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研究成果の概要（和文）：自施設内で解析したシングル細胞遺伝子発現データと公共データベース内に登録され
ている各データセットを統合し、HER2陽性乳癌およびLuminal乳癌の腫瘍内不均一性に関する遺伝子発現の調査
を行った。クラスター解析において、乳癌関連遺伝子の不均一な分布が確認された。ERBB2高発現群・低発現群
において、遺伝子発現レベルが異なる結果であり、ある種のmicroRNAがERBB2発現の上流制御因子として予測さ
れた。各症例別のCSCマーカー、EMTマーカー、転移関連マーカーの遺伝子発現は、各症例間で異なった。遺伝子
発現の不均一性は、腫瘍内のみならず各患者間においても生じ得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Single-cell gene expression data analyzed within our institution and the 
respective datasets in public databases were integrated to investigate gene expression for tumor 
heterogeneity, which contributes to treatment resistance in breast cancer. Cluster analysis 
identified a heterogeneous distribution of breast cancer-related genes, with different gene 
expression levels in the ERBB2-high and ERBB2-low expression groups. Moreover, some microRNAs were 
predicted as upstream regulators of ERBB2 expression. Gene expression levels of CSC (Cancer stem 
cell) markers, EMT (Epithelial-to-mesenchymal transition) markers and metastasis-related markers 
differed between each case group. These results suggest that heterogeneity in gene expression may 
occur not only in the presence or absence of ERBB2 expression and ER status, but also between each 
patient.

研究分野：乳腺外科

キーワード： 乳癌　シングルセル解析　腫瘍内不均一性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌に対する治療の抵抗性一因として腫瘍内不均一性の形成は重要視されているが、まだその解明と克服には至
っていない状況である。HER2陽性乳癌およびLuminal乳癌を対象としたシングル細胞遺伝子発現解析を主体とし
た本研究において、腫瘍内における遺伝子発現レベルが各細胞間で異なること、さらには症例間でも遺伝子発現
の不均一性が認められる可能性が見出された。乳癌の治療にあたる上で、将来的に腫瘍本来の不均一な性質に基
づいた治療を展開していく必要性があるのみならず、各患者の遺伝子発現の特徴にも応じたテーラーメイド的な
治療が将来的に治療抵抗性の克服を考慮する上で必要になる可能性が示唆された。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
乳癌において、腫瘍内不均一性の形成が治療抵抗性の一因として問題となっているが、詳細な機
序は未解明な点が多い。治療抵抗性の癌細胞が生き残り、癌発生の起源とされる癌幹細胞とともに腫
瘍内不均一性が形成されることが原因の一つと考えられているが、詳細な機序は未解明のままである。
一方、これまでの研究で、腫瘍内や原発巣−転移巣間でサブタイプの不均一性が報告されており臨床
的に問題になっていることや、サブタイプ変化においてmiRNA発現が関連していることなど新規バイオ
マーカーの探索が行われている。 
single-cell RNA-seq（scRNA-seq）は、各単一細胞における遺伝子発現を調べ、腫瘍の不均一性
の理解を助けることを可能とした技術である。本研究では、同技術で遺伝子発現解析を行うこと
で、サブタイプ間における腫瘍内不均一性の現象に着目し、その形成に関与する新規バイオマー
カーの同定を行うことを目的とした。 
 
２．研究の目的 
シングル細胞遺伝子発現解析技術を用いることで、乳癌において治療抵抗性の一因となる腫瘍
内不均一性を調査し、サブタイプ間における腫瘍内不均一性の現象を調査し、さらに同現象に関
わる新規バイオマーカーの同定を行う。 
 
３．研究の方法 
自施設内の手術によって得られた乳癌の組織検体を用いたシングル細胞遺伝子発現解析データ
および公共データベース(GEO: The Gene Expression Omnibus database)内に登録されている各デー
タセットを統合し、大規模な乳癌シングル細胞遺伝子発現解析プラットフォームを作成し、より
大規模かつ詳細な遺伝子発現データを用いて解析を実施した。Chromium プラットフォーム（10× 
Genomics, CA, USA）で解析した。さらに、患者の年齢、腫瘍の大きさ、乳がんのサブタイプな
どの臨床病理学的情報が公開されているデータセットを使用した。 
これらのデータセットを R ソフトウェアバージョン 4.2.0 にインポートし、Seurat パッケージ
バージョン 4.3.0 を用いて Seurat オブジェクトに変換した。その後、異なるデータセットからの
Seurat オブジェクトを R で統合した。非線形次元削減法である UMAP を用いてクラスタ分析を
行い、クラスタリンググループを特定した。統合されたデータセットを、正規化、スケーリング、
スーラ関数による主成分分析（PCA）にかけた。一般的な UMAP プロット、特徴プロット、バ
イオリンプロットは R の Seurat で作成した。 
 
４．研究成果 
(1) データ収集 
3 つの公開データセット（GSE161529、GSE176078、GSE180286）と独自のデータセット
（GSE195861）からなる、14 の HER2(Human epidermal growth factor receptor 2)サブタイプ(HER2
陽性乳癌)と 13 の Luminal サブタイプ(エストロゲン受容体(ER)陽性/HER2 陰性)の scRNA-seq デ
ータを統合した。27 の scRNA-seq データセットから合計 113,135 個の単一細胞が得られた（HER2
サブタイプ 14 症例：77,792 サンプル、luminal13 症例：35,343 サンプル）。UMAP プロットを用
いて、クラスタリング解析を実施した（図 1）。細胞型特異的マーカーの発現に基づいて、12 の
典型的なクラスターに分類され、HER2 サブタイプと luminal サブタイプのいずれにおいても、
上皮細胞が細胞集団の多くを占めていた。これら 2 つのサブタイプ間で、細胞分類の各比率に統
計的に有意な差はなかった。 
 
図 1 

 
 
 



(2) HER2 および Luminal サブタイプにおける上皮細胞集団の腫瘍内不均一性 
 
特定のマーカー（乳がんマーカーとして ESR1、PGR、ERBB2、基底マーカーとして KRT5、筋
上皮マーカーとして ACTA2、増殖マーカーとして MKI67）を用いた UMAP プロットにおいて、
ESR1 と ERBB2 の発現は各クラスターにびまん性に分布していたが、その発現値はクラスター
ごとに異なっていた（図 2）。一方、PGR の発現はほとんどのクラスターで低く、KRT5 と ACTA2
の発現レベルは基本的に低かったが、クラスター8 では高かった。MKI67 の高発現はクラスター
5 で高発現だった。 
 
図 2 

 
(3) 代表的な乳癌マーカー、CSC マーカー、EMT マーカー、転移関連マーカーの発現レベル 
 
各症例における CSCs(Cancer stem cells)・EMT(Epithelial-to-mesenchymal transition)・転移に関連す
る代表的な遺伝子の発現を調査したところ、ESR1 と ERBB2 の発現は症例間で大きく異なって
いた。EMT マーカーの発現レベル、ESR1 や ERBB2 などの乳癌マーカーの発現、CSCs マーカ
ーは、各症例間で異なる結果であった。 
また、ESR1や ERBB2 などの乳がんマーカーと EMT マーカーとの相関を調べたところ、ERBB2
と TJP1 の発現量の関係は中程度（R2＝0.3822）であったが、ERBB2 と他の EMT マーカーとの
相関は低かった。一方、ESR1 の発現量は EMT マーカーと逆相関していた。ESR1 と転写因子の
発現は逆相関していたが、HER2陽性乳癌ではERBB2と転写因子の発現は相関していなかった。
これらのデータから、ESR1 は EMT プロセスを負に制御するが、ERBB2 は制御しないことが示
唆された。 
 
(4) ERBB2高発現群と ERBB2低発現群の遺伝子発現量の比較 
 
HER2 症例のみに着目し、平均 ERBB2 発現量による遺伝子発現量の違いを比較した。全症例の
平均ERBB2発現量からERBB2-high群とERBB2-low群に分け、パスウェイ解析を行った。ERBB2
高発現群と ERBB2低発現群の UMAP プロットを図 3A に示す。パスウェイ解析の結果、上流の
制御因子には IGF、IGF1R、EGF などの細胞増殖因子や免疫関連因子が含まれていた（図 3B）。
さらに、12 個の miRNA が ERBB2 発現の上流制御因子であると予測された。 
 
図 3 

 



 
(5) luminal-HER2 サブタイプと pureHER2 サブタイプ間の遺伝子発現の比較 
 
データセット内の HER2 サブタイプは、luminal-HER2 サブタイプ（ER 陽性/HER2 陽性）と
pureHER2 サブタイプ（ER 陰性/HER2 陽性）に大別される。そこで、2種類のサブタイプ間で遺
伝子発現量を比較し、ER の状態が HER2 陽性乳癌に及ぼす影響を調べるためのパスウェイ解析
を行った。図 4A に luminal-HER2 サブタイプと pureHER2 サブタイプの UMAP プロットを示す。
パスウェイ解析の結果、ESR1、CTNNB1、MYC を含む複数の遺伝子が上流制御因子として予測
された（図 4B）。さらに、44 の miRNA が上流制御因子として予測された。 
 
図 4 
 

 
 
(6) luminal-HER2 サブタイプ、pure HER2 サブタイプ、luminal サブタイプの各サブタイプにおけ
る代表的な乳癌関連マーカーの遺伝子発現量の比較 
 
代表的な乳癌関連マーカー（ESR1、PGR、ERBB2、MKI67）の遺伝子発現量に関して、2 つのサ
ブタイプ（luminal-HER2 サブタイプ、pureHER2 サブタイプ）で luminal サブタイプ(ER 陽性/HER2
陰性)と比較して検討した。ERBB2 の発現は、pureHER2 サブタイプの各クラスターにびまん性
に分布していたが、luminal-HER2 サブタイプの 1 つのクラスターで顕著に高かった。MKI67 の
高発現は、すべてのサブタイプにおいて、いずれかのクラスターで明瞭に確認された。 
ESR1 の発現は、luminal-HER2 サブタイプよりも luminal サブタイプで比較的高かった。

pureHER2 サブタイプでは、ESR1 の発現は他のサブタイプより著しく低かった。ERBB2 の発現
は、pureHER2 サブタイプでは luminal-HER2 サブタイプよりも上昇していた。Luminal サブタイ
プは ERBB2 の発現が低かったが、病理所見で HER2 の結果が非増幅と定義されていても、わず
かに発現していた。 
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