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研究成果の概要（和文）：ゲノム変異やエピゲノム変化は細胞の分化やがん化に寄与する。細胞より抽出された
材料を対象にした現行のゲノム・エピゲノム解析では、経時的な観察が不可能なため、細胞の遷移状態を詳細に
捉えることができなかった。本研究課題では、細胞から漏洩する核酸を解析することで、細胞を破壊することな
く、培養細胞のゲノムやエピゲノム状態を経時的にモニタリングできる技術を開発することを目的とした。本研
究で実施した培養上清におけるcell-free DNAのコピー数は、核ゲノムのコピー数と概ね一致し、一部の細胞が
もつ異常を捉えるモザイシズムの検出も可能であった。

研究成果の概要（英文）：Genomic aberrations and alterations of epigenome are associated with cell 
differentiation and tumorigenesis. Current analysis for genome and epigenome after lysis of the 
cells is far from continuous observation of the status. We have established non-invasive assay by 
copy number analysis of cell-free DNA. The result was approximately close to DNA copy number 
analysis of genomic DNA obtained by lysis of the cells. We developed novel in silico tools to detect
 copy number mosaicism from results of the non-invasive DNA copy number analysis.

研究分野：ゲノム科学

キーワード： DNAコピー数　非侵襲的解析

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本方法は、細胞を破砕せずにDNA状態を解析でき、一部の細胞で生じる変化を捉えることができる。すなわち、
細胞培養中に生じるDNAコピー数変化を捉えられることから、再生医療用細胞の品質評価への応用が可能であ
る。また、研究に用いる初代培養細胞や細胞株の拡大培養における品質評価も可能となっており、学術的および
産業的に幅広い応用が期待できる。

※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 

近年のゲノムシークエンシングによって、がんを含む疾患に関係する点変異や DNA コピー数異

常が明らかとなっている(Collisson EA et al., Nature, 2014;  Waddell NP et al. Nature, 

2015; Wang K et al., Nat. Genet., 2014; Fuchsberger C et al., Nature, 2016 他)。現行の

ゲノム解析法では、抽出された DNA を用いるために経時的な細胞状態のモニタリングを行うこ

とが難しい。また、細胞集団の一部を用いて解析した場合、継続培養している細胞と解析対象の

細胞は同一であると断定できない。 

 最近、がん組織におけるクローン進化が示されており（Hunter KW et al, Nat Rev Cancer, 

2017）、細胞集団全体の理解のみならず、その中に存在する亜集団の解析、すなわち、がん組織

におけるモザイシズムをゲノムレベルで解析することが必須である。がん細胞集団にこのよう

なヘ不均質性がある場合、一部のサンプルを採取して解析する現行のゲノム解析では、サンプリ

ングされた解析対象に異常細胞が含まれていない可能性がある。 

 申請者は、世界初となる iPS 細胞から作製した細胞の移植において、ゲノム解析による細胞品

質の評価方法を確立した(Mandai, Watanabe et al., NEJM, 2017)。しかしながら、この解析で

も、実際に移植に用いた細胞と解析対象の細胞の同一性が担保されていない課題を抱えていた。

また、移植する細胞より膨大な数の細胞をこの解析のために用意した経験から、細胞を壊さずに

ゲノム解析をする方法の開発が急務となった。 

 

２．研究の目的 

解析対象の細胞を破壊することなく、そのゲノム状態を経時的にモニタリングできる方法の確

立が強く望まれている。そして、この手法を用いて、培養細胞系におけるがん化や細胞分化過程

などのゲノム変化を捉えることで、これまで未知であった細胞運命変化やがん化のダイナミク

スに迫ることが期待されている。本研究では、非侵襲的に培養細胞のゲノム状態を同時に解析す

る方法を開発し、経時的なゲノム変化を捉えるシステムを提供する。さらに、ゲノム状態が異な

る亜集団が示す細胞内モザイシズムを評価する。 

 

３．研究の方法 

（１）非侵襲的 DNA コピー数解析の手法の確立 

ヒト iPS 細胞株やがん細胞株の培養上清から cell-free DNA（解析対象）を回収し、並列シーク

エンシングを実施する。同時に細胞抽出液から得られたゲノム DNA（コントロール）のシークエ

ンシングも実施する。これらの DNA 断片のリード数から DNA コピー数を算出し、解析対象とコン

トロールの DNA コピー数を比較する。 

 

（２）自律的に DNA コピー数変化を判定する手法の開発 

DNA コピー数変化が生じるエッジ領域を検出するアルゴリズムを探索し、DNA コピー数変化領域

を自律的に検出する手法を開発する。そして、「10kbp の DNA コピー数異常を確実に捉える(高解

像度)」「DNA コピー数異常を持つ 10%未満の亜集団を捉える（モザイシズム）」「日常的に実験で

きるコストで行える」アッセイを目指す。 

 

  



４．研究成果 

まず、4種類のヒト iPS細胞株、5種類のがん細胞株に対して、従来法である細胞内ゲノム

DNA を用いて SNP アレイを用いた DNA コピー数解析を行った。そして、新しいアプロ

ーチとして培養上清から DNA(cell-free DNA, cfDNA)を回収し、ゲノムワイドに並列シー

クエンサーで解析することで、細胞を破砕せずに DNA コピー数を算出する試みを行った。

その結果、従来法と非常に高い一致がみられることを確認した。さらに、ヒト iPS細胞にお

いて、継代で DNAコピー数異常が増大するモデル細胞を用いて、モザイシズムの変化を捉

えられることも確認した。このことから、細

胞上清から得られた cfDNAで DNAコピー

数を算出する方法が実用的であると判断

し、培養上清より効率よく DNAを回収する

ために、複数の回収キットを比較し、得られ

た DNA の安定性を異なった温度や保存期

間で評価を行うことで、再現良く実験を行

う環境を整えた。 

次に、シークエンスリード量に基づいた

DNA コピー数を判定するために、数学的処

理の異なる複数のアルゴリズムを適用した。

その結果、いずれの方法でも、細胞株毎に

DNA コピー数の閾値を変える必要があるこ

とが明らかとなった。例えば、最適な binサ

イズや移動平均距離はサンプル毎に異なっ

ており、同じ解析条件でＤＮＡコピー数変化

を評価することができなかった。特にコントロ

ールにする細胞について、ゲノムの全領域でシ

ークエンスリードが均一に読まれていない場

合、定量性に乏しい結果となることが示され

た。DNA コピー数異常が見られるゲノム領

域にコードされる遺伝子を抽出するプログ

ラムを実装することで、ゲノム DNA及び細

胞から放出された DNA のコピー数を判定

し、両者の比較を行うことで、細胞を破壊せ

ずにDNAコピー数変化を捉えることができ

るワークフローを完成させた。これらの結

果、樹立方法などが異なる複数のヒト iPS細

胞について、継代を繰り返して変化する

DNA コピー数を非侵襲的な方法で捉えるこ

とが可能となった。 
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