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研究成果の概要（和文）：1)卵巣がん組織の1細胞RNA-seq解析を行い、腫瘍組織中にがん幹細胞様の遺伝子発現
パターンを呈する新規の細胞群を見出した。2)膠芽腫幹細胞の血清分化誘導系の1細胞RNA-seq解析を行い、膠芽
腫がん幹細胞の分化を制御する因子を見出した。3)我々が独自に開発した分子標的薬を投与した担がんマウスの
腫瘍を1細胞RNA-seq解析に供したところ、腫瘍中の免疫細胞が抗腫瘍性に変化していることが明らかになった。
4)脱アセチル化酵素SIRT2が膠芽腫幹細胞の造腫瘍能に重要であることを明らかにした。5)大腸がん細胞の転移
に重要な新規non-coding RNA CALICを見出し、その機能を解析した。

研究成果の概要（英文）：1) We performed single cell RNA-seq (scRNA-seq) analysis of ovarian cancer 
tissues and identified a novel stem cell population common to four histologic types of ovarian 
cancer. 2) We identified genes that regulate serum-induced differentiation of glioblastoma stem 
cells. 3) scRNA-seq analysis of tumors from tumor-bearing mice treated with a new molecularly 
targeted drug developed in our laboratory revealed that the immune system in the tumor 
microenvironment is modulated to suppress tumor growth. Moreover, we have identified and 
characterized genes involved in the tumorgenicity of glioblastoma and colon cancer cells. We found 
that 4) the histone deacetylase SIRT2 is critical for the tumorgenicity of glioblastoma stem cells 
and 5) a novel long non-coding RNA, termed CALIC, plays an important role in colon cancer 
metastasis.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 1細胞RNA-seq　がん微小環境　腫瘍内不均一性　がん　がん幹細胞　造腫瘍能　non-coding RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、組織を構成する細胞の多様性とその多様性の創出機構の分子基盤を解明するために1細胞RNA-seq解
析を積極的に活用して進めてきた。その結果、従来のバルクの解析では見出すことが難しかったがん幹細胞の維
持に重要な遺伝子の同定や同一組織内でのがん細胞の分化（EMTなど）過程の可視化、がん組織の進展に重要な
新たな細胞集団の同定など、1細胞解析だからこそ可能な新規の知見を多数見出すことができた。また、がん細
胞、がん幹細胞の造腫瘍能に重要な遺伝子を見出し、その機能を明らかにした。本研究によって、がんの本質の
理解が進み新しいがんの治療法への道筋が開かれることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
組織は、多種多様な細胞から構成される特定の機能を有する集団（細胞群）の相互作用による

密接な連携によって、組織に特徴的な生理作用の発現を可能としている。近年の 1 細胞技術の発
達により、同じ細胞群に属する個々の細胞も多様性を有していることが明らかとなり、この多様
性が組織の構築、生理作用の発現、さらには環境ストレスなど外部刺激に対する頑健性や機能恒
常性の維持などに重要であると考えられるようになってきた。1 細胞 RNA-seq（scRNA-seq）は
1 細胞の遺伝子発現プロファイルを取得する手法で、細胞の置かれている環境やその機能の推定
を可能とし、細胞の特徴（個性）を定義するのに適している。実際、scRNA-seq によって個々の
臓器を構成する細胞をカタログ化し、時空間的にマッピングするプロジェクトも進められてい
る（Zeisel A et al., Science 2015; Lake BB et al., Science 2016）。申請者が、性質のことなる 3 つの細
胞株（がん幹細胞、分化したがん細胞、正常細胞）を scRNA-seq によりクラスタリングしたとこ
ろ、明確に 3 つの細胞群に分かれた。さらに、幹細胞について再クラスタリングしたところ、が
ん幹細胞は 4 つの特徴的な遺伝子発現パターンをもつ細胞群から構成されていることを見出し
た。このような知見は、従来の多細胞の RNA-seq によって得ることは不可能である。本研究で
は、（１）ヒト膠芽腫などのがん細胞株、がん組織などを対象に scRNA-seq を行い、遺伝子の発
現プロファイルから個々の細胞の特徴づけと細胞群としての機能情報を取得する。さらに、（２）
組織として機能するために重要な細胞間、細胞群間の相互作用を探索し、その分子基盤を解明す
る。（２）については、申請者らの長年のがん幹細胞の研究での知見を活かすために、幹細胞に
着目する。また、（３）上記（１）と（２）を基に数理解析し、組織の多様性構築機構や頑健性、
恒常性の維持についてモデルを構築し、その基本法則を見出す。モデルの構築によって、１つの
細胞の機能不全や細胞間相互作用の破綻などが組織全体の機能に及ぼす影響をシミュレーショ
ンすることが可能となる。このようなモデルの構築は前例がなく、細胞の多様性創出機構や生体
構築機構の解明といった基礎生命科学、さらには創薬や再生医学への応用など多方面への波及
効果が見込まれる。これまでにも、個々の細胞に対する数理解析によって、遺伝子の発現が周期
性を有しており、周期の停止が細胞の分化を誘導する例（Imayoshi I et al., Science 2013; Shimojo 
H et al., Genes Dev. 2016）やタンパク質の局在の周期性が転写活性に影響を与える例（Ohshima D 
and Ichikawa K, PLoS One 2014）など、数理科学のアプローチによって新たに生命現象を説明す
る周期性などのキーワードが見出されている。本研究では、細胞と組織の構築・機能の関係を 1
細胞ごとの遺伝子発現プロファイルから数理科学的手法によってアプローチし、生物学のみで
は見出すことが難しい、生命現象を記述するのに必要な新規の因子や法則性、基本原理の発見を
目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究では、膠芽腫、大腸癌、卵巣癌などの腫瘍細胞・組織を用いて 1 細胞 RNA-seq（scRNA-

seq）を行い、組織を構成する細胞群を時空間的に分類し、組織構築や組織として有する機能恒
常性の維持、環境ストレスなどに対する頑健性の分子基盤を 1 細胞レベルで解明する。そのため
に、組織を構成する細胞について 1 細胞ごとの遺伝子発現プロファイルを取得し、細胞間相互作
用や細胞が置かれている環境について各細胞の遺伝子の発現変動から解析する。各組織の構築
や応答に組織幹細胞が重要な役割を果たしており、個別の組織幹細胞に関する研究も先行して
いることから、腫瘍組織の多様性構築や環境への応答を解析するにあたって、特にがん幹細胞に
着目して研究を進めることとする。このように scRNA-seq のデータからがん組織の構築や多様
性、機能的恒常性の維持に関わる細胞群の同定（未知の細胞群や分化過程の細胞など）やその相
互作用を数理科学の手法を用いて明らかにするとともに、その機能に重要な分子伝達経路、ハブ
となる遺伝子を探索し、分子レベルでの機能解析を進める。さらに、これらの情報を統合し、組
織の多様性構築機構や頑健性、恒常性の維持についての数理モデルを構築する。本研究により、
腫瘍細胞の多様性創出機構の理解が飛躍的に進むと同時に、創薬への新しい手がかりが得られ
ると考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）1 細胞 RNA-seq のデータ解析手法は発展途上であり、日進月歩で様々なツールが報告され
ている。また、解析基盤の共通化は安定した結果を取得するために必須と考えられる。そこで、
1 細胞 RNA-seq の解析パイプラインについて検討する。 
（２）卵巣がんの腫瘍内多様性を創出する分子基盤の解明を目指して卵巣がん組織を対象とし
た 1 細胞 RNA-seq を行う。卵巣がんの 4 つの組織型に共通して存在する細胞の性質に着目して
解析を行い、Trajectory 解析、GSVA 解析などの手法によって卵巣がん幹細胞の同定を目指す。 
（３）がんを構成しているがん細胞は多様であり、ごく少数の強い造腫瘍能と多分化能を有する
「がん幹細胞」が存在していることがわかっている。化学療法や放射線治療によって一時的にが
んが小さくなってもまた再発してしまうのは、大部分のがん細胞を殺すことができても、少数の
がん幹細胞が生き残ってしまうためだと考えらえている。そこで、私達は、膠芽腫検体からがん
幹細胞の性質を維持した状態の細胞（膠芽腫幹細胞）を樹立した。この膠芽腫幹細胞は血清を添



加して分化を誘導すると造腫瘍能が失われる（血清分化モデル）ため、血清添加によって変動す
る遺伝子の中にバルクの RNA-seq では捉えることができない、ごく小数の細胞で発現が変化し
ている遺伝子の中に膠芽腫幹細胞の造腫瘍能や未分化性の維持に重要な遺伝子が含まれている
のではないかと考えられた。新たな幹細胞の造腫瘍能や未分化性の維持に重要な遺伝子の同定
を目指して、血清分化モデルの 1 細胞 RNA-seq 解析を進める。 
（４）mRNA の安定性を制御する RNA 結合タンパク質 D8 は、我々が独自に見出した新規の分
子標的であり、当該分子を標的とした極めて活性の高い一本鎖アンチセンス核酸（D8 アンチセ
ンス核酸）の開発に成功している。そこで、次世代がん医療創生研究事業にて D8 アンチセンス
核酸による D8 を標的とした治療薬の開発を進めたところ、D8 アンチセンス核酸はすい臓がん
などの難治性がんに対して抗腫瘍効果を示すこと、さらには、抗 PD-L1 抗体やゲムシタビンと
の併用によって高い相乗効果が認められることが明らかになった。また、D8 の発現を shRNA に
よって恒常的に抑制した細胞を免疫不全マウスに移植すると、造腫瘍能の顕著な低下が認めら
れた。そこで、D8 の抗腫瘍効果や抗がん剤との併用効果における作用機序の解明を目指して 1
細胞解析を行う。 
（５）膠芽腫幹細胞の造腫瘍能の維持や増殖に重要な遺伝子を同定するために、膠芽腫幹細胞を
用いて RNAi スクリーニングを行った。その結果、脱アセチル化酵素 Sirtuin 2 (SIRT2)がグリオ
ブラストーマ幹細胞の造腫瘍能の維持や増殖に必須なことが明らかになったので、SIRT2 の標的
分子を同定して、その分子機構を解明する。 
（６）がん組織を構成する癌細胞の中には、転移能の高いがん細胞や薬剤耐性能の高い癌細胞な
ど様々なものが存在する。そこで、転移能の高い癌細胞で高発現し、転移に重要な役割を果たし
ている遺伝子の同定とその作用機序の解明を行う。大腸がん細胞による肺転移モデルマウスを
用いて転移巣の元の細胞との遺伝子発現比較解析を行った結果、転移巣で有意に発現が亢進し、
がん細胞の運動や転移を制御する新規長鎖ノンコーディング RNA (lncRNA) CALIC (Cancer 
metastasis-associated long intergenic non-coding RNA)を見出したので、CALIC の結合タンパク質の
同定を足がかかりにして、大腸がんの転移における CALIC の機能を明らかにする。 
（７）多くの大腸がんでは Wnt/c-Myc シグナル伝達経路が亢進している。この Wnt/c-Myc の標
的分子を探索することにより、DNA メチル化酵素 UHRF1 を同定したので、UHRF1 による大腸
がん発症の分子機構を、RNA-seq による遺伝子発現解析、MS 解析による結合タンパク質の同定
やプロモーター解析などによって解明する。 
（８）卵巣明細胞がんは多様性に富み治療抵抗性が高いため予後不良である。そのため、新たな
治療方法の開発が求められている。そこで、卵巣明細胞がん細胞株に対する CRISPR/Cas9 スク
リーニングを行い、卵巣がんの増殖に必須な遺伝子を同定し、その機能を解析する。 
 
４．研究成果 
主に腫瘍組織に対する 1 細胞 RNA-seq により、多様な腫瘍組織中の細胞を分類し、がん幹細胞
の同定や造腫瘍能に重要な遺伝子の同定を目指した。また、薬剤によるがん微小環境の変化につ
いて解析した。さらに、がん細胞やがん幹細胞の造腫瘍能や転移などに重要な遺伝子を同定して
その機能解析を進め、以下の結果を得た。 
（１）中戸隆一郎博士（東京大学定量研）との共同研究により Trajectory 解析や細胞間相互作用
解析などの様々なツールを精査し、1 細胞 RNA-seq の解析に有用なツールを組み込んだ解析パ
イプラインを docker にて構築した。これにより、統一した解析環境と動作が保証された 1 細胞
解析用ツールの使用が可能になった（https://hub.docker.com/r/rnakato/singlecell_jupyter）。 
（２）卵巣がんの 4 つの組織型（明細胞がん、漿液性がん、類内膜がん、粘液性がん）のうち 3
組織型（粘液性がん以外）を含む延べ 16 検体について 1 細胞 RNA-seq による解析を行った。各
細胞の運命方向について Velocyto（La Manno G, et al. Nature. 2018）を用いて解析したところ、あ
る細胞群を中心に 3 つの方向に分岐することが示唆された。さらに、それぞれの運命方向につい
て遺伝子発現の変化を解析した結果、間葉系、上皮系、増殖期の細胞群に分化している可能性が
見いだされた。また、分岐の中心に存在する細胞群は、他の細胞と比べて未分化性の維持に関わ
る遺伝子や薬剤排出に関わる遺伝子など多くの幹細胞でマーカー遺伝子とされる遺伝子の発現
が亢進している幹細胞系の細胞群であった。さらに、組織型によらず、いずれの検体においても、
幹細胞系、間葉系、上皮系、増殖期の特徴を持った細胞群が様々な比率で存在することが示唆さ
れた。次に、幹細胞系の細胞群から間葉系の細胞群に腫瘍細胞が分化しているかを検討するため
に Monocle2（Qiu X et al., Nature Methods. 2017）による Trajectory 解析を行ったところ、間葉系
の細胞群への分化が進むにつれ幹細胞系の細胞群で発現が亢進していた幹細胞のマーカー遺伝
子の発現が低下すると共に、TGF-β のターゲット遺伝子の発現が上昇していることが明らかと
なり、間葉系の細胞群は幹細胞系の細胞群から TGF-β シグナルによる EMT 誘導により生じてい
る可能性が示唆された。また、TGF-β のターゲット遺伝子の発現変動パターンから、間葉系の細
胞群には異なる 2 種類の細胞が存在することも明らかになった。 
（３）膠芽腫幹細胞の血清分化モデルの 1 細胞 RNA-seq 解析の結果、血清添加後 12 時間の時点
で、ほとんどの膠芽腫幹細胞は分化しており、時間経過とともに全く別の細胞群に変化している
ことが明らかになった。次に血清の添加によって分化した細胞をクラスタリングし、膠芽腫幹細
胞のクラスターと遺伝子発現パターンを比較したところ、バルクの RNA-seq では捉えられなか
った遺伝子の発現変動を見出すことができた。膠芽腫幹細胞においてこれらの遺伝子の発現を



抑制したところ、分化マーカー遺伝子の発現上昇が認められた。さらに、膠芽腫幹細胞において
恒常的に発現を抑制すると有意に腫瘍の進展が抑制される遺伝子を見出した。また、このデータ
を用いて中戸隆一郎博士（東京大学定量研）と共同研究を行い、新たな 1 細胞 RNA-seq の解析
手法を報告した。 
（４）D8 アンチセンス核酸を投与したマウスゼノグラフトの 1 細胞 RNA-seq 解析の結果、D8
アンチセンス核酸によって、1) インターフェロンγの発現が亢進、2) 抗腫瘍型マクロファージ
の増加 3) 好中球の増加、といった免疫チェックポイント阻害剤を投与した時に類似した腫瘍免
疫系の変化が起きることが明らかになった。さらに、興味深いことに D8 アンチセンス核酸を処
理した腫瘍組織中では、抗がん剤の併用効果に関係することが報告されている免疫細胞の割合
が減少しており、さらにその免疫細胞の浸潤・遊走を制御する分子を産生する細胞群の減少およ
び当該分子の発現量の低下が認められた。ゲムシタビンなどの抗がん剤単独の投与ではそのよ
うな変化は認められず、上記の腫瘍免疫系の変化は、腫瘍組織において D8 の発現を抑制したこ
とによって引き起こされたものと考えられた。D8 アンチセンス核酸の安全性は先行研究におい
て十分に確認されており、毒性が低く安全性が高い併用剤としての効果も大いに期待される。 
（５）p73 が SIRT2 の脱アセチル化の標的分子であり、p73 の脱アセチル化により転写活性が抑
制されることが腫瘍形成に重要であることを明らかにした。さらに MS 解析により、SIRT2 は
TAp73α（最もメジャーなアイソフォーム）にのみ存在する C 末の３つのリジン残基を脱アセチ
ル化することを見出した。SIRT2 の阻害剤は、正常細胞の増殖には影響をあたえないことから、
今後、SIRT2 を標的とした分子標的薬の創出が脳腫瘍の治療に貢献することが期待される。 
（６）CALIC の結合タンパク質を MS 解析により探索したところ、CALIC が RNA 結合タンパク
質 hnRNP-L と結合することが明らかになった。さらに、CALIC/hnRNAP-L 複合体は AXL （AXL 
Receptor Tyrosine Kinase）の発現を誘導することを見出した。CALIC は AXL のプロモーター領域
に選択的に結合し、hnRNP-L をリクルートすることで、がんの転移、浸潤、運動能、薬剤耐性等
に重要な役割を果たすことの知られている AXL の発現を促進することが示唆された。また、
CALIC や AXL の発現抑制によって肺や肝臓への転移が顕著に抑制された。これらのことから、
CALIC は hnRNP-L と結合して AXL の発現を誘導することで、がん細胞の運動能の向上や転移
の促進に寄与していると考えられた。CALIC はがん治療標的分子として有用である可能性があ
り、がん転移を抑制するための治療法開発への貢献が期待される。 
（７）UHRF1 が発現を制御する分子を探索するために、UHRF1 の発現を抑制した大腸がん細胞
の RNA-seq 解析を行ったところ、がん抑制遺伝子 TUSC3 を見出し、UHRF1 は TUSC3 の発現を
抑制することによって、がん細胞の増殖に重要な役割を果たしていることが明らかになった。さ
らに、UHRF1 による TUSC3 の発現制御機構について解析したところ、UHRF1 はヒストンアセ
チル化酵素 KAT7 と複合体を形成し、TUSC3 プロモーター領域のメチル化された H3K14 に結合
して KAT7 による H3K14 のアセチル化を阻害することによって、TUSC3 の発現を抑制している
ことが示唆された。大腸がん細胞の増殖における UHRF1-KAT7 によるヒストン修飾制御の重要
性が示された。 
（８）卵巣明細胞がんと正常卵巣上皮細胞に対してCRISPR/Cas9スクリーニングを行った結果、
RNA ヘリケース DHX38 が、がん細胞の増殖にのみ必須で正常細胞の増殖には影響を与えない
ことを見出した。卵巣細胞において DHX38 の発現を抑制すると顕著にアポトーシスが誘導され
た。さらに、この DHX38 の発現抑制によるアポトーシス誘導は、がん抑制遺伝子 p53 の状態に
依存しないことが明らかになった。DHX38 の発現を抑制したがん細胞を免疫不全マウスに移植
したところ、造腫瘍能の著しい低下が認められた。DHX38 を標的とした治療薬の開発によって
卵巣がんの治療に貢献することが期待される。 
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