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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトの乳がん組織を対象に単一細胞エピゲノム解析を行い、がんを構成
する細胞種やそのエピゲノムの不均一性について解析した。さらに、エストロゲン受容体モチーフの活性やその
標的遺伝子の腫瘍内不均一性に注目し、内分泌抵抗性との関連性について考察した。さらに、自験例とTCGA乳が
んコホートのデータを統合的に解析し、ER結合領域のアクセス性が低下しているがER発現は維持されている乳が
んサブグループを同定した。これらの結果から、乳がん細胞のエピジェネティックな不均一性が内分泌抵抗性や
予後不良と関連する可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, single-cell epigenomic analysis was performed on human breast
 cancer tissue to analyze the cell types constituting cancer and their epigenomic heterogeneity. 
Furthermore, we focused on the activity of the estrogen receptor motif and the intra-tumor 
heterogeneity of its target genes and discussed their relevance to endocrine resistance. 
Furthermore, an integrated analysis of data from autologous cases and the TCGA breast cancer cohort 
identified breast cancer subgroups with reduced accessibility of ER-binding regions but maintained 
ER expression. These results suggest that epigenetic heterogeneity of breast cancer cells may be 
associated with endocrine resistance and poor prognosis.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 乳がん　腫瘍内不均一性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エストロゲン受容体(ER)陽性乳がんは、世界で新規に診断される全乳がんの70%を占める。ER陽性乳がんにはER
シグナルを遮断する内分泌療法が著効するが、約20%の患者で治療後に再発する。本研究はER陽性乳がん患者に
はエピゲノムレベルでの多様性が存在することを明らかにしたが、それが将来の治療抵抗性を予測しうるもので
あれば、早期診断や早期治療介入といった応用が可能となる。

※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 
 
乳癌は腫瘍毎に生物学的特性が大きく異なるヘテロな疾患群であり、各症例に

最適な医療を提供するためには、より精密な症例の層別化と各々の病態の正確

な理解が必要となる。腫瘍の特性を精緻に記述するためには、腫瘍内の「個々の

がん細胞の機能的特性とその多様性の度合い」を正確にアセスメントすること、

かつ腫瘍を構成する「非がん細胞（免疫細胞や間質細胞等）の種類と割合」を正

確に測定すること、この 2 点が重要であると考えている。これを一度に可能と

するのが近年急速な技術革新が進んでいるシングルセル解析の手法であり、特

にシングルセル ATACseq（scATACseq）法は細胞種の同定や機能的特性の評価

に関するデータを低コストで安定的に取得できる画期的手法である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究を行う目的は、scATACseq 法を用いて乳癌検体から正確なデータを取得

することが現実的に可能か、また可能であるならばそれは臨床的に有用な情報

を持ちうるか、この 2 点を検証することである。初めに scATACseq 法を確立し

たのちに、以下の 3 点を明らかにする。 
①scATACseq 法により、腫瘍を構成するがん細胞の機能的特性とその多様性の

度合いを正確に記述することができるか 
②scATACseq 法により、腫瘍を構成する非がん細胞（免疫細胞、間質細胞など）

の種類や特性を評価・定量できるか 
③上記①②の情報を利用して、あるいは scATACseq データから直接、腫瘍の薬

剤応答性や転移能など腫瘍のふるまいを予測することは可能であるか 
 
３．研究の方法 
 

乳癌患者から手術により摘出した腫瘍組織を針生検で採取し、MACS dissociator

を用いて単一細胞へ分離した。分離した細胞に対して、BioRad の ddSEQ を用い

た droplet-based scATAC-seq 解析を適用した。 

さらに、独自に精製した Transposase にインデックス配列を付与することで、サ

ンプルのマルチプレキシングを可能にする dsciATAC-seq 法を確立（Lareau CA, 

et al., 2019, Nat Biotech）。この方法を先述の手術摘出検体に適用し、scATAC-

seq 解析を実施した。 

得られた scATAC-seq データの解析には、解析パッケージである snapATAC と

ArchR を使用した。各種のマーカー遺伝子の推定発現量と転写因子モチーフの解

析により、細胞種を同定した。さらに、癌細胞クラスターの同定を行い、症例間

の多様性および腫瘍内の癌細胞の不均一性についての分析を行った。 

 

 



４．研究成果 

 

本研究では、ヒトの乳がん組織を対象にシングルセル染色体アクセシビリティ

プロファイリングを行った。16 症例の乳がん組織（Luminal 型 11 例、Luminal-

HER2 型 1 例 HER2 陽性型 1 例、トリプルネガティブ型 3 例）から scATAC-seq 解

析を実施し、12,452 細胞のクロマチンアクセシビリティプロファイルを取得し

た。このプロファイルに基づき、25 の細胞クラスターを同定した。各種マーカ

ー遺伝子の推定発現量や転写因子モチーフ解析から、癌細胞、繊維芽細胞、内皮

細胞、白血球、T細胞、B細胞などの細胞種を同定した。 

上皮細胞のみを抽出し再度クラスター解析を行い、18 種類の細胞クラスターを

同定した。ほとんどが単一の症例由来であることから、症例間の強い多様性の存

在が示唆された。遺伝子活性、モチーフエンリッチメント、遺伝子発現プロファ

イルを評価することで、各癌細胞種の特性は記述可能であった。 

次に ERモチーフの活性やそのターゲット遺伝子の腫瘍間ならびに腫瘍内の不均

一性についても解析したところ、単一の ER 陽性症例検体において、ER 結合モチ

ーフへのアクセス性が異なる２つの細胞集団の存在を確認した。そのうち ER 結

合モチーフのアクセス性が低下している細胞集団では、乳がんの内分泌抵抗性

に関与している転写因子 GRHL2 結合モチーフのアクセシビリティが上昇してい

ることが明らかとなった。さらに GRHL2 結合モチーフを持つ遺伝子転写制御領

域（CREs）の活性は、内分泌抵抗性、転移、治療予後不良に関わる遺伝子領域の

活性と相関していることが示された。以上より、がん細胞のエピゲノムの不均一

性が乳がん患者の内分泌抵抗性や予後不良と関連する可能性が示唆された。 

また上記 scATAC-seq で得られたデータを活用し、自験例 42 例の手術検体の

ATAC-seq データと、TCGA 乳がんコホートの 45 例の ATAC-seq データに対して

deconvolution を実施し、がん細胞からのシグナルを濃縮したデータを作製した。

そこから得られた CRE プロファイルにより ER陽性検体は 3つのサブグループに

分類され、そのうちの一群は ER 自体の発現や ER 標的遺伝子の発現は維持され

ていたが、ER結合領域のアクセス性が低下していた。同様のサブグループはTCGA

乳がんコホートでも観察された。以上より、ER 発現は低下していないが ER 結合

領域のアクセス性が低下している症例、すなわち診療で用いられる ER の染色で

は識別できない症例群の存在が明らかとなった。 

これらのことから、乳がんにおいては、乳がん細胞のエピジェネティックな腫瘍

間ならびに腫瘍内不均一性を評価することの重要性が示唆された。 
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