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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、脳腫瘍の発生のメカニズムを理解するために、まず正常な神経分化におけ
る遺伝子発現の変化を捉え、次にそこから逸脱して腫瘍化するメカニズムを捉え、脳腫瘍を征圧することである。本研
究課題では、単一細胞遺伝子発現解析技術を用いることで、分化過程において変動する遺伝子発現を高解像で捉えるこ
とに成功した。さらには細胞表面抗原を使用することで、目的の神経細胞になる集団と逸脱する集団の同定に成功した
。これらの結果は、脳腫瘍の発症の理解に寄与することが期待される。さらに、脳腫瘍以外の癌においても同様の戦略
で癌発症のメカニズムが解明できることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to address the early event of gliomagenesis. I 
hypothesized that initiation of tumorigenesis is deviation from a normal neural differentiation. First, I 
established a methodology of single cell gene expression analysis, which enables to analyze dynamics of 
transcriptome during the differentiation. By combination with bioinformatical analysis, I successfully 
re-order the single cell samples in order to differentiation stage. Then, I applied this technique to 
neural differentiation, and demonstrated the dynamic alteration of transcription during neural 
differentiation. And also, I could identify cell populations that deviated from normal differentiation. 
The molecular mechanism that is responsible for branching may facilitate the molecular understanding of 
gliomagenesis.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 予後が非常に不良である神経膠腫が発症

する分子機序を理解することは新規治療法

の開発や診断の効率の向上に必須であると

される一方で、ほとんど解明されていない。

例えば、代表的な神経膠腫である星状細胞

腫はアストロサイトに由来することが示唆

される一方で、終末分化したアストロサイ

トが脱分化して発生したのか、より未分化

なグリア前駆細胞からの分化の異常によっ

て生じたのか明らかになっていない。	
 

	
 申請者は、マイクロアレイを用いたDNA
コピー数及び遺伝子発現の解析によって、

固形腫瘍の発生機序の解明を試みてきた 
(Nat. Cell Biol., 2006; Cancer Sci., 2008; Nat. 
Cell Biol., 2008)。そして、神経膠腫の癌抑
制遺伝子の探索から染色体 13q21 に存在
するDACH1遺伝子のホモ欠失を発見した。
神経膠腫由来U87MG細胞株にDACH1を
ドキシサイクリンで誘導発現できる細胞株

を用いて、DACH1 が in vitro 及び in vivo
で腫瘍の増殖を抑制することを示した。無

血清培地で培養した U87MG 細胞に

DACH1 を発現誘導すると幹細胞に特徴的
なニューロスフェアの形成が抑えられ、分

化が誘導されたことより、DACH1 が脳腫
瘍で欠失を示す癌抑制遺伝子であり、癌幹

細胞の分化に関与することが示された

(Watanabe et al., PNAS, 2011)。このように、
申請者はこれまでに腫瘍が形成されるメカ

ニズムの解明を試み、特に神経膠腫では無

限な増殖能の獲得より異常な細胞分化が腫

瘍化の最も早期のイベントであるという考

えに至った。すなわち、未分化な細胞がア

ストロサイトなどの神経細胞へ分化する際

に正常分化から逸脱する「正常な細胞分化

と腫瘍化の境界」を解明することで脳腫瘍

の発生する瞬間が捉えられると考えた。	
 

	
 
２．研究の目的	
 

本研究の目的は、分化の異常に基づく神経膠

腫の発生機序を明らかにすることである。神

経上皮性腫瘍の大部分を占める神経膠腫は、

神経幹細胞からアストロサイトへの分化異

常によって生じると考えられているが、分化

の異常が誘導されるメカニズムは未だ不明

である。本研究では、神経膠腫に特異的な遺

伝子変異をもつ多能性幹細胞が正常な神経

分化から逸脱する瞬間を検出し、神経膠腫の

発生機序を明らかにする。本研究は正常な神

経分化と腫瘍化の境界を解析することで、神

経膠腫が発生するメカニズムを明らかにし、

新規の診断方法・治療薬の開発方法を提案す

る。	
 

 
３．研究の方法 
多能性幹細胞から神経細胞への分化におい

てダイナミックに変動する遺伝子発現ネッ

トワークを捉えるには、マルチポイントにお

けるデータ収集が必要である。細胞集団のヘ

テロ性を解析できるシングルセル遺伝子発

現解析は、このような多点解析に有用な手法

である。そこで、シングルセル遺伝子発現解

析法の開発を行った。まず、同一培養ディッ

シュ上の 201B6	
 iPS 細胞についてシングルセ

ル化した後に、フローサイトメトリーを用い

て、１細胞を１ウェルに単離した。４８個の

単一細胞について、SMARTer	
 Ultra	
 Low	
 Input	
 

RNA	
 Kit	
 for	
 Sequencing を用いて、RNA 抽出

及び cDNA 合成を行った。同時に、同じ培養

皿から得られた iPS 細胞について、自動単一

細胞解析装置（C1 Autoprep, Fluidigm社）
及び SMARTer Ultra Low Kit を用いて
cDNA合成を実施した。これらの cDNAは
NexteraXT を用いて、イルミナ社のアダプタ

を付加したライブラリを作製した。これらの

ライブラリについて、イルミナ社の

HiSeq2500を用いて、シングルエンドで 100
サイクルのシークエンスすることで配列決

定を行った。その後、RPKMforGeneを用
いて遺伝子の発現量に変換した。同様の実

験を iPS 細胞から神経分化誘導をかけた３，

７，１２，２１，２８日目の細胞ついてシン

グルセル RNA-seq を実施した。各タイムポイ

ントについて、２０以上の単一細胞から cDNA

を合成し、RNA-シークエンシングを実施した。

シークエンスデータは RPKMforGene を用
いて遺伝子の発現量に変換した。解析の条

件検討を行うために、心筋細胞への分化誘

導をかけて３，５，７，９，１１，２１，３

０日目の細胞についても同様の実験を行っ



た。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）シングルセルから cDNA合成する条
件の最適化 
cDNA合成について、フローサイトメトリ
ーで単離された細胞に対してマニュアルハ

ンドリングで行ったものと C1 Autoprep
で作製したサンプルで、検出できる遺伝子

数を比較した。その結果、どの比較におい

ても C1 Autoprep で作製したサンプルの
方がより多くの遺伝子を検出できる傾向に

あった。 

図１	
 シングルセル RNA-seq で検出され
た遺伝子数。１プロットがひとつのシング

ルセル RNA-seq で得られた遺伝子数を示
す。 

 
図２	
 シングルセル RNA-seq による遺伝
子発現の相関。緑に比べ赤の方が高い相関

を示す。FACS及び C1 Auto-prepの各 24
サンプルについて、相関を調べた結果、C1
同士の方が高い相関を示した。 
 
シングルセル RNA-seq で得られた遺伝子
発現プロファイルについて、二細胞間比較

を行った。その結果、C1 Auto-prepで作製

したサンプルは、全ての組み合わせにおい

て相関係数が 0.7 を超していた。一方で、
フローサイトメトリー及びマニュアルハン

ドリングで調製されたサンプルは相関係数

が 0.5〜0.7だったことから、C1 Auto-prep
でサンプル調製を行う法がより高い信頼性

をもつデータを取得できることが示唆され

た。 
 
（２）iPS 細胞から神経細胞への分化にお
ける遺伝子発現プロファイルの変化 
iPS 細胞から神経細胞へ分化誘導をかけた
サンプルについてシングルセル RNA-seq
を実施した。得られた遺伝子発現データを

用いて主成分分析を行った結果、細胞を回

収した日ではなく、細胞の分化の度合いに

従った細胞の並び替えが可能になった。 
 

図３	
 iPS 細胞から神経細胞へ分化誘導さ
せた細胞における遺伝子発現プロファイル

の変化。主成分分析によって、サンプルの

並び替えを行った結果、おおよそサンプリ

ングの日付に従った並びとなったが一部順

番が逆転したサンプルが見受けられた。 
 
また、この系譜から逸脱する細胞集団につ

いても同様の実験を行い、正常の分化パス

ウェイとは異なる遺伝子発現を示すことが

示された。このことより、神経分化の実験

系と単一細胞遺伝子発現解析で、正常分化

とそこからの逸脱を可視化することに成功

した。同様の実験を iPS細胞から分化させ
た心筋細胞系譜でも行い、神経細胞系譜に

おける遺伝子発現の変化とは異なるパスウ

ェイを経由することを明らかにした。これ

らの結果から、本研究課題である「神経分

化における正常とそこからの逸脱のイベン

トの同定」について、成果が得られたと判



断した。さらに、これらの結果は、細胞分

化の過程でダイナミックに変化する転写ネ

ットワークを捉えることを可能にしただけ

でなく、細胞の分化状態を予測する応用が

できることを示唆しており、今後の展開も

期待される。 
 

図４	
 各種細胞に分化する過程で変動する

遺伝子発現プロファイルをシングルセ

RNA-seq及び主成分分析で観察した。 
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