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細胞集団の不均一性	
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(Set 1: Quartz-Seq, n = 12)
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これから1細胞RNA-‐seqを始める方へ	  
〜Quartz-‐Seqの内容紹介・導入〜	



1細胞RNA-‐seqを行うにあたって	

１．1細胞でやる意義・評価系・検証系（実験デザイン）	  
	  
２．1細胞実験の環境コントロール	  
	  
３．1細胞RNA-‐seq法（Quartz-‐Seq）の導入	  
	  
４．1細胞採取方法の導入	  
	  
５．アップデート	  
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４．1細胞採取方法の導入	  
	  
５．アップデート	  



hZp://blog.hackingisbelieving.org/2013/05/1rna-‐seq-‐quartz-‐seq-‐sasagawa-‐y-‐and.html	

実験デザイン	

１細胞RNA-‐seqが威力を発揮しうる分野	  
	  
評価系の概要、検証系の導入のススメ	  
	  
Quartz-‐Seqの導入の流れ	  
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hZp://bitesizebio.com/arIcles/10-‐ways-‐to-‐work-‐rnase-‐free/	

一般的なRNAの取り扱い注意10項目	

1.  Clean	  everything	  
2.  Treat	  your	  soluIon	  
3.  Designate	  a	  workspace	  
4.  Use	  barrier	  Ips	  
5.  Wear	  gloves	  and	  a	  lab	  coat	  
6.  Bake	  your	  glasswear	  
7.  Isolate	  RNA	  using	  a	  method	  that	  

eliminates	  endogenous	  RNase	  
8.  Use	  RNase-‐free	  enzymes	  
9.  Use	  an	  RNase	  inhibitor	  
10. Store	  RNA	  in	  ethanol	  
11.  	  Be	  completely	  paranoid,	  work	  as	  

far	  away	  from	  your	  colleagues	  as	  
possible,	  and	  shower	  in	  RNaseZAP	  
five	  Imes	  per	  day	



試薬ストック・反応液・使用する消耗品に	  
RNaseや意図しない核酸をコンタミネーションさせないこと	

1細胞レベルのRNAの取り扱いで	  
気をつけていた点	

だって相手は10	  pg	  total	  RNA	

独立して、6/6導入に成功	



RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

作業者自身	

空気中の浮遊物	  
(オープンエアでの	  
エアロゾル飛散)	  

主なRNaseの汚染源	

バイオロジカルサンプル	

hZp://www.kenq.net/ill/	



RNaseコンタミ　事例1	  
〜PCRチューブにコンタミしていた例〜	

A:	  RNase除去スペースで管理していた	  
　　PCRチューブ	  (適正管理)	  
	  
B:	  RNase除去スペース以外で管理していた	  
　　PCRチューブ	  (不適正管理)	  
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プロトタイプ法による増幅cDNA	



RNaseコンタミ　事例2	  
〜試薬にコンタミさせていた例〜	

C D

C:	  マスター試薬にコンタミ	  (不適正管理)	  
	  
D:	  ポジコン試薬	  (適正管理),	  ポジコンcDNA	  
	  
E:	  RNaseのコンタミ	  (不適正手技)	  

Quartz-‐Seq法による増幅cDNA	

この試薬セットはもう二度と使えない	

E D



実験環境・試薬等の適正管理	

実験手技	

失敗リスクを低減	



実験環境・試薬等の適正管理	

実験空間	  
クルードサンプルと物理的に区切られたベンチを推奨。RNase	  除去試薬で十分に除去する。	  
部屋の用意が難しい場合は局所的にクリーンブースを用意することを推奨。	  
	  
実験機器	  
全ての実験機器をRNase除去試薬で処理。	  
他の実験特にnuclease	  を扱う実験とは分けたほうが良い。専用にするのがベスト。	  
	  
試薬・消耗品の管理空間	  
RNase	  除去試薬で十分に除去した閉鎖空間に保存する。	  
	  
実験への配慮の伝達	  
実験中に実験者の周りでマスク無しでの会話を禁止。	  
RNase除去空間（実験空間および試薬・消耗品の管理空間）へのグローブ無しでの非接触。	  
実験者が積極的にラボメンに伝えることはもちろん、ラボ（PI）の支援・配慮が必要。	  



実験環境・セットアップの適正管理	

実験空間	  
クルードサンプルと物理的に区切られたベンチを推奨。RNase	  除去試薬で十分に除去する。	  
部屋の用意が難しい場合は局所的にクリーンブースを用意することを推奨。	  
	  
実験機器	  
全ての実験機器をRNase除去試薬で処理。	  
他の実験特にnuclease	  を扱う実験とは分けたほうが良い。専用にするのがベスト。	  
	  
試薬・消耗品の管理空間	  
RNase	  除去試薬で十分に除去した閉鎖空間に保存する。	  
	  
実験への配慮の伝達	  
実験中に実験者の周りでマスク無しでの会話を禁止。	  
RNase除去空間（実験空間および試薬・消耗品の管理空間）へのグローブ無しでの非接触。	  

適正管理部屋	  バイオロジカルサンプル部屋	

クリーンブース&RNase除去済み	  

or	  

RNase	  除去済み	  



実験環境・試薬等の適正管理	

実験空間	  
クルードサンプルと物理的に区切られたベンチを推奨。RNase	  除去試薬で十分に除去する。	  
部屋の用意が難しい場合は局所的にクリーンブースを用意することを推奨。	  
	  
実験機器	  
全ての実験機器をRNase除去試薬で処理。	  
他の実験特にnuclease	  を扱う実験とは分けたほうが良い。専用にするのがベスト。	  
	  
試薬・消耗品の管理空間	  
RNase	  除去試薬で十分に除去した閉鎖空間に保存する。	  
	  
実験への配慮の伝達	  
実験中に実験者の周りでマスク無しでの会話を禁止。	  
RNase除去空間（実験空間および試薬・消耗品の管理空間）へのグローブ無しでの非接触。	  

RNA用	 RNA・DNA用	 RNA・DNA・バイオサンプル用	



実験環境・試薬等の適正管理	

実験空間	  
クルードサンプルと物理的に区切られたベンチを推奨。RNase	  除去試薬で十分に除去する。	  
部屋の用意が難しい場合は局所的にクリーンブースを用意することを推奨。	  
	  
実験機器	  
全ての実験機器をRNase除去試薬で処理。	  
他の実験特にnuclease	  を扱う実験とは分けたほうが良い。専用にするのがベスト。	  
	  
試薬・消耗品の管理空間	  
RNase	  除去試薬で十分に除去した閉鎖空間に保存する。	  
	  
実験への配慮の伝達	  
実験中に実験者の周りでマスク無しでの会話を禁止。	  
RNase除去空間（実験空間および試薬・消耗品の管理空間）へのグローブ無しでの非接触。	  

キャビネットワゴン	ガラス戸付き実験棚	プラスチック収納箱	

冷凍庫	 冷凍保存容器	

チップ・PCRチューブ	  
小機器など	  

酵素・試薬など	  



実験環境・試薬等の適正管理	

実験空間	  
クルードサンプルと物理的に区切られたベンチを推奨。RNase	  除去試薬で十分に除去する。	  
部屋の用意が難しい場合は局所的にクリーンブースを用意することを推奨。	  
	  
実験機器	  
全ての実験機器をRNase除去試薬で処理。	  
他の実験特にnuclease	  を扱う実験とは分けたほうが良い。専用にするのがベスト。	  
	  
試薬・消耗品の管理空間	  
RNase	  除去試薬で十分に除去した閉鎖空間に保存する。	  
	  
実験への配慮の伝達	  
実験中に実験者の周りでマスク無しでの会話を禁止。	  
RNase除去空間（実験空間および試薬・消耗品の管理空間）へのグローブ無しでの非接触。	  
実験者が積極的にラボメンに伝えることはもちろん、ラボ（PI）の支援・配慮が必要。	  

コンタミ対策	   承知	



実験手技	

RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

RNase

作業者自身	

マスク	

グローブ	

キャップオープナー	

ロボット	

hZp://www.nikkyo-‐tec.co.jp/	



実験手技	

実験者装備	  
マスク・手袋必須。	  
手袋のリユースはまったくおすすめしない。	  
袖口がだぶついて、実験台などに接触するような服を避ける。	  

マスク	

グローブ	

キャップオープナー	

口・手が	  
RNaseコンタミの	  
最大のリスク源。	



実験手技	

実験者装備	  
マスク・手袋必須。	  
手袋のリユースはまったくおすすめしない。	  
袖口がだぶついて、実験台などに接触するような服を避ける。	  

マスク	

グローブ	

キャップオープナー	

袖口も注意。	  
気が付かないうちに	  
実験台につき	  
RNaseを広げないように注意。	  
	  
対策としては腕をまくって、	  
長めのグローブを使うのもいい。	



試薬ストック・反応液・使用する消耗品に	  
RNaseや意図しない核酸をコンタミネーションさせないこと	

1細胞レベルのRNAの取り扱いで	  
気をつけていた点	



1細胞RNA-‐seqを行うにあたって	
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２．1細胞実験の環境コントロール	  
	  
３．1細胞RNA-‐seq法（Quartz-‐Seq）の導入	  
	  
４．1細胞採取方法の導入	  
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Quartz-‐Seqプロトコルダウンロードできます。	

ACCC,	  BiT,	  Protocolsでググるとでてきます。	

hZp://bit.accc.riken.jp/protocols/	


