開発 

①三次元組織モデル中の１細胞回収・解析システムの開発に取り組んだ。２台のマニピュレータ

ー各々に電極探針を搭載し、２探針系のマイクロシステムを検討した。プローブとしてシータ（θ）

型２チャンネルガラスキャピラリを採用し、１本の探針に２つの電極が集積化された DBCNP 

(double barrel carbon nanoprobe) を開発した。MCF-7 細胞塊に探針を近接させ電圧パルスを印

加した。細胞の破砕を確認した後、周辺の溶液とともに細胞破砕液を回収し、RT‐qPCR により１

細胞中に含まれるmRNAを定量した。マウス胚性幹細胞(ES)細胞から分化誘導して作製した心筋

様組織に対し、電場破砕法で細胞を回収した。拍動領域および非拍動領域の心筋マーカー遺伝

子について発現量に差が認められた。血管形成組織様モデルに対し同様の遺伝子発現解析を行

った(Nashimoto et al, Anal. Bioanal. Chem 2014)。 

②ES 細胞から血管様組織への分化誘導を行い、低酸素・通常酸素各々の培養条件で血管分化

が顕著な周辺部位と中心の細胞塊部位の局所遺伝子発現解析を行った。その結果、血管マーカ

ー遺伝子の発現が周辺部位で顕著に増加していることが確認できた。 

 

(2) 回収後並列・多項目分析を可能にするシステムの開発 

①イオンコンダクタンス(SICM)プローブと有機溶媒充填プローブを集積化した２チャンネルSICMプ

ローブにより、高解像度の生細胞画像の取得と mRNA 回収・定量が可能となった。これにより、画

像取得時の位置情報を反映させた網羅的遺伝子解析を可能とする画像情報・遺伝子発現解析の

複合システムへの展開が拓けた。 

②有機溶媒充填プローブ側に電位を印可し、油水界面の表面張力を制御することにより、1 pL 以

下の水相試料を回収可能であることが示され、回収した核酸試料を PCR により増幅・検出するこ

とができた。逆側の水溶液充填側のプローブではイオン電流を信号として高解像度生細胞画像を

取得した。類似の２チャンネ流体プローブでタンパク質の回収・電気化学検出に成功した(阿部ら，

日本分析化学会第 61 年会)。当初の計画に記述した「同軸の２チャンネル流路」「液滴分岐型の

流路」をそのまままの仕様として探針に集積化するには至っていないが、油水界面２チャンネル

SICM プローブでは個々の細胞に対し１細胞の容積よりも少量のサンプリングを複数回行えること、

液滴に隔離した１細胞由来の応答（アルカリホスファターゼ）が検出可能なことから(Ino et al 

Anal.Chem 2013)、当初の４～８項目の並列分析の性能は本システムで達成できたと考える。 

 

(3) システムのハイスループット化・自動化 

①階層的情報取得の実例として ES 細胞の集合体である胚様体 (EB)サンプル個々の呼吸計測

の結果とハイスループット遺伝子発現解析装置 BioMark の結果を主成分解析により関連づけるこ

とに成功した。指標となる遺伝子も序列化できた(Shiku et al Mol Biosyt 2013.)。酸素濃度計測に
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加えアルカリホスファターゼ(ALP)の電気化学的無侵襲活性評価法の確立した(Arai et al. Anal. 

Cham. 2014)。ES 細胞からの心筋分化誘導系では拍動/非拍動サンプルの判別に関しては酸素

濃度計測を上回る予見性が期待できる。 

②未分化マーカーである ALP の活性に基づき ES 細胞１細胞レベルでの電気化学イメージングに

成功した。さらに未分化マーカー遺伝子 Oct-3/4 の mRNA を１細胞ごとに定量して未分化/分化

状態を評価した (Matsumae et al Chem. Commun. 2013)。1 細胞レベルの ALP 活性を検出できる

為、将来移植医療現場で組織試料中に混入する未分化細胞を検知・除去することが可能になる

と期待できる。 

③高性能FACSとハイスループット遺伝子発現解析を組合せた１細胞遺伝子定量解析の系では、

nested PCR 法を導入し 1 細胞解析の精度向上が見られた。FACS でソーティングした分化前後の

HL60 細胞に関し、1 細胞遺伝子発現プロファイルの主成分解析から明瞭に 2 群に分割され、さら

に微細なクラスタリング構造を構築していることが確認できた。同様にマウス ES 細胞の 1 細胞遺

伝子発現プロファイルから分化状態の違いをクラスタリング解析可能であることが確認できた

（2014 年 5 月分析化学討論会で発表、2014 年中に投稿予定）。胚様体の ALP 活性評価の効率化

を図る電気化学イメージングや効率的培養法について多くの進展があった(K. Ino et al, 

Electrochem. 2013; K. Ino et al, Lab Chip 2014; M. Sen et al. Biosens. Bioelectron. 2013)。 

④マウス ES 細胞から作成した胚様体に対し，FACS を用いて培養 3 日から 6 日目および 8 日目

に中胚葉マーカーFlk1 陽性細胞をソーティングし、増殖能、呼吸活性、拍動効率、網羅的遺伝子

発現解析を行った。Flk1 陽性細胞のみで形成した中胚葉スフェアは，通常の胚様体と比べ中胚葉

以外の分化マーカーの発現が著しく低く，呼吸活性が高いことが分かった。また Flk1 発現の時期

が異なると分化の方向が異なることも確認できた。 

⑤膵島サンプル（マウス）の遺伝子解析の結果が PLoS One に掲載された。乳癌細胞スフェロイド

の網羅的遺伝子解析結果が Anal. Biochem.に掲載された。マウス受精卵に対しても網羅的遺伝

子発現解析から発生ステージによる遺伝子発現プロファイルの違いを確認した。走査プローブ顕

微鏡の自動化に関しハードウェアーの性能向上を達成した(Takahashi et al, PCCP 2011, 

Takahashi et al, Angew Chem Int Ed 2011,Takahashi et al, PNAS 2012)。 

 

(4) 1 細胞エピジェネティクス 

①エピジェネティクス関連の研究計画として ChIP とＭＳＰを検討したが、既存の感度を超えるまで

には至らなかった。具体的には、抗体固定化磁気ビーズを利用した ChIP により HL60 で発現する

3 種類の遺伝子のメチル化領域でのシグナルを検出した。 

②階層横断的多項目分析の一環として、申請者の細胞回収技術と microRNA の定量法を組み合

わせ一定の成功を修めたことにより、mRNA 定量解析を補う結果が得られた。進捗に合わせて学

会・国際学会で microRNA 定量に関する研究についても発表した。本研究内で核酸解析の中では

mRNA 解析が先に進行し、DNA のメチル化を含む核酸修飾や microRNA 解析へ技術蓄積を展開

することが可能となった。 
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【波及効果】 

・SECM-SICM の高解像度化、高速イメージングをさらに推進し、細胞またはオルガネラ、細胞の

一部を回収する機能を搭載した自動画像取得システムの高性能化を目指す。世界最先端の

SECM - SICM の性能を最大限に活かすことにより他のグループには見られない回収機能搭載の

自動画像取得システムの原型を提示できた。特に PCR は定量性に優れ、特定の１細胞、或は細

胞内分の局所にける遺伝子発現分布の解析が可能となる。 

 

・組織や細胞シート・細胞塊などの組織様試料を対象に，プローブ顕微鏡による微細構造の詳細

解析，さらに電気化学イメージングによるバイアビリティや分化能の情報と得ると共に，注目部位

の細胞や組織の採取と，採取試料の網羅的遺伝子解析を可能とする統合解析システムを提案し

ていく。我々の方法では、呼吸活性、ALP 活性ともに、分化の方向がランダムな分化培養系では

分化の方向性を予測するには至っていない。しかし、分化誘導の方向性が狭くなる培養条件（例

えば心筋細胞含有率が高割合となる分化誘導条件）に絞り、組織様試料中に含まれる数パーセ

ント以下の未分化細胞を無侵襲的に検出することは現在の技術水準でも十分可能と考える。 

 

・マウス ES 細胞由来の Flk1 陽性細胞（および Flk1 陰性細胞）のみ（100 パーセント）で作成した内

胚葉スフェアを対象に、細胞塊を再分散した網羅的 1 細胞発現解析と、細胞塊の増殖能・呼吸活

性・マーカータンパク質の免疫染色を含む多項目分析の結果が平成 26 年度中には集約できる目

途が立っている。 

 

・魅力的な生体試料を持つ研究者各位に優れた解析ツールを提供することで、共同研究を推進

することができている。移植医療への応用を志向した細胞塊の評価やハイスループット１細胞アレ

イと組み合わせた胚性・体性幹細胞の分化過程の追跡・品質評価に活用できる。 



様式２１ 

 6

6． 研究発表等 

 
雑誌論文 

 

計 39 件 

（掲載済み－査読有り） 計 39 件 
1. Y. Takahashi, T. Miyamoto, H. Shiku, K. Ino, T. Yasukawa, R. Asano, I. Kumagai, T. Matsue, 
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Ino, T. Matsue, Single-cell analysis combined with scanning ionconductance microscopy system. 
D-1-P26-026, IUMRS-ICEM 2012, Pacifico Yokohama, Sept. 23-28, 2012. 
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25. 藤澤生磨，周縁殊，伊野浩介，珠玖仁，末永智一，前骨髄性白血病細胞における単一細胞

の網羅的遺伝子解析，電気化学会創立 80 周年記念大会, 東北大学川内キャンパス, 

2013.03.29-31. 

26. 松前義治，高橋康史，新井俊陽，珠玖仁，伊野浩介，末永智一，走査型電気化学顕微鏡に
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Chemical Society of Japan, Tohoku University, Sendai, 9.28-30. 2013. 

37. Y. Matsumae, T. Arai, Y. Takahashi, K. Ino, H. Shiku, T. Matsue, Single cell evaluation of differentiation 
status of the embryonic stem cell by using scanning electrochemical microscopy. International 
Symposium for the 70th Anniversary of the Tohoku Branch of the Chemical Society of Japan, Tohoku 
University, Sendai, 9.28-30. 2013. 

38. S. Yamada, J. Ramon-Azcon, T. Arai, F. Ozawa, K. Ino, H. Shiku, T. Matsue, Three dimensional spatial 
assembly of stem cells by using dielectrophoresis in GelMA hydrogel. International Symposium for the 
70th Anniversary of the Tohoku Branch of the Chemical Society of Japan, Tohoku University, Sendai, 
9.28-30. 2013. 

39. 周縁殊，新井俊陽，山田淑代，藤澤生磨，伊野浩介，珠玖 仁，末永智一，中胚葉スフェア

の培養及び代謝機能評価，第 35 回バイオマテリアル学会大会，タワーホール船掘，東京，
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11.25.2013. 

40. 梨本祐司，伊藤秀矩，高橋康史，伊野浩介，珠玖 仁，末永智一，マイクロ培養デバイスを

持いた血管菅状構造の構築と制御，第 35 回バイオマテリアル学会大会，タワーホール船掘，

東京，11.25.2013. 

41. 新井俊陽，珠玖 仁，青木七菜，伊野浩介，末永智一，非侵襲的電気化学的手法を用いた

マウス ES 細胞の分化評価，第 35 回バイオマテリアル学会大会，タワーホール船掘，東京，

11.25.2013. 

42. 珠玖 仁，(受賞講演) 微小電極探針を用いる受精卵および細胞塊の機能探索に関する

研究, 分析化学会東北支部平成 25 年度東北分析化学賞講演会、東北大学金属材料研究

所講堂 12．21. 2013．   

43. 珠玖 仁、青木七菜、新井俊陽、周 縁殊、伊野浩介、末永智一、マウス胚様体の呼吸、分

化能に与える培地組成およびエネルギー源の影響、電気化学会第 81 回大会、関西大学、

吹田市、3.29-31. 2014. 

44. 梨本祐司，高橋康史，伊野浩介，珠玖 仁，末永智一，走査型イオンコンダクタンス顕微鏡を

用いた血管内皮細胞分泌ヴォン・ヴィレブラント因子の形態観察，電気化学会第 81 回大会、

関西大学、吹田市、3.29-31. 2014. 

一般向け 計 2 件 

45. 珠玖 仁，(招待講演) （一般公開）受精卵・幹細胞の品質評価に資する 1 細胞分析システ

ム．平成 24 年度産学官フォーラム講演会 in 名古屋「バイオセンシングの現状と今後の課

題」、名古屋大学 ES 総合会館 ES ホ－ル、2012．7．14. 

46. 珠玖 仁（ポスター発表）1 細胞分析法が拓く受精卵および幹細胞の新規品質評価システム

の開発，「科学が拓く 2030 年」へのシナリオ,ベルサール新宿グランド，東京， 2014.2.28 

図 書 

 

計１件 

・珠玖 仁、末永智一、電気化学ナノイメージング、（第 4 章 3 節 PP.156-162 (７ページ)）、in 監修

民谷栄一，“ナノ融合による先進バイオデバイス”，シーエムシー出版，東京 2011 年 11 月 30 日発

行 

産業財産権 

出 願 ・ 取 得

状況 

 

計０件 

（取得済み） 計 0 件 

 

（出願中） 計 0 件 

 

Ｗｅｂページ 

（ＵＲＬ） 

 

 

国 民 と の 科

学 ･ 技 術 対

話の実施状

況 

累計 10 件 

・オープンキャンパスでの研究見学会、東北大学青葉山キャンパス、2011.7.27,28. 一般対象、 50

名程度、当該研究課題を含めた研究室の紹介。 

・片平祭りでの研究見学会、東北大学片平キャンパス、2011.10.8,9.一般対象、50 名程度、当該研

究課題を含めた研究施設の紹介と研究材料の展示。 

・高校生の実習、東北大学青葉山キャンパス、2011.8.20,27, 9.17,24.高校生対象3名、細胞塊から

遺伝子の抽出方法と逆転写リアルタイムＰＣＲの実習。 

・オープンキャンパスでの研究見学会、東北大学青葉山キャンパス、2012.7.30,31.一般対象、 50

名程度、当該研究課題を含めた研究室の紹介。 

・高校生の実習、東北大学青葉山キャンパス、2012.9.8~10.27. 高校生対象 4 名、ＥＳ細胞を含む

動物細胞のパターン培養の実習。 

・平成24年度産学官フォーラム講演会in名古屋「バイオセンシングの現状と今後の課題」, 名古屋

大学 ES 総合会館 ES ホ－ル, 2012．7．14. 参加者数: 62 人; 内容: 生物機能の理解につながる

革新的なバイオセンシングツール・バイオデバイスの開発に関する研究紹介の演者の一人として参

加（主催: 電気化学会, 世話人: 大河内美奈（名古屋大）（次世代最先端研究代表）ほか） 

・オープンキャンパス 50 名程度、当該研究課題を含めた研究室の紹介(2013.7.30-31) 東北大学

青葉山キャンパス 

・中学生（23 名）見学と実習「幹細胞の培養パターンのデザイン」(2013.10.22) 東北大学青葉山キ
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ャンパス 

・高校生(37 名)講演と実習「酵素反応で幹細胞を染色する」(11.9.2013)仙台育英学園高校 

・高校生（4 名）実習「幹細胞のパターン培養」(2013.11.30~2014.1.26) 東北大学青葉山キャンパス

新 聞 ･ 一 般

雑誌等掲載 

計０件 

 

 

その他  

 

 

7． その他特記事項 

 

該当なし 


