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研究成果の概要（和文）：シングルセル遺伝子発現解析を行い、細胞分化過程で遷移する遺伝子発現を擬似的に
リアルタイムで観察し、(2)細胞分化の分岐点を同定することで、細胞の多様性を生み出す細胞の運命決定のメ
カニズムを明らかにすることを目的としシングルセルRNA-seqを実施した。時系列のATAC-seq及びバイオインフ
ォマティクスを含めた多層解析によって、心筋分化に寄与する新規の候補転写因子を同定した。さらに、遺伝子
発現状態の複雑さをエントロピーを用いて定量化することで胞の成熟度を測定する手法を開発し、相対的に成熟
した心筋細胞が特異的に発現する膜表面タンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Human pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes show promise for clinical
 application. To reach this potential, however, improved maturity and reduced cellular heterogeneity
 of in vitro differentiated cardiomyocytes is needed. Here, we addressed transcriptional 
heterogeneity in induced pluripotent stem cell (iPSC)-derived cardiomyocytes (iPSC-CMs) by 
single-cell RNA sequencing. We successfully defined differentiation states at the single-cell level 
and clarified heterogeneities in the gene expression patterns of iPSC-CMs, especially those cultured
 over long periods. We developed a novel maturation index to perform in silico sorting and score the
 maturation level of the cells. Additionally, we identified a new cell surface marker of mature 
iPSC-CMs by which we could enrich well-matured iPSC-CMs from a heterogeneous population of iPSC-CMs.
 Our single-cell RNA sequencing approach could help clarify variation of in vitro differentiated 
cells. 

研究分野： ゲノム科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒトは単一細胞である受精卵から発生し、数
百種類からなる約 60 兆個の体細胞へと分化
する。全てのヒトは同じ臓器を持つことから
わかるように、その分化は極めて厳密に行わ
れている。これまでに、マウスの in vivo の
解析から、多能性幹細胞から種々の細胞系譜
へどのように分化されるかを示すマップが
作製されてきた。ボディプランの過程で初期
胚は三胚葉に分化し、さらに種々の臓器を構
成する細胞へと分化する。そして、培養過程
で加える因子を変えることで、多能性幹細胞
から神経細胞や血液、心筋細胞などへ分化誘
導する in vitro の実験系が確立されてきたが、
分化を制御する分子メカニズムについて依
然不明なことが多い。例えば、途中まで同一
の分化経路をたどる血液細胞と心筋細胞の
分岐点を制御するメカニズムは明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（１）シングルセル RNA-seq に
よって、細胞分化過程で遷移する遺伝子発現
を擬似的にリアルタイムで観察し、（２）細
胞分化の分岐点を同定することで、細胞の多
様性を生み出す細胞の運命決定のメカニズ
ムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）iPS 細胞から血液細胞へ分化遷移状態

にある細胞のシングルセル遺伝子発現解析 
まず、iPS 細胞から内胚葉系細胞への分化
誘導を行い、分化遷移状態で濃度の異なる
分化誘導因子を添加することで血液細胞と
心筋細胞の各々が分化する条件を決定する。
血液細胞または心筋細胞へ分化する過程で
変化する遺伝子発現をシングルセル
RNA-seq で観察する。 
２）主成分分析による細胞サンプルの分化

系列への並べ替え 
iPS 細胞から造血幹細胞への分化過程にあ
る各シングルセル細胞の遺伝子発現状態を
主成分分析によって次元圧縮して表示する
ことで、分化度に従った細胞サンプルの並
び替えを実施する。既報にある分化マーカ
ーの発現との比較を行い、並び替えが妥当
であるか評価を行う。データ取得済みであ
る iPS 細胞から心筋細胞系譜への分化誘導
過程における遺伝子発現と同時に主成分解
析することで、心筋細胞と血液細胞の分化
分岐点の同定を試みる。 
３）バイオインフォマティクスを用いた心
筋細胞と血液細胞の分岐点の同定 
前年度で同定した分化分岐点における細胞
の遺伝子発現変化を詳細に解析する。血液
系細胞と心筋細胞の分化分岐点にある細胞
について、シングルセル RNA-seq のデー
タを用いたバイオインフォマティクスによ
って、各々の系譜へ分化し始める遺伝子発

現変化を捉える。具体的には、Gene Set 
Enrichment Analysis(GSEA)や Tukey 検
定を用いた統計解析等によって、二つの細
胞系譜に入り始めた細胞各々で特異的に発
現する遺伝子群の特徴を抽出する。 
４）分化制御に関わるゲノムワイドなエピ
ゲノム制御の解析 
分化分岐点で発現変動する遺伝子群につい
て、実験及びバイオインフォマティクスに
よって、上流シグナルを推測する。まず、
３）において変動する遺伝子群の上流に共
通して存在する転写因子結合部位（TFBS, 
transcription factor binding site）をバイ
オインフォマティクスによって探索し、分
化分岐点を制御するマスター因子を同定す
る。次に、分化分岐点でクロマチン状態の
異 な る 領 域 を 、 シ ン グ ル セ ル
ATAC-seq(Assay for Transposase 
Accessible Chromatin using sequencing)
を行い、オープンクロマチン状態の異なる
領域を検出し、その領域に存在する TFBS
から転写制御機構の推定を行う。 
 
４．研究成果 
シングルセル遺伝子発現解析を行い、細胞分化
過程で遷移する遺伝子発現を擬似的にリアルタ
イムで観察し、(2)細胞分化の分岐点を同定する
ことで、細胞の多様性を生み出す細胞の運命決
定のメカニズムを明らかにすることを目的とし
た。iPS細胞から心筋細胞へ遷移する過程で変化
する転写ダイナミクスを観察するために、分化
誘導後0，3，5，7，9，21，30日後の20個以上の
細胞に対してシングルセルRNA-seqを実施した。
さらにその転写制御機構を明らかにするために
時系列のATAC-seqを行うことでクロマチンが開
いている領域を決定した。バイオインフォマテ
ィクスを含めた多層解析によって、心筋分化に
寄与する新規の候補転写因子を同定した。さら
に、遺伝子発現状態の複雑さをエントロピーを
用いて定量化することで細胞の成熟度を測定す
る手法を開発した。その結果、分化誘導後21及
び30日目で観察される心筋細胞の成熟度の違い
をシングルセルレベルで描写することに成功し、
相対的に成熟した心筋細胞が特異的に発現する
膜表面タンパク質を同定した。この表面抗原を
指標に濃縮された細胞集団は電気生理的及び細
胞構造的に成熟した心筋細胞であることが示さ
れた。さらに本研究課題で開発したシングルセ
ル遺伝子発現解析の技術を用いて、臨床応用に
用いる網膜色素上皮細胞の性質をシングルセル
レベルで評価を行った。 
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