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研究成果の概要（和文）：腫瘍内不均質性のダイナミクスを解明すべく、大腸がんマウスモデル再構成系におい
て、腫瘍培養細胞の皮下導入直前、導入１ヶ月後、３ヶ月後で細胞を採取し、C1 を用いて一細胞エキソームと
トランスクリプトームをシークエンスした。結果、皮下導入前後でDNA の多様性は減少する一方、RNA の多様性
は増大していた。さらに、RNA での多様性の増加は、新しいがん細胞分集団の発生と対応していた。その分集団
には、細胞増殖や上皮－間葉転換、さらに幹細胞に関する遺伝子発現が異なるという特徴があり、そのダイナミ
クスが解明できた。しかもこれらの結果が、転移定着や他の臨床項目と関連していることも示唆された。

研究成果の概要（英文）：To reveal heterogeneity dynamics of caner, we sampled single cells in a 
colorectal cancer mouse model right before, and 1 and 3 months after transplantation, and then used 
C1 to sequence both single-cell exome and transcriptome. We revealed that the heterogeneity of DNA 
decreased after transplantation, whereas that of RNA increased. This heterogeneity increase 
corresponded to the newly generated subpopulations of cancer cells. They had distinct features in 
markers such as cell proliferation, epithelial-mesenchymal transformation, and stem cell, and we 
revealed the dynamics of the feature change. We also found associations with metastatic colonization
 and a certain clinical factor. 

研究分野：バイオインフォマティクス
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１．研究開始当初の背景 
 
がん組織は均質ではない。細胞間で異なる病
理像を呈し、異なるマーカーを発現すること
もある。このような腫瘍内不均質性は、診断
や治療にも影響を与える。たとえば、腫瘍の
不均質性（多様性）の度合いが高いと、腫瘍
が悪性化しやすいという報告がある(Maley 
et al, 2006, Nat Genet)。また不均質性は、
がん細胞の薬剤耐性獲得のしやすさとも関
係があると示唆されている（Wang et al, 
2014, Nature）。 
 
申請者が総説で述べたように（加藤、医学の
あゆみ、2014）、腫瘍内不均質性はがん細胞
一つ一つの個性に由来すると考えられるた
め、細胞一つ一つの遺伝子の状態を検出する
一細胞シークエンスは、腫瘍内不均質性を解
明する強力な技術である。一細胞シークエン
スには、主に、一細胞トランスクリプトーム
技術と一細胞ゲノム技術がある。一細胞ゲノ
ム技術は、2011 年、当時申請者が所属して
いたコールド・スプリング・ハーバー研究所
において、flow cytometry と次世代シークエ
ンシングが組み合わされて開発された
（Navin et al, 2011, Nature）。この研究では、
乳がん組織 100 細胞の細胞一つ一つに対し、
シークエンス･データから染色体の区画ごと
に染色体コピー数が情報科学的に推定され、
コピー数パタンの類似性をもとに系統樹が
作成された。そこで発見されたことは、 
１．100 細胞は 4 つの異質な集団に分かれ、
いわゆる中間種のような集団は検出されな
かった。 
２．しかし集団内では細胞は互いによく似て
いた。 
３．以上からがん細胞の進化は徐々に進むも
のではなく、ある時急激に進化し平衡に至る、
いわゆる断続平衡進化に近いと推定された。 
 
がんは 1970 年代からダーウィン進化との関
連を示唆されていたが（Nowell, 1976, 
Science）、この技術によって初めて、直接的
観測を通したがん細胞進化の解明が可能と
なった。その後、幾つかのグループががんへ
の適用に関する研究を発表している（Hou et 
al, 2012, Cell; Hu et al, 2012, Cell; Li et al, 
2012, GigaScience; Zong et al, 2012, 
Science; Wang et al, 2014, Nature）。 
 
しかしながら、従来の研究ではコストや技術
の成熟度の問題から、ゲノムのみ、あるいは、
トランスクリプトームのみ、が解析されてき
た。 
 
２．研究の目的 
 
以上の背景を踏まえて本研究では、腫瘍内不
均質性のダイナミクスを解明すべく、大腸が
んマウスモデル再構成系において、一細胞ゲ

ノムとトランスクリプトームを両方、複数時
刻点にわたって測定する。それによって、時
刻によって変わるオミックス変化（主体とな
る変化は、ゲノム変化か、転写プログラムの
変化か、その全てか）や、がん細胞がどのよ
うに進化して発現を変えていくのかを明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
 
申請者の所属する国立がん研究センターの
筆宝義隆博士らは、最近ヒト大腸発がんの in 
vitroモデル系を確立した(Onuma et al, 2013, 
PNAS)。これはマウス正常腸管細胞の 3 次元
培養細胞に、いくつかのがん抑制遺伝子の働
きを止める小分子RNAを単独または組み合わ
せて導入し、短期間でヌードマウスに皮下腫
瘍を形成する系である。 
 
このモデル実験系において、APC をノックダ
ウンし、腫瘍培養細胞の皮下導入直前を対照
サンプルとして、導入１ヶ月後（腫瘍細胞間
での生存競争の開始時期）、導入３ヶ月後（腫
瘍発達時）の3時刻点で、細胞群を採取した。 
 
取得されたサンプルを、当センター新井康仁
博士の協力の下、微少流路を利用した細胞分
離器 C1 を用いて、１細胞に分離した。C1 に
よって、分離した細胞から DNA/RNA が自動的
に増幅される。 
 
増幅された一細胞の DNA/RNA に対し、当セン
ター柴田龍弘博士の協力の下、Illumina 
HiSeq によって、各測定点で約40 細胞の RNA, 
約 20 細胞の DNA をシークエンスした。DNA 
に関しては、経済的な効率性から、ゲノムで
はなくエキソームをシークエンスした。さら
に、正常組織、および皮下導入直前より前の
時刻における組織の、バルク DNA/RNA シーク
エンスデータを得た。 
 
得られたデータから、RNA に関しては、
Bowtie2 や RSEM を用いてTPM 単位の発現量
を算出した。また、DNA に関しては、まずバ
ルク DNA を cisCall によってコールし、そ
れと同じ位置の SNV を、パイル・アップデー
タを分析することでコールした。 
 
４．研究成果 
 
DNA 解析では各時点 20-30 細胞、RNA 解析で
は各時点40-50細胞のシークエンスに成功し
た。 
 
それぞれのシークエンスデータに対し、品質
チェックを行った。まず、DNA 解析では、一
細胞シークエンス解析により得られた塩基
配列情報の網羅性を検出するため、各時点の
全一細胞について、各座位でのマッピング情
報をもとに Lorenz curve 解析を実施した。



さらに、技術的なエラーを検出するための各
細胞の Allelic drop rate（ADO rate）の算
出など数理的分析を実施した。これら解析の
結果をふまえて、各時点で信頼性の低いサン
プルデータを排除することに成功した。 
 
また、RNA 解析では、検出された遺伝子数を
Bulk と全一細胞シークエンスの結果比較す
ることにより、正確性の低い細胞データの排
除を試みた。その結果、得られたリード数が
少ないにもかかわらず、検出される遺伝子数
が大きいサンプルが検出され、これらを除去
した。さらに、各時点において全一細胞デー
タから求められた発現量（TPM）の平均と Bulk
の TPM をプロットし、比較した。その結果、
全時点で相関係数0.9程度以上の高い相関を
示した。一細胞データをまとめたものは、
Bulk と同一の結果になると考えられるため、
これらサンプルデータは発現量解析に用い
ても問題がないと考えられた。 
 
得られた RNA の発現量データを元に、細胞間
で変動のある遺伝子の同定を行った。その結
果、分化に関わる遺伝子など、興味深い遺伝
子が同定された。また、時刻間で多様性が変
化する遺伝子を分析した結果、いくつかがん
関連遺伝子が関わっていた。また、大腸がん
に重要な遺伝子や分化マーカーの発現量の
細胞間変動および時刻変動を解析し、興味深
い結果を得た。RNA トランスクリプトームの
PCA 解析および多様性の時刻変化も計算し
た。さらに、ヒートマップ解析、細胞周期や
上皮－間葉系に関わる遺伝子の PCA 解析を
行った。 
 
DNA データに関しては、コールされた変異を
用いて細胞間の MDS（Multi-dimensional 
scaling）解析を行った。その結果を基に、
多様性解析も行った。 
 
バルクのデータから、バルク組織の発現量算
出、変異検出、さらにコピー数変化検出を行
った。これらのデータがヒト大腸がんのどの
特徴に近いかを、変異数密度やコピー数変化、
マーカー遺伝子の変異や発現量を分析し、さ
らに機械学習を行うことによって、同定した。 
 
解析の結果をまとめると、マウスの大腸がん
再構成系において、皮下導入直前・直後で DNA 
の多様性は減少するにもかかわらず、RNA の
多様性は増大するという、DNA/RNA 一細胞シ
ークエンスによって初めて分かる興味深い
結果を得た。さらに、RNA での多様性の増加
は、２つの新しいがん細胞分集団が発生した
ことと対応していた。これら２つの分集団に
は、細胞増殖や上皮－間葉系、さらに幹細胞
に関する遺伝子発現が異なるという特徴が
あり、それが時刻とともに変わっていくダイ
ナミクスを解明することが出来た。しかもこ
れらの解析が示唆する結果が、似た発現パタ

ンを分析することによって、ヒトの大腸がん
のある臨床項目と関連していることも発見
された。さらに、このダイナミクスと
metastatic colonization との関連も示唆さ
れ、上記の発見が臨床的にも意義のあること
が分かった。 
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