
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2013

単細胞トランスクリプトームによる細胞階層性構造の解明

Classification of the cell hierarchy structure by single cell transcriptome

００３１３０９９研究者番号：

橋本　真一（Hashimoto, Shinichi）

金沢大学・医学系・特任教授

研究期間：

２５２９００７１

平成 年 月 日現在２８   ９ １５

円    14,100,000

研究成果の概要（和文）：細胞集団の１細胞ずつの性格を明らかにし、真の細胞状態を把握することは生物学の研究に
とって非常に重要である。本研究では微量／１細胞トランスクリプトーム解析法を開発し、がん細胞や免疫細胞の細胞
集団の階層性を明らかにし、真の細胞状態を把握することで将来的に臨床研究に役立てることを目的とする。本研究で
は単一細胞遺伝子発現解析の発展系として数百以上の1細胞の遺伝子発現を同時に観察出来る革新的な技術(Nx1-seq)を
開発した。この方法を用いて新たにがん細胞株、免疫細胞の１細胞遺伝子解析を行い有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：A tissue, an organ, or even a differentiated state of cells are composed of 
heterogeneous cell populations. Single-cell gene-expression profiling allows you to identify and 
characterize various types of each cell. Here, we have developed the novel strategy (Nx1-seq) of 
single-cell transcriptome analysis for thousands of single cells. In our approach, single cells are 
deposited in a high-density microwell plate and lysed in situ. mRNA is then captured on barcoding 
microbeads developed by emulsion PCR and reverse transcribed. By applying this Nx1seq method for 
thousands of cells per experiment, we have successfully characterized 1) complex heterogeneous types of 
cells in the human endometrioid adenocarcinoma cancer cell line and 2) immune cells at a certain 
differentiated state.
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１．研究開始当初の背景 
現在まで SAGE 法を用いヒト血液細胞、ヒト
癌細胞など転写産物を解析した。さらに転写
開始点の情報を含んだまま発現解析が出来
る 5'SAGE 法を開発し、種々のゲノム解析を
行った。さらに、この 5’SAGE 法を発展させ、
次世代シークエンサーを利用した遺伝子発
現解析法を SOLiD の開発元であるアプライ
ドシステムズと共同開発し、従来と比べ非常
に高解像度の情報（すなわち、1 copy/cell で
も検出可能）が、短期間に低コストで得られ
ることが可能となった。しかしながら、これ
らの方法により特定の細胞集団の発現する
すべての遺伝子を測定できることが可能と
なったが、それは個々の細胞の総和での平均
であり、本来の細胞の遺伝子発現を反映して
いない可能性がある。そこで我々はこれらの
問題を解決するため単細胞トランスクリプ
トーム法の開発に取り組んだ。単細胞からの
遺伝子を観察する方法として real-time PCR 
や cDNA 増幅と次世代シークエンサーを合わ
せた方法がある。しかしながらreal-time PCR 
は特定の遺伝子だけの観測で包括的な計測
には向かない。また、cDNA 増幅と次世代シ
ークエンサーを合わせた方法は系が複雑で
数十〜数百同時に解析し細胞を性格づけた
報告は今だされていない。我々は、単細胞の
包 括 的 な 遺 伝 子 発 現 解 析 法 を 、
DNA/RNAhybrid primer を用いた等温増幅技
術/PCR 法の２つの方法と遺伝子配列の一部
だけを観察し遺伝子の種類と頻度を同定す
る SAGE 法を組み合わせて開発した。本研究
ではこの手法を用い、モデルとしてがん幹細
胞、免疫細胞に焦点を当て細胞階層性構造を
解析する。腫瘍細胞の不均一性は、長い間知
られているがその詳細は明らかになってい
ない。単一細胞トランスクリプトーム解析を
使用することで腫瘍の亜集団を同定し、推定
される真のがん幹細胞を検出することがで
きると考えられる。 
 
２．研究の目的 
遺伝子発現解析は細胞の表現型を示すこと
から生物学や医学の分野で多く使用されて
いる。しかしながら最近の研究では明らかに
類似した細胞タイプでさえ遺伝子発現が多
様性を示すことが明らかになっており、また、
癌組織でも癌細胞集団は多様性を呈してい
ることが知られている。もし、均一の細胞集
団から成り立っていない集団を解析すると、
細胞個々の平均値としての解析がなされ、真
の特徴は得られないことが多い。本研究では

単一細胞を数十〜数百同時に解析する方法
を確立することで細胞集団の階層性を明ら
かにし、真の細胞状態を把握することで将来
的に臨床研究に役立てることを目的とする。
１個の細胞を組織から分離し解析すること
により、非侵襲的に希少または貴重な生体試 
料を用いて人間の病気の進行状況を監視す
るだけでなく、監視する遺伝子発現のネット
ワークを分析でき連続的な遺伝子発現の動
態を追跡することが可能となる。 
 
３．研究の方法 
1) 単細胞トランスクリプトーム法：細胞を
可溶化後、DNA/RNA hybrid oligo(dT)Beads
を用い同試験管内にて磁石で mRNA を精製、
続いて逆転写し cDNA を合成する。その後 2nd
ストランドを合成し、RNaseH /polymerase 存
在下で DNA/RNA hybrid primer により DNA を
増 幅 す る (Ribo-SPIA amplification 
technology 法を改良した)。この時の増幅は
PCR 指数関数的増幅と異なり直線的増幅であ
るのを特徴とする。増幅した１本鎖DNAをTdT
にて末端にAを付加後、特異的リンカーでPCR
を用い２本鎖合成する。続いて通常の
SAGE-seq 法により次世代シークエンサーに
対するコンストラクトを作製する。またこの
とき、リンカーにバーコード配列を用い、サ
ンプルを合わせて処理することでサンプル
の識別や作製時間の短縮が可能となる。 
  
2) 包括１細胞発現解析：この方法は主に以
下の２つの技術の組み合わせにより開発さ
れた。１)マイクロビーズ上にバーコードが

付いたオリゴ dT を合成する過程（図 1）。こ
れはエマルジョンPCRを利用してバーコード
部分（N の部分 412 の多様性）をもつオリゴ
DNA１分子をマイクロビーズ上で合成する。
２) 1 個の細胞由来の RNA を、ウェル幅 25μ
m、深さ 40μm、容積が 20pl のマイクロウェ
ル中にてバーコードオリゴ dT 結合ビーズで
トラップし、それを逆転写、増幅後シークエ



ンスする(図 2)。各バーコードは１細胞に由
来し、これをシークエンスすることで、数千
から数万個の単位で１細胞の解析が可能と
なる。 
 
４．研究成果 
1) DNA/RNA hybrid primer の配列と長さに
ついて検討し、増幅率の増加、また、tube の
シリコンコーティング並びに液量を半分に
することで RNA の回収率の改善が見られた。 
次に大腸癌細胞株, HT29 を対象に Hoechst 
33342 dye の 取 り 込 み に て 、 side 
population(SP)と main population(MP)を分
離後、単一細胞トランスクリプトーム解析を
行った。16 細胞ずつの解析でいくつかの遺伝
子で SP 特異的発現が観察された。その中で
特に IL-8 は SP では 16 細胞中 5 細胞で発現
が確認されたが、MP 細胞では発現している細
胞はなかった。さらに spherical colony 
formation と造腫瘍性を確認した SP と MP で
バルク細胞（10,000 細胞以上）でのこの遺伝
子についての遺伝子発現解析をSAGE法とDNA
アレイ法で行い比較したところ、単一細胞ト
ランスクリプトームの結果と一致して SP で
発現量が高かった。タンパク発現についても
免疫染色で確認されたことから、がん幹細胞
分画である SPで IL-8 が高発現していること
が確認された。 
 
2)単細胞遺伝子発現解析の発展系として数
百以上の１細胞の遺伝子発現を同時に観察
出来る革新的な技術(Nx1-seq)を開発した
（方法参照）。バーコード化されたオリゴ dT
ビーズに１細胞由来の mRNA を容積 20 pl の
ウェル中で結合させる。この方法により数千
個から数万個の複数の単一細胞を解析する
ことが出来る。また、この方法は前法よりも
効果的にデータを得られることから、この方
法を用いて新たにがん細胞株、末梢血単核球
の１細胞遺伝子解析を行った。その結果、が
ん細胞株では数百から数千の個々の１細胞
の遺伝子発現情報が得られると共に、１細胞
からの約１万個種類の遺伝子について解析

出来た。同一がん細胞株間の１細胞同士の相
関は0.89以上で良好であった（図３）。一方、
末梢血単核球は単球、T 細胞、B 細胞、NK 細
胞にクラスタリングされこの方法により細
胞の多様性が測定出来る事が明らかとなっ
た（図 3）。さらにこの方法により得たがん細

胞株のデータを基にクラスタリング解析し、
がん幹細胞と考えられる細胞から特異的／
選択的に発現するマーカーを幾つか同定し
た。今後、この分子の確認と共に得られた結
果を基に細胞の階層性ならびに分化メカニ
ズムを明らかにする。 
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