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シングルセルRNAシークエンス法を用いた新規抗癌剤耐性誘導遺伝子の探索と機能解析

Single-cell RNA-seq reveals the platinum resistance genes and  their function.
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研究成果の概要（和文）：マウス膀胱癌細胞株MBT2に蛍光蛋白質であるGFP遺伝子を導入した独自の細胞株を樹
立した。このGFPで標識したマウス膀胱癌細胞株を用いて正所性および異所性(皮下)膀胱癌モデルマウスを作成
した。このモデルマウスから得られた腫瘍塊から、GFPで標識したがん細胞を生きまま効率よく1細胞毎に回収す
るプロトコールを確立した。

研究成果の概要（英文）：We have introduced the green fluorescent protein (GFP), a novel fluorescent 
genetic reporter, into a mouse bladder tumor cell line (MBT2). We have established an murine 
orthotopic and subcutaneous bladder tumor model using the cell line. We have also developed an novel
 protocol to collect only tumor cells from bulk tumor.  

研究分野： 尿路上皮癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シングルセルRNAシークエンス法は腫瘍塊を形成する細胞集団の転写産物(RNA)を1細胞毎に網羅的に解析できる
画期的な技術であるが、実際の腫瘍塊を用いての解析では超えるべきハードルが多い。
本研究においては、GFP遺伝子を導入したマウス膀胱癌細胞株を用いて正所性膀胱癌マウスを独自に樹立、マウ
ス膀胱癌腫瘍塊から生きたまま腫瘍細胞のみを生きたまま効率よく1細胞毎に回収するプロトコールを確立し
た。
本研究は膀胱癌のみならず他癌のモデルマウスも含めて腫瘍塊の1細胞毎の解析を可能にする。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 転移・再発性尿路上皮癌における標準治療はシスプラチン(CDDP)を基盤とする多剤併用化学
療法である。しかし奏効率は低く、奏功した場合でも一時的であり多くの場合その後耐性化する。
この CDDP 耐性尿路上皮癌は難治性癌の一つであり、尿路上皮癌臨床における喫緊の課題である。
近年のシークエンス技術の発展に伴い、細胞形質を変化させる新たな遺伝子変異や、酸化ストレ
ス、低酸素刺激など、癌微小環境が促すエピジェネティック変化が腫瘍内で不均一に生み出され
ていることが明らかとなっている。我々は CDDP 抵抗性尿路上皮癌を克服する新規アプローチと
してこの腫瘍内不均一性(Intratumor heterogeneity; ITH)に着目した。同一腫瘍内に存在する
異なったトランスクリプトームを持つ複数の細胞集団が、化学療法の選択圧(Selective 
pressure)により、最も生存に適するサブクローンを生み出すことが示されている。CDDP 治療後
に生き永らえる癌細胞(サブクローン)が有する特徴およびその起源、もともと腫瘍内に存在す
るサブクローンなのか治療過程で新たに出現するのか、を明らかにすることが CDDP 抵抗性の克
服につながると考えた。細胞毎に異なる多様性を有する癌組織では、RNA シークエンス・マイク
ロアレイに代表される従来の細胞集団解析では明確な答えにたどりつくことはできなかった。
近年の１細胞毎にゲノム異常、トランスクリプトームを解析する技術の急速な発展により、単一
細胞毎に含まれる mRNA を DNA に変換・増殖させ、定量的に RNA をシークエンスする「シングル
セル RNA シークエンス」が可能となった。本研究では革新的技術であるシングルセル RNA シーク
エンスを用いて CDDP 耐性機構に寄与する治療標的を 1細胞レベルで明らかにする。 
 
２．研究の目的 
近年、１細胞毎にゲノム異常、トランスクリプトームを解析する技術が急速に発展している。

「シングルセル RNA シークエンス」は、単一細胞毎に含まれる mRNA を DNA に変換・増殖させ、
定量的な RNA シークエンスを可能とする革新的な研究手法である。細胞内に mRNA の 100 倍含ま
れる rRNA を避けて mRNA のみをシークエンスすることで、単一細胞の遺伝子発現量を網羅的に
計測する。本申請に先立つ先行研究で、CDDP 耐性尿路上皮癌における ITH の解明並びに１細胞
レベルでの治療標的探索を目的としてヒト尿路上皮癌 5637 細胞と、独自に樹立した CDDP 耐性
5637PR 細胞に対して、CDDP 耐性獲得前後の時間軸に沿ったシングルセル RNA シークエンスを行
った。この内、直接的な腫瘍形成を担う Protein-coding gene に着目した解析では、CDDP 耐性
獲得に伴い誘導される異なったトランスクリプトームを有する細胞集団が確認され、4種のライ
ブラリーデータを組み合わせた分析では、12 遺伝子の発現低下が CDDP 耐性の誘因に成り得る可
能性が示唆された。この 12 遺伝子を中心に、CDDP 治療が誘導する ITH 並びにシングルセルが示
すトランスクリプトームから、CDDP 耐性克服の分子基盤の確立を第一の目的とした。これまで
シングルセル解析は専ら in vitro のみで行われてきたが、in vitro では腫瘍細胞と免疫細胞や
線維芽細胞との真の相互関係は解析できない。そこで、得られた研究成果は in vivo (マウス腫
瘍モデル)で検証すべくプロトコールの確立を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 平成３０年度：先行研究で得られた、CDDP 耐性獲得前後の時間軸に沿うシークエンスライ
ブラリーデータから、CDDP 治療に伴い誘導される ITH 変化や CDDP 耐性獲得後に減少する特定の
遺伝子発現を同定した。先行研究のSiRNA法では、12標的遺伝子(ARL6IP1, CDKN3, COX7B, EIF3E, 
HES1, KRT17, LGALS1, MORF4L1, MT1E, PSMD1, TMA7, UQCR10)のうち 8遺伝子で、ノックダウ
ン後の有意な CDDP 耐性獲得を認めた。また、特定の SiRNA 法を組み合わせる事により、各々単
独でノックダウンさせた場合より CDDP 耐性が亢進することが確認された。この結果は CDDP 耐
性獲得には、複数遺伝子の発現変化が原因であることを強く示す。更に一部の標的遺伝子の発現
低下は、膀胱癌 TCGA データベース(Cancer Genome Atlas Research Network, Nature 2014)に
おいて有意に予後と相関した。これらのヒト膀胱癌細胞株を用いた検討で得られた結果の臨床
的妥当性を検討した。当院のヒト膀胱癌組織検体を用いて in situ hybridization および免疫
化学組織を用いて mRNA およびタンパク質レベルでの発現を検討した。 
 
(2) 令和１年度：In vivo においてシングルセル解析を行うべくプロトコールを検討した。実
際には、①マウス正所性および皮下腫瘍モデルを作成すること、②得られた腫瘍塊を 1細胞毎に
単離する、③単離したからなる細胞懸濁液か腫瘍細胞のみをソーティング、等超えるべきハード
ルは高い。この 1つ 1つの過程について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 平成３０年度：発現低下と CDDP 耐性の関連が示唆された 12 の標的遺伝子のうち、特に
COX7B に着目した。TCGA のデータベースにおいては COD7B が発現低下していると CDDP 治療後に
病勢が進行やすいことを確認した。膀胱全摘症例において、術前化学療法を施行した群では未施
行群と比較して COX7B の発現が低いことを免疫組織化学で確認した。同一症例において、膀胱癌
診断時の TUR 標本と化学療法後の膀胱全摘標本で COX7B の発現を比較したところ、化学療法後
では COX7B の発現が低下していることを免疫組織化学で確認した。 
 
(2) 令和１年度：マウス正所性および皮下腫瘍モデルを用いたシングルセル RNA シークエンス



の実験プロトコールを開発した。マウス正所性腫瘍および皮下腫瘍は当然ながら腫瘍細胞のみ
ならず免疫細胞、線維芽細胞といった様々な細胞が混在している。従って腫瘍塊にシングルセル
RNA シークエンスを適応する場合には、摘出した腫瘍塊から生きたまま 1細胞毎に単離、その後
腫瘍細胞のみを効率よくソーティングする必要がある。腫瘍細胞のみをソーティングするため
に、蛍光タンパク質 GFP を遺伝子導入したマウス膀胱癌細胞株 MBT2 を作成し、In vitro におい
て数世代の継代でも GFP の発現が維持されていることを確認した。次に GFP を導入した MBT2 を
用いてマウス正所性および皮下腫瘍モデルを作成し、摘出した腫瘍塊の腫瘍細胞では GFP が発
現していることを確認した。通常の複数の細胞腫瘍塊から単離された細胞は生存期間が短く、冷
凍保存した場合には解凍した際に死んでしまう細胞が多いことから効率よく回収できない。そ
こで最新のセルソーターおよびシングルセル解析装置である ICELL8®への良好なアクセスを確
保し、腫瘍塊から細胞を単離し、GFP2 を発現している細胞のみを回収できることを確認した。
同時に CD8 を始めとする免疫細胞も同じ腫瘍塊から単離できることも確認した。今後、この確立
された方法を用いて、正所性および皮下腫瘍モデルに薬剤投与を行い、時間軸に沿ったシークエ
ンスライブラリーの確立を試みる。 
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