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1.　は じ め に

今回のミニレビューは「最近 2年間に発表された
論文の中から、興味深い内容を含んでいる論文（2
～ 3編）のエッセンスを紹介する」ということで、
近年のマルチオミックス解析が主流となる風潮の中
でキーテクノロジーとして注目されている「シング
ルセル解析」を用いた論文を取り上げてみたい。こ
こ数年におけるシングルセル解析技術の発展は、従
来の細胞分化や個体発生の領域における基礎的な知
見をも覆す様な新たな発見を導き出してきた。現在
では、再生医療やがん免疫を含む多領域で、未解明
であったり推測の域を超えられなかった部分を明ら
かにするための技術として用いられている。

2.　シングルセル遺伝子発現解析とは

Science 誌 が 選 ぶ 2018 年 の Breakthrough of the 
year（Science 362 ; 1344, 2018）の 1位が「分子バー
コード技術を用いたシングルセル遺伝子発現解析」
であった（ちなみに、2019年のトップは「ブラッ
クホールの撮影に初成功」）。従来の細胞「集団」と
して見てきた遺伝子発現解析とは異なり、シングル
セル遺伝子発現解析とは、字の如く単離したシング
ルセル（1細胞）毎で行う遺伝子発現解析である。
シングルセルの単離（クローニング）は、抗体医薬
の研究開発や再生医療の分野で発展してきた重要な
技術である。古くは限界希釈法やセルソーターを用
いてシングルセルに単離していたが、これまでは下
流の解析系の感度がまだ十分ではなく、シングルセ
ルを培養して増殖させるというステップが必要であ

り、細胞種によってはシングルセルに分離すると増
殖しなくなるという制限があった。したがって、次
世代シーケンサーやデジタル PCRなどの検出技術
の目覚ましい向上が、シングルセル解析の普及の起
因となっていると思われる。
この検出感度向上の要となる技術の一つが「分子
バーコード」である。1万個程度のシングルセルを
ドロップレットやウェルなどの区画に、個別バー
コード配列を持ったビーズやゲルなどの mRNA補
足粒子とペアで単離する。この単離の際に 2個の細
胞が同区画内に入る確率（ダブレット率）がプラッ
トフォームとサンプルの相性により変わり、ダブ
レット率が高いと検出精度に影響が及ぶ。今ではシ
ングルセル分離の標準機となっている Fludigm C1
だが、この発売をきっかけにしてシングルセル解析
が一気に普及した。現在では様々なプラットフォー
ムが誕生しており（表 1）、シングルセル単離処理
を簡便でかつ廉価で行うことが可能となってきてい
る。

3.　幹細胞とシングルセル解析

幹細胞・発生研究の分野でシングルセル解析が大
きな breakthroughを生み出している理由の一つが、
一つの細胞に目印をつけて細胞系譜を特定してそれ
を遡ることができることにあると思われる。2019
年 4月の Scienceに報告された Shakibaらの論文で
は、MEF（mouse embryonic fibroblast：マウス胚由
来線維芽細胞）が Oct4、Klf4、c-Myc、Sox2 （OKMS）
の導入により リプログラミングされて iPS細胞に
なるまでの系譜を「DNAバーコード」を用いたシ
ングルセル遺伝子発現解析で追跡している1）。これ
まで山中 4因子を用いた体細胞のリプログラミング
において、2つの可能性が考えられていた。一つは
MEFの中からリプログラミングされる細胞が確率
論的に選ばれる「Neutral model」、もう一つはM E 
F集団の中にはじめからリプログラミンがされやす
い細胞が存在している「Elite model」である。しかし、
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実際はどちらのモデルが正しいのか明らかにされて
いなかった。この論文では、レンチウイルスを用い
てMEFに個別の DNAバーコードを導入し、リプ
ログラミング後の細胞がリプログラミン前のどの細
胞から由来していたか追跡できるようにした。シン
グルセルに分離した状態からのリプログラミング
と、集団（バルク）の状態でのリプログラミングを
比較し、分子バーコードによる追跡の結果からバル
クでのリプログラミングでは 1週間後に最大 80%
のクローンが排除されていることが明らかとなっ
た。すなわち、リプログラミング時に集団内で高度
なクローン選択（細胞競合）が生じており、リプロ
グラミング前のMEFに iPS細胞になりやすいエリー
ト細胞の存在が示唆された。さらにこの論文ではマ
ウスモデルを用いた系統追跡により、これらのエ
リート細胞が中胚葉発生に関連するWnt1発現集団、
すなわち neural crest（神経堤細胞）に由来すること
も証明している。
これまでの細胞集団としてバルク解析ではその平
均値を見ていたことになるが、この論文でも用いら
れていたようなシングルセル解析によって集団内で
の細胞競合を定量化してそのメカニズムを解明で
き、正常の組織発生のみならず疾患の発症メカニズ
ムの解明に結びつくと考えられる。

4.　間質細胞のシングルセル解析

シングルセル解析は、細胞集団においてそれぞれ

の細胞の見分けが付きづらければ付きづらいほど威
力を発揮する技術であると思われる。「間質細胞
（stromal cells）」がその良い例となる。上皮細胞が
管腔を形成している組織では、形態学・病理学的に
上皮層の裏打ちとして間質細胞層がある。この細胞
層には間質細胞に加え血管内皮細胞や神経細胞など
多数の細胞が混在している。上皮細胞の機能はその
器官の特徴に直接反映されており、形態的にも、発
現している因子群においても判別がつきやすい。一
方で、間質細胞は上皮細胞の機能をサポートすると
いう重要な役割を担っているにもかかわらず、特徴
的な分子マーカーも乏しく、培養下でもほとんどが
線維芽細胞様の形態を示しており、間質細胞の多様
性が示唆されつつも、その実態は明らかとなってい
なかった。

Kinchenらのグループは、シングルセルプロファ
イリング技術を用いて、腸管間質細胞のクラスタリ
ングを行うとともに、炎症性腸疾患（Inflammatory 
bowel disease : IBD）の重症度に寄与する間質細胞
のサブグループの同定を行なっている2）。この論文
では、健常者および IBD患者のバイオプシー腸組
織から間質細胞を分離し、16,500個以上の間質細胞
を用いてシングルセル RNAシーケンス（scRNA-

seq）を行った。そのデータセットを用いてMesen-
chymal Atlas（図 1）を作成し、間質細胞集団を、血
管周辺細胞や筋線維芽細胞に加え、4種類の間質細
胞サブセットに分類することに成功している。さら

2

図 1　次元圧縮法 tSNEを用いたクラスタリングとMesenchymal Atlas

表 1　シングルセル分注プラットフォームの種類と分注原理

メーカー 機器名 分注原理

Fluidigm C1 Single-Cell Auto Prep system マイクロ流体回路
10X Genomics Chromium Controller マイクロエマルジョン
Bio-Rad ddSEQ Single-Cell Isolator マイクロ流体・ドロップレット
BD BD Rhapsody マイクロウェル
Cellenion CellenOne X1 非接触型ピエゾ
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に、Sox6、F3（CD142）、WNTを発現している間質
細胞（Stromal 2 （S 2）サブセットと命名）が、腺窩
上皮（クリプト）におけるニッチを形成する細胞と
して機能していることも突き止めた。すなわち、こ
の S2間質細胞が腸管上皮幹細胞の維持に重要であ
ることが示唆された。また、マウスモデルとオルガ
ノイド培養系を用いた IBDモデルでの解析から、
炎症部位では S2間質細胞が減少し、活性化型の間
質細胞（S4サブセット）が増加して、上皮ニッチ
の調節異常が生じると考えられた。
このように腸管組織以外の様々な器官・組織にお
いても、シングルセルプロファイリングによって新
しい分子マーカーも発見され、「stromal cells」と一
括りにされていた間質細胞の多様性が解像度高く解
析できるようになっている。また、間質細胞の分類
が進めば、上記の論文のように疾患に直接的に関与
する間質細胞の機能を制御するような新たな治療法
の開発に結びつくと期待される。

5.　がん細胞のシングルセル解析

シングルセル解析の技術発展にともない、医学分
野にもその効果が及んできた。がん細胞のサブク
ローン進化のメカニズム解明にシングル解析が期待
を集めている。ゲノム上にドライバーとなる遺伝子
変異が生じてがんが誘導されてからも、別の遺伝子
変異が蓄積しながら進化していく。この過程で異な
る変異を有するサブクローンが発生し、腫瘍内不均
一性が生じる。腫瘍全体の 5%ほどだったサブク
ローンがクローン拡大により再発時に優勢なクロー
ンとなる場合があり、再発を防ぐには腫瘍内に存在
する全てのクローンを明らかにすることが重要とな
る。次世代シーケンサー技術の向上によりディープ
シーケンスを行えば 1%程度のサブクローンを検出
可能ではあるが、このようなレアクローンを標的と
した治療法を見出すにはシングルセル解析が有用と
なると思われる。

2018 年 12 月の Nature Medicine に発表された
Ledergorらの論文では、多発性骨髄腫患者の形質細
胞と正常人の形質細胞を用いてシングルセル RNA
プロファイリングを行い、骨髄腫細胞の多様性を調
べている3）。多発性骨髄腫は、骨髄内で腫瘍性に増
殖した形質細胞が集積する難治性造血器腫瘍であ
る。レナリドマイド、プロテオソーム阻害剤、
CD20抗体などの登場で長期に維持が可能になって

いるが、根治は至らないことが多く、その原因の一
つとして骨髄腫細胞自体が多様化していることが考
えられる。Ledergorらのグループは、シングルセル
RNA-seqを用いて、11人の健常者と、29人の多発
性骨髄腫患者から採取した 20,568個の形質細胞を
解析した。その結果、多発性骨髄腫患者 29人中 10
人について、広範なサブクローンの存在が明らかと
なり、考えられていた以上の多様性が示された。一
方で、多様ではあるものの、無症状であるMGUS
患者群とくすぶり型（無症候性）患者群を明確に定
義するマーカー発現のパターンを定義することも可
能であった。前癌病態であるMGUSやくすぶり型
多発性骨髄腫は無治療経過観察が原則であり、症候
性多発性骨髄腫に移行した時点で全身化学療法を開
始することになっているが、シングルセル RNAプ
ロファイルの結果から、くすぶり型骨髄腫患者骨髄
内にも、個別化治療に抵抗性を示すような骨髄腫細
胞と類似の分子特性を持つ悪性化形質細胞が存在す
ることが明らかとなった。これらの悪性化形質細胞
は治療後の微小残存病変（MRD）を有する患者で
も検出された。

6.　最　後　に

シングルセル解析の結果がもたらす新たな知見
は、これまでの常識をも覆す発見に繋がり、それが
医療などの応用面にも影響が及びはじめている。今
後、検出技術の発展にともなってさらに解像度の高
い解析が可能になっていくと思われるが、今後は A 
Iなど用いた膨大な情報量を処理する技術分野との
融合により新たなステージへと向かっていくのでは
ないだろうか。
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