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研究成果の概要（和文）：本研究は、非浸潤性乳管がん（Ductal Carcinoma in situ, DCIS）検体に対する
scRNA-seq解析を行うことで、DCIS組織中の不均一性を明らかにし、浸潤性乳管がん(IDC)への移行に重要ながん
細胞集団や遺伝子を同定した。加えて、”DCIS to IDC仮説”の検証を行った。
その結果、DCISに特徴的な遺伝子をシングルセルレベルで抽出することに成功した。さらにVARIED法を適用する
ことで、DCIS細胞はIDC細胞と比較して多様性に富む組織であることがわかったことから、DCIS to IDC仮説は不
均一進化モデルであることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In breast cancer, 25% of early detection is non-invasive ductal carcinoma in
 situ (DCIS). This study aimed to identify the expressional heterogeneity and the genes that 
regulate the transition to invasive ductal carcinoma (IDC) from DCIS tissues by single-cell RNA-seq 
analysis. Additionally, we developed VARIED analysis, which utilizes quantitative network topology, 
to reveal the expressional heterogeneity quantitatively for testing the "DCIS to IDC” hypothesis.
As a result, genes specifically in DCIS cells were extracted with single-cell resolution. 
Furthermore, by applying the VARIED method, we identified the expansion of heterogeneity in the 
stromal populations of IDC. We also identified that DCIS cells were also highly diverse tissues 
compared to IDC cells, suggesting that the ”DCIS to IDC “ hypothesis is a heterogeneous 
evolutionary model. These results were reported in Cancer Research. (Tokura and Nakayama (Co-first) 
et al., Cancer Res. 2022)

研究分野：分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DCIS検体を用いたscRNA-seqによって、DCIS内のルミナル上皮細胞の多様性を示すことができた。また、今回の
結果からDCISの多様性を理解することは、乳がんの進展を理解する上で重要であることが示された。さらに、新
た不均一性解析手法、VARIED法の開発によって、不均一性を定量的に議論することが可能となった。今回の結果
から、DCISはIDCとほぼ同等の腫瘍悪性化ポテンシャルを保持しており、ほとんどがんに近い状態であることが
示された。過剰治療が問題となっている非浸潤性のDCISだが、実際には浸潤性がん細胞と同様の性質を持つこと
を考慮して、新たな治療戦略を構築する必要があるだろう。

※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 

DCIS（Ductal Carcinoma in situ）は、非浸潤性乳管がんである (Cowell et al., Mol Oncol., 
2013)。マンモグラフィ検診の普及により、DCISは新規に診断される乳がんの 20％以上に増加
しており、米国では年間約 5万例の DCISが診断されている （American Cancer Society, Breast 
Cancer Facts & Figures, 2019）。DCISは非浸潤性のステージ 0の早期の腫瘍だが、一定の割
合で浸潤性の乳がんへと進展する可能性がある。未治療の DCISのうち、患者が生涯で浸潤性が
んに進行すると推定されるのは 40％に過ぎないため、過剰治療が問題となっている (Collins et 
al., Cancer, 2005)。DCISから浸潤性乳管がん（Invasive ductal carcinoma, IDC）への進行の
分子メカニズムはまだ明らかになっておらず、多くの研究が行われている。観察研究では、腫瘍
の大きさ、悪性度、サブタイプ、壊死の有無が DCIS の再発リスクとして報告されているが 
(Parikh et al., American roentgen ray society, 2018)、はっきりとした答えがないのが現状であ
る。また、ゲノム解析の結果、DCIS と IDC では、遺伝子の変異やコピー数異常が類似してお
り、TP53、PIK3CA、MYCの変異と、1q、8q、11q13、17q12、20q13の染色体の増加が共通
していた(Vargas et al., Breast Cancer Res Treat., 2012: Casasent et al., J Pathol., 2017)。組
織検体を用いた RNAシークエンスによる発現解析では、DCISと IDCにおいて、異なった遺伝
子発現パターンが解析されたが、遺伝学的要因は特定されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、single-cell RNA-seq (scRNA-seq)技術を DCIS症例と IDC症例に適用し、

1 細胞レベルでその違いを明らかにすることである。1 細胞レベルの遺伝子発現解析により、
DCIS細胞の不均一性を精査し、IDCに至るメカニズムとそのバイオマーカーを同定する。また
“DCIS to IDC”仮説における進化モデルがどのようなものか評価する。 
 
３．研究の方法 
患者情報ならびに腫瘍検体 
本研究は、国立がんセンター中央病院の承認を得て実施された研究課題である（2019-018）。
すべての患者が、検体の採取および由来する遺伝子情報の解析について、署名入りのインフォー
ムド・コンセントを提供した。全 14サンプルについてシングルセル RNA シーケンスを行った。
2名の DCIS サンプルの新鮮凍結組織において、空間遺伝子解析を行った。 
 
scRNA-seq 解析 
すべての実験サンプルは、10xGenomics 社の Chromium Next GEM Single Cell 3' Reagents 
Kits V3.1 User Guide に記載されている実験プロトコルに従った。Chromium Next GEM Single 
Cell 3' GEM, Library & Gel Bead Kit v3.1 および Chromium Next GEM Chip G Single Cell 
Kit を用いた。作製したライブラリに対して次世代シークエンサーを用いて、シークエンスを行
い、Read 情報を取得した。シークエンスデータを CellRanger パイプライン（Ver3.0.2、10x 
Genomics）で処理し、ヒトゲノム（GRCh38）にマッピングして、細胞バーコードによる遺伝子数
のマトリクスを作成した。正常化、スケーリング、細胞のクラスタリング、クラスタマーカー遺
伝子の同定などの scRNA-seq 解析は、Rソフトウェアパッケージ Seurat version 3.2 を用いて
行った。 nFeature_RNA ＞ 100、 percent.mt ＜ 20 のシングルセルを抽出し、ダブレットと
デッドセルの除去を行った。 
 
４．研究成果 
(1) DCIS と IDC のシングルセル・トランスクリプトームアトラスの作製 
ヒトの乳腺組織（DCIS 7 例、IDC 6 例、正常組織 1例）の単一細胞レベルでの遺伝子発現解析を
行った（図 1A）。DCIS の中から選ばれた 2例については、空間遺伝子発現解析を行った。正常な
乳腺組織は，乳がん患者の外科的サンプルから病理的に正常な組織を用いた。Seurat R パッケ
ージを用いた QC の過程で，死細胞とダブレット細胞と推定された細胞のシーケンスデータを計
算上除外し，各サンプルのバッチ効果を減らすために，データを Harmony で統合した。UMAP に
よる教師なしのクラスタリングを行ったところ、29 の異なるクラスターが検出された。細胞種
特異的なマーカーの遺伝子発現プロファイルにより、クラスタリング分析で、上皮・間質細胞、
増殖性上皮細胞、T細胞、骨髄系細胞、増殖性免疫細胞、B細胞、形質細胞、赤血球の 8つのグ
ループに大別された。DCIS の多様性を解析するために、ルミナル型の上皮細胞のクラスターと
増殖性ルミナル細胞のクラスターを用いて、IDC との比較解析を行った。 
 
(2) DCIS から IDC への移行に関連する遺伝子の同定 
次に、作製した主に IDC 細胞を含むクラスターに注目し、浸潤性を規定する遺伝子の探索を行
った。DCIS 細胞と IDC 細胞に特徴的な遺伝子を抽出した結果、RPL17、CFB、CPB1、GABARAP、
RNASEK、VIM などの 6 つの遺伝子が、DCIS から IDC に向かって徐々に上昇していることがわか



った。さらに、DCIS や正常乳房では検出されなかった 7種類遺伝子が、IDC では特異的に発現し
ていることもわかった。これらの候補遺伝子のうち、4遺伝子はノンコーディングRNAであった。
具体例として、RPL17 は、DCIS や正常乳房サンプルでは発現が低く抑えられていたが、IDC では
高い発現が認められた。また、IDC では GAS5 の特異的な発現が見られた。しかしながら、上皮
間葉移行（EMT）などを制御する主要な浸潤制御遺伝子は、DCIS の時点ですでに発現しており、
DCIS はすでに浸潤性ポテンシャルを有する可能性が示唆された。 
 
(3) 遺伝子発現不均一性の定量化手法の開発と DCIS 不均一性評価 
 膨大な 1 細胞レベルの遺伝
子発現データを細胞類似性ネ
ットワークへ変換し、グラフ
構造とトポロジーに着目した
解析（中心性解析）を行うこと
で、細胞集団の多様性を定量
化する手法を確立した。本解
析 手 法 を Visualized 
algorithms of relationship 
in expressional diversity 
(VARIED) 解析と命名し、これ
まで不可能であった特定の細
胞集団不均一性の定量評価を
可能にした（Tokura† and 
Nakayama† et al., Cancer 
Res., 2022: Watanabe†, 
Fujita†, and Nakayama† et 
al., Am J Respir Cell Mol 
Biol., 2022: Nakayama et 
al., bioRxiv, 2021） 
 その結果、Stroma に分類さ
れる血管内皮細胞と線維芽細胞は IDC になることで遺伝子発現不均一性が拡大することがわか
った。しかしながら、非常に興味深いことに、DCIS 細胞は IDC 細胞よりも不均一な集団である
ことが示された。すなわち、非浸潤性である DCIS の段階でクローン拡大が完了し、すでに不均
一な集団であることが示された。 
 

 
 
これらの結果から、DCIS はすでに IDC と同等の悪性化ポテンシャルを持ち、かつ、不均一な
集団であることが示された。私達の結果は、DCIS to IDC 仮説は不均一進化モデルを示唆するも
のであった。 
 
Tokura† and Nakayama† et al., Cancer Research, 2022 †Co-first author 
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