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研究成果の概要（和文）：シングルセル次世代シーケンス技術を検討しQuartz-seq法を用いることでシングルセ
ルから8000遺伝子の発現解析が可能になった。そこで、ソーターで分離したCTCをシングルセルRNA-seq解析を行
ったが、100前後の遺伝子しか検出されず、セルソーターを用いることでRNAの分解が促進されていた。このた
め、レーザー設定を変更し、細胞への損傷が少ないセルソーターで術後の乳がん組織から分離した細胞から生細
胞だけを分離精製した。その結果、1細胞から8000前後の遺伝子が検出され、白血球の混入などが詳細に解析出
来るようになった。

研究成果の概要（英文）：We investigated single-cell next-generation sequencing technology and found 
that the Quartz-seq method enabled us to analyze the expression of 8000 genes from a single cell. 
Therefore, we performed single-cell RNA-seq analysis of CTCs isolated by the sorter, but only about 
100 genes were detected, and RNA degradation was accelerated by using the cell sorter. Therefore, 
the laser setting was changed and only viable cells were isolated and purified from cells isolated 
from postoperative breast cancer tissues using a cell sorter with less damage to the cells. As a 
result, around 8,000 genes were detected from a single cell, allowing for detailed analysis of 
leukocyte contamination.

研究分野： 乳腺外科

キーワード： CTC　乳癌　RNA-seq　シングルセル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エストロゲンレセプター(ERα)陽性/HER-2陰性の転移・再発乳癌は、内分泌療法に対しほとんどの症例で治療抵
抗性を獲得しており、新たな治療法の開発は喫緊の課題である。原発巣から血流に流入した乳癌細胞は、転移再
発までの抵抗性獲得時点でのリアルタイムスナップショットとみなすことができる。このため再発患者の血中循
環腫瘍細胞（CTC）の全遺伝子を網羅的に解析し、初回手術時の原発巣の変異と比較検討し遺伝子変動を正確に
把握することが最も重要である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
近年、先進国の中で日本だけが急増している乳癌は、特に若年層において顕著であり、子育てや

就業など多くの面で深刻な問題を引き起している。このため乳癌の原因を解明するとともに早

急に治療法の確立が求められる。乳癌のサブタイプの一つである ERα陽性乳癌は、全乳癌の約 

70％を占める。ERαは、女性ホルモン（エストロゲン）によって活性化される核内受容体で、ホ

ルモン依存性乳癌の進行に深く関与する。転移・再発をきたした ERα陽性乳癌の内分泌療法剤

に対する感受性や、耐性機序には不明な点が多い。実臨床では、内分泌療法に治療効果がみられ

たとしても必ずや内分泌療法抵抗性を獲得し、さらなる転移巣を形成し、患者を死に至らしめる。

学術的「問い」は、転移・再発 ERα陽性乳癌患者の血液中を循環する癌細胞は、内分泌療法の治

療過程で、何らかの ERαの発現上昇に関与する遺伝子群の体細胞変異がおこり、結果的に ERα

の発現が変化（増強？抑制？）し内分泌療法剤に抵抗性を獲得しているのではないか？である。

これまでに我々は、乳癌において次世代シークエンサーを用いて 40 症例以上で全エクソン解析

を行い、ターゲットリシークエンス次世代シークエンス法で検証し 326 遺伝子で新規遺伝子変

異を解明した。これらの新規体細胞変異からパスウエイ解析を駆使し転写抑制因子の異常によ

る ERα発現調節メカニズムを明らかにした（日本分子生物学会発表済）。現在、1細胞解析技術

の検討を行い、多くの試薬キット等を検討した結果、locked オリゴを用いた微量 DNA 増幅後、

全エクソン領域のマルチプレックス PCR を組み合わせることで、1細胞レベルでの遺伝子解析が

初めて可能になった。エストロゲンレセプター(ERα)陽性/HER-2 陰性の転移・再発乳癌は、内

分泌療法に対しほとんどの症例で治療抵抗性を獲得しており、新たな治療法の開発は喫緊の課

題である。原発巣から血流に流入した乳癌細胞は、転移再発までの抵抗性獲得時点でのリアルタ

イムスナップショットとみなすことができる。我々は、これまで 40 症例以上の原発乳癌の全エ

クソン領域の次世代シーケンス解析を実施してきた。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、内分泌療法に抵抗性となった転移・再発乳癌患者を対象に、全身転移のシード

である血中循環腫瘍細胞（CTC）に 1 細胞解析技術を用いて、我々の先行研究（乳癌原発巣）で

見出した ERα発現上昇に関与する体細胞変異を検討することで、内分泌療法抵抗性獲得に関わ

る遺伝子変異を解明し、内分泌療法抵抗性乳癌の新規治療戦略を示すことである。内分泌療法抵

抗性を獲得した ERα陽性乳癌のバイオロジーの解明は非常に重要な課題であるが、これまでの

培養細胞では 2 次的に遺伝子変異が多数導入され治療には直結していない。また循環腫瘍 DNA

（ctDNA）は、原発巣および転移巣からアポトーシス、壊死および分泌のいずれかで放出された

血漿中の変異 DNA 断片で、癌診断マーカーとしての検討が行われているものの、リアルタイムに

転移に関与している細胞に由来するものではない。その点で、CTC は腫瘍組織から離脱して血中

に流入した状態の細胞であるため、内分泌療法抵抗性乳癌患者において、本当の意味での内分泌

療法抵抗性に直結した腫瘍細胞である。これらの細胞では個人間の遺伝子差による SNP と変異

を区別することが難しかった。我々は、原発乳癌組織と正常全血液の全エクソン遺伝子解析を完

了しており、SNP を明確に除外することができる。また、これまでの 1細胞増幅技術では、増え

やすい領域だけが増幅する増幅ムラや目的以外の遺伝子が認められ細胞プロファイルしか解明

できなかった。我々は、1細胞内でゲノムを微量増幅後に DNA を再精製し、全エクソン領域を増



幅させる多段階増幅技術を確立し正確にゲノム DNA を増幅させることに成功している。 

 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、独自に開発した 1細胞全ゲノム増幅法を用いて、次世代シークエンサーによる CTC

のゲノムエクソーム解析を行い、体細胞変異を同定し変異遺伝子発現細胞を用いて転移・再発乳

癌を再現し分子標的治療の候補分子を解明する。 

 

(1)1 細胞（CTC）の単離  

 内分泌療法に抵抗性となった転移乳癌患者 20 人の血液検体より CTC を採取する。濃縮過程で

は CTC が血球細胞より細胞径が大きいことを利用した物理学的手法として、CTC を血液中から簡

便・効率的に回収するフィルターキット(ScreenCell®）を用いる。フィルター上部に全血を添加

した状態でフィルター下部に真空採血管をセットすると、血液がフィルターを通って真空採血

管に引っ張られ、その過程で CTC がフィルター上に捕集される。回収した細胞を、PCR やシーケ

ンスなどの遺伝子的解析に使用するため、ゲノム DNA を抽出する。抗体を使用しないため、抗体

のターゲットとなる EpCAM の発現がほとんどない EMT 化した細胞も捕集可能と思われる。 

 

(2)1 細胞全ゲノムの増幅(Whole genome amplification:WGA) 

シングルセルからでも全ゲノム増幅は多くのキットが販売されているが、特定の領域だけ増 

幅されたり次世代シークエンス解析が出来るだけの DNA を増幅できる試薬はほとんどない。 

我々はシリコンバイオシステムのキットでゲノムが均一に増幅できることを確認した。 

その後、全エクソン領域をマルチプレックス PCR で増幅し、多段階 PCR で次世代シークエン 

スの解析に必要な DNA 量を確保できた。 

 

(3)次世代シークエンシングによる１細胞 DNA 配列エキソーム解析 

内分泌療法抵抗性乳癌患者の CTC の１細胞ゲノム解析を行い、原発巣と変異を比較すること 

で、ERα発現に関与する遺伝子に、どのような変異をもった細胞が、内分泌療法抵抗性の獲 

得、さらに内分泌療法抵抗性の乳癌細胞集団として転移に関わっているかを解析する。 

１細胞から増幅されたエクソン領域 DNA を 200bp 前後に断片化した後、DNA の両端に細 

胞を区別するため、バーコード配列を導入し各細胞毎の DNA ライブラリーを作成する。 

20 細胞毎に Next-seq(現有)で次世代シークエンス解析を行う。配列情報の解析は、現有す 

る CLC-bio 社製ソフトウェア Genomics Workbench を用い体細胞変異、挿入、重複等を検 

出する。その後、既知の SNP や、患者血液ゲノム DNA において検出された SNP を除外す 

る。検出された変異を患者自身の原発癌の変異と比較し、転移がん組織中の体細胞変異を 

IonS5（現有）によるターゲットリシークエンス法で確認する。我々は、これまで 5 台 

の次世代シークエンサーを使い、年間 500 サンプル以上の次世代シークエンス解析を行っ 

ており十分な実績を有している 

 
４．研究成果 
 

シングルセル次世代シーケンス技術を検討し Quartz-seq 法を用いることでシングルセルから

8000 遺伝子の発現解析が可能になった。そこで、ソーターで分離した CTC をシングルセル RNA-

seq 解析を行ったが、100 前後の遺伝子しか検出されず、セルソーターを用いることで RNA の分



解が促進されていた。このため、レーザー設定を変更し、細胞への損傷が少ないセルソーターで

術後の乳がん組織から分離した細胞から生細胞だけを分離精製した。その結果、一細胞から 8000

前後の遺伝子が検出され、白血球の混入などが詳細に解析出来るようになった。 

術後のサンプルによっては、全く生細胞が存在しないケースもあり、細胞を処理する過程で問題

がないか検証している。安定的に解析するためには、核を分離し核内の RNA を解析する方法への

変更を検討している。 
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