
遺伝子治療後の導入細胞及び導入細胞由来の子孫細胞の占有率、および導入細胞の特定細胞lineageへの
分化・補充貢献率の測定にsc-ddPCR法が有用である 
 

細胞のソーティングやゲノム抽出などの複雑な手順無しで1細胞毎に導入された遺伝子の有無を解析できる 
 

遺伝子導入細胞 / ゲノム編集細胞などを用いたシングルセル解析への応用も期待できます 
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  アデノシンデアミナーゼ欠損症（ADA欠損症）は、20番
染色体q13.11にあるADA遺伝子の変異が原因で発症
する原発性免疫不全症です。ADA欠損症は生後より重

篤な免疫不全状態を招きます。この疾患ではアデノシン
デアミナーゼの機能が失われているため、デオキシアデ
ノシンをデオキシイノシンに変換することができません。
この結果デオキシアデノシンのリン酸化産物であるデオ
キシアデノシン三リン酸(dATP)が細胞内に蓄積し未熟な

リンパ球の障害を引き起こしてしまいます。治療は酵素
補充療法（PEG-ADA）や造血幹細胞の移植が行われて

います。造血幹細胞を用いた遺伝子治療はこれらの代
替法として研究されてきました。 

  今回、国立成育医療研究センター 成育遺伝研究部 五
十嵐友香先生、内山 徹先生、小野寺 雅史先生らのグ
ループがMolecular Therapy Methods & Clinical 

Development誌でご報告されたアデノシン デアミナーゼ
欠損による重症免疫不全症（ADA-SCID）患者の遺伝子

導入造血幹細胞移植後におけるシングルセルドロップ
レットデジタルPCR法（sc-ddPCR法）の確立と幹細胞遺

伝子治療後の遺伝子導入細胞の生着率解析についてご
紹介します。 

図1 直接ドロップレット包埋によるシングルセルddPCR （sc-ddPCR）法の 

    原理 
      

    (A). ターゲット遺伝子が導入された細胞を含む細胞懸濁液をddPCR反 

    応液に加えてドロップレット作製することで、シングルセルでの解析を行 

    う。 (B). 1反応中に2,000細胞を加える事で1ドロップレット内に1細胞 

    が含まれる状態になる事を確認。 評価にはADA遺伝子とGFPを同時 

    発現するK562-AE細胞を使用。 (C).sc-ddPCRの結果。アデノシンデ 

    アミナーゼが導入された細胞(K562-AE)ではベクターとリファレンス遺 

    伝子両方の蛍光が得られている。 
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シングルセルドロップレットデジタルPCR法（sc-ddPCR法）の確立と幹細胞遺伝子治
療後の遺伝子導入細胞の生着率解析 




