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研究成果の概要（和文）：転写は、細胞運命を規定する重要なメカニズムである。本研究では、シングルセル
RNAシークエンスのデータを用いて転写の最小単位である１アリルレベルで遺伝子発現解析を行い、細胞集団を
対象とした従来法で観察できなかった現象に迫ることを目的とした。X染色体上のアリル特異的遺伝子発現を解
析した結果、多能性幹細胞における分化度の詳細を示した。さらには、神経疾患特異的なゲノム変異を対象とし
たシングルアリル特異的解析によって、疾患の原因遺伝子の発現制御が細胞ごとに異なっていることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：We conducted single cell RNA-sequencing in combination with SNP genotyping 
to describe allelic regulation of the genes. Our analysis of human ES cells displayed allelic 
expression of genes on X chromosome, of which epigenetic status is closely linked to pluripotency of
 ES and iPS cells, and found several genes in prime-type ES cells were escaped from inactivation of 
the chromosome. In addition, we found differential regulation of allelic expression at single cell 
level for Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) cells.

研究分野： ゲノム科学

キーワード： シングルセル　遺伝子発現解析　アリル特異的発現　iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、転写の最小の構成単位であるアリルレベルでの解析方法を提供した。従来の細胞集団を対象とした
遺伝子発現解析ではできなかったX染色体のアリル転写制御を解析したことで、多能性幹細胞における分化能を
判定することが可能となった。また、疾患モデル細胞における変異アリルから転写される遺伝子の解析では、疾
患細胞の不均質性が示された。これらの結果は、シングルアリルレベルでの転写解析が細胞運命の理解や疾患の
発症の基本原理の理解へとつながる可能性を示している。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトは単一細胞である受精卵から発生し、数百種類からなる数十兆個の体細胞へと分化する。

全てのヒトは同じ臓器を持つことからわかるように、その分化は極めて厳密に行われている。こ

れまでに、細胞分化を理解するために多能性幹細胞から種々の体細胞などへ分化誘導する in 

vitro の実験系が確立されてきたが、分化を制御する分子メカニズムについて依然不明である。

その原因として、細胞分化の実験においては個々の細胞の分化状態が異なるため、細胞集団を対

象にした転写解析などは分化状態を反映した正確な状態を反映していないことが上げられる。

すなわち、真の分化状態を反映した転写制御を明らかにするためには単細胞レベルでの解析が

必要である。さらには、単一細胞の中の遺伝子は２本のアリルから転写を受けることより、単一

アリルでの転写解析を行うことが望ましい。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シングルアリル単位で転写制御及び遺伝子発現を観察することで、転写イベントを
オン・オフの二値化で表現し、ヒトの発生過程における転写ダイナミクスをデジタル的に理解す
る。我々はシングルセル遺伝子発現解析によって、細胞の分化過程を描写したほか、世界で初め
て実施されたヒト iPS 細胞に由来する網膜色素上皮細胞の移植において、その品質評価として
シングルセルレベルで細胞の成熟度を解析した(NEJM, 2016)。これらの研究で養われたゲノム
解析やシングルセル遺伝子発現解析の技術を融合し、シングルアリルでの遺伝子発現制御機構
の解明に迫る。 
 
３．研究の方法 
まず、概念検証として、ヒト iPS 細胞のゲノム DNA を対象とした SNP アレイ（Illumina）を

実施することでジェノタイピングを行い、ヘテロ SNP を同定した。同一細胞に対して、遺伝子

の全長領域を解析対象とするするシングルセル RNA シークエンシングを実施した。具体的には

SMARTer Ultra Low Input キット（Clontech）と C1 Cell Autoprep(Fluidigm)を用いてシン

グルセル単離と cDNA 合成を行った。ライブラリ作製は Nextera XT Library preparation 

Kit(Ilumina)を用いて行った。ライブラリ分子の塩基配列決定は HiSeq2500(Illumina)を用いて

行い、ヒト参照配列にマッピングすることで各遺伝子における発現量とその塩基配列を決定し

た。ゲノム DNA の SNP 解析で同定されたヘテロ SNP を含むシークエンスリードにおける塩

基のカウントによって、各アリルから発現している RNA 量の比を推定した。 
 
図１ 予備的に実施したアリル特異的発現解析
の条件検討。(A)シミュレーションではノイズで
ある片アリル発現が減る７細胞以上を解析に用
いた方がよいことが示唆された。(B)シークエン
スリード数について、信頼性の高いのは 21カウ
ント以上である。 

 

次に、この手法の応用として、ヒト多能性幹細胞における X 染色体の不活性化の解析を行った。

ES 細胞や iPS 細胞では、その分化能で着床前胚に近いナイーブ型か着床後胚に近いプライム型

に大別される。ナイーブ型では、生殖細胞や胎盤への分化が可能である一方、プライム型ではそ

れができない。ナイーブ型とプライム型の多能性幹細胞の違いはゲノムワイドな DNA メチル化

状態や X 染色体の不活性化状態などの特徴で判定される。ナイーブ型では X 染色体上の遺伝子

は両親由来の２本のアリルから発現されている一方で、プライム型は片親由来の X 染色体が不



活性化を受けていることより、１本のアリルからしか発現していない。すなわち、X 染色体上に

コードされる遺伝子のヘテロ SNP におけるシークエンスリードの塩基を解析すれば、その遺伝

子が２本のアリルから発現されるナイーブ型なのか、片方のアリルからしか発現していないプ

ライム型なのか判定できる。そこで、プライム型のヒト ES 細胞と遺伝子導入および培養条件を

変えることで作製されたナイーブ型 ES 細胞（Takashima et al., Cell, 2014）における X 染色体

のアリル特異的遺伝子発現を解析した。さらに、創薬への応用として筋萎縮性側索硬化症

(Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS)の患者由来 iPS 細胞から分化させたモーターニューロン

におけるシングルセル遺伝子発現解析を行った。この患者は 片側のアリルに SOD1 に変異

(L144FVX)をもつため、この部位における野生型と変異型のシークエンスリードの数をカウン

トし、その比率を計算した。コントロールとして、SOD1 のゲノム変異を CRISPR/Cas9 で野生

型に入れ替えた iPS 細胞より分化誘導されたモーターニューロンを用いた。 

 
４．研究成果 
本研究では、全長の cDNA 配列を解析対象としているが、遺伝子の領域によって cDNA の収量
が大きく異なることが観察された。これは、ファーストストランド合成においてポリ A から逆
転写はじめるために 3’側がより cDNA が合成されやすいことに起因すると考えた。また、同一
遺伝子上にヘテロ接合型を示す一塩基多型（SNP）が複数存在するときのアリル別遺伝子発現の
定量の手法の確立が必要であることが明らかとなった。本来は同一遺伝子上ではどの SNP 領域
も同一のアリル発現バランスを示すべきであるが、実際の解析結果では同一遺伝子上の異なる
SNP で判定したアリル別発現量が異なる遺伝子が複数確認された。これらの問題を解決するた
めに、アリル別発現の判定方法を再検証した。その結果、3’末端に最も近い SNP 領域の発現が
安定した結果を出力することが示されたため、同一遺伝子上に複数のヘテロ接合型 SNP が存在
する場合は 3’末端に最も近い SNP を解析対象とした。また、シークエンスリードの数に対して
フィルターをかけることで、少ないリード数に起因する誤判定を低減させることに成功した。 
ナイーブ型およびプライム型のヒト ES 細胞を用いたシングルセル RNA シークエンス及び X 染
色体上の遺伝子に対するアリル特異的遺伝子発現解析では、全てのナイーブ型 ES 細胞では両ア
リルからの発現（バイアリル発現）が見られたのに対し、プライム型では多くの遺伝子が一方の
アリルからの発現（モノアリル発現）であることを示していた。驚くべきことに、いくつかの遺
伝子ではプライム型でもバイアリル発現を示し遺伝子があり、これらのゲノム領域がエロージ
ョンと呼ばれる現象の影響下にあることが示唆された。 

 

図2 プライム型のヒトES細胞とナイーブ型ES
細胞における X 染色体上のアリル別遺伝子発現。
青または赤は一方のアリルからの発現を示し、
白は両アリルからの発現を示す。黒はリード数
が少ないことから判定ができなかったものであ
る。 

 

 

 

ヒト ALS 患者から作製された iPS 細胞に由来するモーターニューロンのシングルセル RNA シー

クエンシング及びアリル特異的遺伝子発現解析では、患者特異的なゲノム変異配列をもつ SOD1

遺伝子の発現する細胞と野生型 SOD1 しか検出されない細胞が存在した。この二群に対する Gene 

Set Enrichment Analysis(GSEA)の解析では、神経関連の転写ネットワークに違いがあることが



示された。 
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