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心臓は常に血行力学的な負荷を受け，それに対
応しながら全身の循環恒常性を保っている。高血
圧や大動脈弁狭窄症になると心臓に極端な圧負荷
が加わり，これに対して心臓は代償的に肥大して
血液ポンプとしての機能を維持しようとする。し
かし，慢性的に圧負荷が心臓に加わると，心臓の
ポンプ機能は低下して心不全を呈するようにな
る。この過程において，心筋細胞は様々なシグナ
ル経路を活性化させることが知られているが，そ
れらがいかに心臓の肥大・不全にかかわっている
か明らかでない。また，その心臓の肥大・不全と
いう過程のなかで，心筋細胞は形態的に変化する
と考えられているが，細胞の形態的な変化が分子
レベルの変化とどのようにリンクしているか，更
にはそれがどのように機能的な変化（心臓の肥大
から不全への移行）とリンクしているか，につい
ての詳細なメカニズムは明らかでない。

細胞はその核内での遺伝子制御により生まれる
産物であり，細胞の形態的・機能的特徴はその細
胞の転写により制御されていると考えられる 1）。
心臓への圧負荷により誘導される転写活性化を抑
制することで，心臓の分子レベル・形態レベルの
リモデリングを抑制できることが知られてお
り 2），転写は心臓の分子・形態のリモデリングを
引き起こすと考えられる。これまで心筋細胞のシ
ングルセルレベルの遺伝子発現解析により，老化
に伴った転写不均一性の存在 3），負荷による脱分

化や細胞周期リエントリーの可能性 4）が示されて
おり，遺伝子発現は細胞の機能情報を反映してい
ると考えられるが，どの遺伝子プログラムが形態
的リモデリングを制御し，心肥大から心不全と
いった機能的リモデリングを制御しているか，と
いう本質的な問いに対する答えはいまだない。心
不全の病態生理や本質的な治療標的を同定するた
めには，細胞レベルで心筋細胞の特徴を詳細に理
解する必要がある。また，モデル動物とヒトとの
相違について理解することで，心不全における疾
患層別化に寄与する分子病態を特定することも可
能となる。

最近筆者らは，心不全モデルマウスおよび心不
全患者の心臓から単離した心筋細胞のシングルセ
ル解析により，心筋細胞の形態・分子・機能の連
関 5），マウス・ヒトの遺伝子プログラムの相違 5），
更には心不全の病態層別化を可能にするバイオ
マーカー 6）を明らかにした。本稿はそれらを紹介
すると共に，シングルセル研究の将来展望につい
て概説する。

Ⅰ．�心筋シングルセル解析による�
心不全病態の徹底解明

1． 圧負荷心不全モデルマウスの心筋シング
ルセル RNA-seqデータ取得

横行大動脈を縮窄することによって心臓に圧負
荷を加えると，心肥大（術後 1-2 週），心不全（術
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後 4-8 週）を誘導することができる。筆者らは，
この圧負荷心不全モデルマウスを用いて，心筋細
胞の形態的特徴・分子的特徴が心臓機能とどのよ
うに関連するかを明らかにすることを目指した。

心筋細胞の細胞レベルの分子情報を包括的に得
るために，シングルセル RNA-seq 解析を単離心
筋に適用する基盤技術を構築した。近年，微小流
体装置（Fluidigm 社 C1 など）・ドロップレット作
製装置（10x Genomics 社 Chromium など）・マイ
クロウェル（BD 社 Rhapsody など）などの市販機
器を用いてシングルセル cDNA ライブラリを作
製することが容易になってきているが，心筋細胞
は長径 150μm 程度，短径 50μm 程度と非常に大
きいため，いずれのプラットフォームでも解析で
きない。そこで筆者らはマニュアルピックアップ
と Smart-seq2 法 7）による cDNA ライブラリ作製
技術を統合した心筋シングルセル RNA-seq 解析
技術を構築した。

筆者らは圧負荷心不全モデルの圧負荷 3 日後，
1・2・4・8 週後および偽手術後にランゲンドルフ
法によって心筋細胞を効率良く単離し，紡錘状の
形態を保った生きた心筋細胞（N＝396）をマニュ
アルピックアップによって回収して，個々の心筋
細胞のトランスクリプトームを Smart-seq2 法に
より取得した。重み付け遺伝子共発現ネットワー
ク 解 析（weighted gene co-expression network 

analysis；WGCNA） 8）によって心筋細胞において
共発現する 55 個の遺伝子ネットワークモジュー
ルを同定し，機械学習アルゴリズムRandom For-
ests 9）により全 55 モジュールのうち心筋細胞の分
類に大きく寄与する 9 モジュールを抽出した（図
1A）。この 9 モジュールを用いて心筋細胞の階層
的クラスタリングを行ったところ，心筋細胞を 7
つの細胞クラスターに分類できた。また，次元圧
縮アルゴリズム tSNE 10）を用いて二次元空間上に
細胞を配置したところ，この 7 つの細胞クラス
ターは綺麗に分離された（図 1B）。偽手術後の心
筋の多くは C6 に含まれる一方で，圧負荷 4・8 週
後の心筋の多くは C7 に含まれ，C7 は不全心筋細
胞に特徴的なクラスターと考えられた。

2． 心筋細胞肥大と関連する転写ネットワー
クの同定

圧負荷刺激により心筋細胞は肥大することが知
られているが，その細胞肥大はどのような遺伝子
発現制御と関係しているか明らかでない。そこで
筆者らは，圧負荷 1 週後の心肥大期にマウスから
心筋細胞を単離し，細胞サイズを測定したのちに
その細胞のシングルセル RNA-seq 解析を行っ
た。この細胞形態とトランスクリプトームの統合
解析により，心筋細胞の肥大の程度はミトコンド
リアのタンパク質合成（翻訳）・代謝を制御する遺
伝子群の発現量と相関することを見いだした

図 1 　圧負荷心不全モデルマウスの心筋 1 細胞 RNA︲seq 解析（文献 5 より改変して引用）
A. 重み付け遺伝子共発現ネットワーク解析および Random Forests 解析により同定された心筋遺伝子共発現ネットワー
ク。点は遺伝子を示しており，点と点の間の距離は相関の強さを示している（距離が近いほど遺伝子間の相関係数が高
い）。同じモジュールに所属する遺伝子は同じ色がつけられている。モジュールの名称は，モジュールに所属する遺伝子
群の Gene ontology 解析により最も特徴的な GO term から名づけた。
B. 次元圧縮アルゴリズム tSNE 解析により細胞関係性を二次元空間上に可視化。点は細胞を表しており，距離が近い細胞
は似たトランスクリプトームを持っている。左は心筋細胞を単離したタイムポイントで，右はクラスタリング解析で分類
された細胞クラスターで色づけしている。
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（図 2A，B）。また，圧負荷 1 週後の肥大期の心筋
細胞においてヒストン H3K27ac のエピゲノム解
析を行って前述の遺伝子群を制御する制御領域

（エンハンサーやプロモーター）を検索したとこ
ろ，extracellular signal-regulated kinase 1/2

（ERK1/2）によりリン酸化される ETS domain- 
containing protein Elk-1，ミトコンドリア生合成
を制御するnuclear respiratory factor 1/2（NRF1/2）
の認識配列が濃縮していることがわかった（図2C）。
すなわち，圧負荷により活性化される ERK1/2・
NRF1/2 の転写ネットワークは，心筋細胞の肥大
とミトコンドリア生合成を同時に制御しているこ
とが明らかとなった。

3． 胎児型遺伝子の再活性化は心臓中間層に
おいて早期に誘導される

心臓に圧負荷が加わると，心筋細胞において胎
児型遺伝子が再活性化することが知られてい
る 1）。しかしながら，心臓に存在するどの心筋が
遺伝子発現胎児化を生じているか（空間的な不均
一性）について明らかでない。そこで，筆者らは
1 分子 RNA in situ hybridization により胎児型ミ

オシン（Myh7）遺伝子の mRNA を 1 分子レベル
で捉えて，空間情報を保ったまま，1 つの心筋細
胞に含まれる Myh7 遺伝子の発現量を解析した 11）

（図 3A）。すると，圧負荷後早期（1 週後）に Myh7
遺伝子を発現する細胞は心臓の内層や外層と比較
して，中間層に多いことがわかった（図 3B）。ま
た，心筋細胞のサイズと Myh7 遺伝子の発現量を
シングルセルレベルで比較したところ，Myh7 遺
伝子発現心筋細胞のサイズは小さく，心筋肥大を
起こしていないことがわかった。実際にシングル
セル RNA-seq 解析により，Myh7 遺伝子の発現
量は前項で示したミトコンドリア翻訳・代謝遺伝
子と逆相関にあることを確認した。すなわち，筆
者らは遺伝子発現胎児化と心筋肥大は関係しない
ことを明らかにした。

4． 心筋リモデリングにおける系譜追跡解析
（肥大心筋細胞からの細胞系譜）

続いて Monocle 12）を用いて系譜追跡解析を行っ
たところ，慢性的な圧負荷により肥大心筋細胞が
代償性心筋細胞と不全心筋細胞へと分岐して心筋
リモデリングが進むことを明らかにし（図 4A），

図 2 　心筋細胞肥大と関連する転写ネットワークの同定（文献 5 より改変して引用）
A. 圧負荷 1 週後のマウスから単離した心筋細胞のシングルセルトランスクリプトームの主成分分析。点は細胞を示してお
り，細胞面積の程度で色づけされている。
B. 主成分分析の図をモジュール発現の程度で可視化。A. で示す細胞面積と M1（ミトコンドリア翻訳・代謝遺伝子）発現
が相関するのに対して，M3（心臓収縮遺伝子）発現は逆相関である。
C. 圧負荷 1 週後のマウスの心筋細胞の H3K27ac ChIP-seq 解析から同定した各モジュールの制御領域に濃縮する転写因子
モチーフの階層的クラスタリング解析。圧負荷により発現上昇するモジュールの制御転写因子のみ掲載。ELK1 および
NRF1/2 の認識配列は M1 遺伝子の制御領域の特異的に濃縮している。
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この代償性心筋細胞と不全心筋細胞を分ける遺伝
子発現プロファイルを同定した（図 4B）。代償性
心筋細胞では圧負荷により上昇したミトコンドリ
ア翻訳・代謝制御遺伝子群の発現レベルが保たれ
ているにもかかわらず，不全心筋細胞ではこの遺
伝子群の発現レベルが顕著に低下しており，アク
チン結合分子・収縮線維遺伝子群の発現レベルが
上昇していた。

5． 肥大心筋における不全心筋細胞誘導シグ
ナルの同定

そこで，代償性心筋細胞と不全心筋細胞の分岐
にかかわる遺伝子群・シグナル経路を同定するた
めに，分岐のタイミング（肥大期後半）に属する心
筋細胞に特異的にみられる遺伝子ネットワークを
抽出したところ，DNA 損傷・p53 シグナルに関連
する遺伝子ネットワークが同定された（図 5A）。

図 3 　心臓における空間的な遺伝子発現の不均一性（文献 11 より改変して引用）
A. 1 分子 RNA in situ hybridization による空間情報を保持した状態でのシングルセル遺伝子発現解析。WGA は細胞膜を
意味しており，この緑で囲まれた領域が 1 つの心筋細胞。1 分子の Myh7（胎児型ミオシン）mRNA が 1 つの赤いドットで
示されている。WGA で囲まれた 1 つの心筋細胞の中の赤いドットを定量することで，シングルセルレベルの遺伝子発現
解析が可能になる。
B. 圧負荷 2 週後の心筋細胞におけるシングルセルレベルの Myh7 mRNA 発現量の比較。内層・中間層・外層と分けて比
較すると，中間層において有意に多くの Myh7 発現心筋細胞が存在していることがわかる。
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図 4 　心筋リモデリングにおける系譜追跡解析（文献 5 より改変して引用）
A. 圧負荷後の心筋細胞のトランスクリプトームデータを用いた系譜追跡解析。心筋細胞が 3 つの状態（State）に分かれて
おり，State 1（肥大心筋細胞）から State 2（代償性心筋細胞）と State 3（不全心筋細胞）への分岐がある。
B. 肥大心筋細胞（赤）から代償性心筋細胞（緑）と不全心筋細胞（青）にかけて系譜追跡タイムコース（Pseudotime）に沿っ
たモジュール発現ダイナミクス。偽手術後（黒）の発現レベルも左に示している。代償性心筋細胞と不全心筋細胞で発現が
大きく異なる 4 つのモジュールの結果を示した。各モジュールに割り当てられた遺伝子数も示している。
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p53 シグナルの下流遺伝子である Cdkn1a（p21）遺
伝子の発現を 1 分子 RNA in situ hybridization 法
により詳細に解析し，肥大期後半に時期特異的に
この遺伝子を強発現する細胞が出現することを確
認した（図 5B）。また，免疫染色によりp21陽性細
胞はγ-H2A.X（DNA 損傷マーカー）陽性細胞であ
ることがわかり，DNA 損傷応答に伴う p53 シグ
ナル活性化が圧負荷後の肥大期後半に時期特異的
に現れることを明らかにした（図 4C）。

6． 心筋特異的 p53ノックアウトマウスの
解析

そこで筆者らは，心筋細胞特異的 p53 ノック
アウトマウス（p53CKO マウス）を作製して圧負

荷後の心機能解析を行ったところ，このマウスで
は心肥大は呈するものの心不全を生じないことが
わかった（図 6A）。また，圧負荷 2 週後（野生型で
は肥大から不全への移行期）に p53CKO・野生型
マウスの心筋細胞を単離して single-cell RNA-
seq 解析を行ったところ，野生型マウスの心筋細
胞は肥大心筋細胞から代償性心筋細胞だけでな
く，不全心筋細胞へリモデリングを起こしている
一方で，p53CKO マウスの心筋細胞は肥大心筋細
胞の状態からほぼ代償性心筋細胞のみへ移行して
いた（図 6B）。また，圧負荷 2 週後において，野
生型マウスの心筋細胞ではミトコンドリア翻訳・
代謝制御遺伝子群の発現低下やアクチン結合分

図 5 　肥大心筋における不全心筋細胞誘導シグナルの同定（文献 5 より改変して引用）
A. 圧負荷後期に時期特異的に活性化する遺伝子ネットワーク。p53 シグナルに関連する遺伝子が濃縮している。
B. 1 分子 mRNA in situ hybridization 解析による Cdkn1a（p21）強発現細胞の確認。
C. 免疫染色によるγ-H2A.X と p21 の共発現心筋細胞の確認。p21 陽性心筋細胞のほぼすべてがγH2A.X 陽性である。
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図 6 　心筋特異的 p53 ノックアウトマウスの解析（文献 5 より改変して引用）
A. 野生型マウスと心筋特異的 p53KO（p53CKO）マウスの心臓超音波による心機能解析。
B. 圧負荷 2 週後の野生型・p53CKO マウスから単離した心筋シングルセル RNA-seq の階層的クラスタリング解析。野生
型（赤）と比較して p53CKO（ターコイズ）の心筋細胞は不全心筋細胞（クラスター A）の割合が極めて少ない。
C. B. の心筋シングルセル RNA-seq の tSNE 解析。左はマウスの種類で，右は細胞クラスターで色づけしている。
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子・収縮線維遺伝子群の発現上昇といった不全心
筋の特徴的な変化がみられる一方で，p53CKO マ
ウスの心筋細胞ではみられなかった（図 6C）。す
なわち，圧負荷後の肥大期後半に一過性にみられ
る p53 シグナル活性化は不全心筋細胞誘導にお
いて必要である。圧負荷心不全モデルでは心肥大
期には心筋細胞の短径が長くなり（肥大）心不全
期には長径が長くなる（伸長）が，p53CKO マウ
スに圧負荷手術を施したのちに単離した心筋細胞
では野生型マウスの不全期心筋細胞でみられる心
筋伸長が生じない。すなわち，p53 シグナル活性
化は不全心筋細胞で特徴的な心筋伸長をも制御し
ていることがわかる。

これまでをまとめると，心筋細胞は圧負荷に応
じて，分子・形態・機能，それぞれのレベルが連
動してリモデリングを起こしている（図 7）。圧負
荷直後に生じるミトコンドリア翻訳・代謝遺伝子
群の発現は細胞肥大と直接関係しており，それは
ERK1/2・NRF1/2 シグナルの転写ネットワーク
により制御されている。また，肥大心筋細胞から
代償性心筋細胞と不全心筋細胞への分岐の際に活
性化する DNA ダメージ・p53 シグナルは，肥大
心筋細胞から不全心筋細胞へと分子・形態・機能
において変化するうえで必要である。

7．シングルセル解析の臨床応用
続いて，これまで構築してきた心筋シングルセ

ル解析技術を心不全患者の病態解析に応用した。
筆者らは，拡張型心筋症（dilated cardiomyopa-
thy；DCM）患者が左室補助人工心臓（left ventric-
ular assist device；LVAD）の植込み術を受ける際
に得られる心臓組織から心筋細胞を単離して，
Smart-seq2 法によるシングルセル RNA-seq 解析
を行った。WGCNA 8）により 17 の遺伝子モジュー
ルを抽出し，Random Forests 9）により細胞分類
に寄与する 5 つのモジュールを同定し，階層的ク
ラスタリングにより心筋細胞は 5 つの細胞集団に
分類された（図8A）。健常者の心筋細胞は1つのク
ラスターに濃縮している一方で，DCM 患者の心
筋細胞は複数のクラスターに分類され，DCM 心
筋細胞は転写不均一性が大きいことがわかった。

更に，マウスの解析で得られた遺伝子モジュー
ルとヒトの解析で得られた遺伝子モジュールの間
のオーバーラップを解析したところ，ヒトの解析
で得られた 5 つのモジュールのうち，M1（翻訳・
細胞間接着・タンパク質分解・細胞周期・DNA
ダメージ応答遺伝子群）と M2（ミトコンドリア・
心筋収縮遺伝子群）によってマウスにおけるモ
ジュール遺伝子の大半が説明可能であることがわ

図 7 　圧負荷後の心筋リモデリングにおける形態・機能・分子レベルの関係性（文献 5 より改変して引用）
A. 心筋細胞の形態的特徴［sham（偽手術）1,243 細胞，TAC W2（圧負荷 2 週後）1,366 細胞，TAC W4（圧負荷 4 週後）717
細胞，それぞれ 3 匹のマウスから採取］。圧負荷によりまず短径が増大するが，その後長径が増大する。
B. 野生型と p53CKO マウスの圧負荷 4 週後における心筋細胞の形態的特徴（野生型 1,761 細胞，p53CKO 1,538 細胞，そ
れぞれ 3 匹のマウスから採取）。p53CKO マウスの心筋細胞では長径が短く肥大の形質を保っている。
C. 心筋リモデリングにおける形態・機能・分子のダイナミクスの関係性。
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かった（図 8B）。そこで，DCM 患者の LVAD 植
込み術後の心機能の改善の程度と M1/M2 の心筋
遺伝子発現プロファイルの関係性を解析したとこ
ろ，M1/M2 遺伝子発現が高い心筋細胞を有する
患者では LVAD 植込み術後の心機能の改善がみ
られない一方，M1/M2 遺伝子発現が低い心筋細
胞を有する患者は健常者と同様の遺伝子発現パ
ターンであり，心機能の改善を起こす可能性があ
ることを見いだした（図 8C）。すなわち，心筋遺
伝子発現パターンにより心筋細胞の可逆性を評価
できる可能性がある。また，M1 遺伝子群に含ま
れる DNA 損傷応答遺伝子 CDKN1A（p21）は酸
化ストレス応答により発現上昇する Metallo-
thionein ファミリーの遺伝子と相関が高く（図
8D），M1 遺伝子の発現上昇という心筋細胞の機
能不可逆性は酸化ストレス応答・DNA 損傷応答
と関係することが示唆された。

8． DNA損傷応答による心不全患者の予後
予測法の開発

心不全は，様々な原因により心臓の機能が悪く
なり，息切れやむくみが生じ，がんと並んで世界
中の人の命を脅かす病気である。心不全におい

て，病状の経過や治療に対する応答性（治療によ
る効果）は非常に多様であり，治療薬に応答して
心臓の機能が回復する患者がいる一方で，あらゆ
る治療を尽くしても心機能が回復せずに早い段階
で心臓移植をしなければ命を救うことができない
患者もいる。治療に対する応答性や予後（病状の
経過）を治療前に評価できれば，患者一人ひとり
に合った適切な治療を施すことが可能になる（個
別化医療・精密医療）と考えられるが，現段階で
はまだ簡便かつ正確に治療応答性を予測すること
が難しいため，すべての患者に画一的な治療を施
すしかない。

そこで筆者らは，心筋 DNA 損傷により心不全
患者の予後を予測できると仮説を立てた。東京大
学病院に 2009 年から 2017 年まで DCM により心
不全として入院して心筋生検を受けた 82 例の患
者のうち，生検時に既に治療介入がなされていた
24 例を除いた 58 例を対象として，心臓組織の
DNA 損傷応答を免疫染色により評価し，治療応
答性や予後との関係性を解析した 6）。DNA に切
断 が 生 じ る と，poly（ADP-ribose）polymerase

（PARP）という分子がリクルートされて同部位の

図 8 　シングルセル解析による心不全患者の分子病態解析（文献 5 より改変して引用）
A. ヒト健常者と DCM 患者の心筋 1 細胞 RNA-seq の tSNE 解析。DCM 患者の心筋細胞は転写不均一性が高い。左は健
常者と DCM で，右はクラスターで色づけされている。
B. ヒトとマウスの遺伝子モジュールのオーバーラップ。重複の程度をヒートマップで示している。
C. Module 1（M1）高発現細胞は，治療応答不良群の患者の心筋細胞においてのみみられる。
D. tSNE マップ上に CDKN1A 遺伝子と MT2A 遺伝子（Metallothionein ファミリー）の発現レベルを掲載。
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DNA・修復酵素などに poly（ADP-ribose）とい
う化学修飾を入れる。また，同部位のヒストンは
γ-H2A.X というリン酸化ヒストンに置き換えら
れ る。 筆 者 ら は， 本 免 疫 染 色 に お い て poly

（ADP-ribose）とγ-H2A.X に対する抗体を用いて
DNA 損傷応答を評価した。すると，治療に対し
て効果がみられない DCM 心不全患者では，治療
前に行った生検検体における心筋 DNA 損傷の程
度が有意に強いことが明らかとなった（図 9A）。
更に解析を進めることで，poly（ADP-ribose）陽
性の DNA 損傷核の存在確率が 5.7％以上の患者
を DNA 損傷強陽性症例，5.7％未満の患者を弱
陽性症例と分類することで，高い精度（77.8％の
感度・88.7％の特異度）で，前者を治療応答不良・
後者を治療応答良好と予測することが可能である
ことを明らかにした 6）（図 9B）。

これらの結果により，筆者らは，心不全患者の
“治療応答性の事前予測”を可能にするという待
望されてきた手法を確立した。本手法は，臨床現
場において日常的に診断目的で採取する心臓生検
組織の検体を有効利用するため患者への追加侵襲
が存在しないという非常に大きな利点を有してお
り，近年叫ばれている個別化医療・精密医療を心
不全臨床において実践するうえでの基盤的技術と

なると考えられる。

Ⅱ．心臓シングルセル解析の将来展望

ここまで，筆者らの心筋シングルセル解析研究
の実際と応用について紹介してきた。ここからは
心臓疾患の解析に限らず，特に臓器シングルセル
解析の今後の将来展望について記す。

1． 空間情報を保持した網羅的な遺伝子発現
解析

臓器において種々の細胞が綿密な空間的構造を
構築して恒常性を保っている。このような空間的
関係性を理解することは，病態理解に欠かせな
い。筆者らは，標的遺伝子を決めて空間的な発現
解析 6）を行ったが，近年，発現する全遺伝子を対
象とした空間的遺伝子発現解析を可能にする技術
が 2 つ開発された。1 つは組織切片上で全遺伝子
の mRNA を標的としたプローブを連続的に当て
ていく seqFISH 13）という手法であり，もう 1 つは
Drop-seq 14）において用いたオリゴつきビーズを
10μm 間隔で敷き詰めたスライドの上に組織切
片を乗せて，mRNA をキャプチャーする Slide-
seq 15）という手法である。今後，これらの手法を
用いた空間的シングルセルトランスクリプトーム
解析が一般化すると考えられる。

図 9 　心筋 DNA 損傷応答による心不全患者の予後・治療応答予測（文献 6 より改変して引用）
A. Poly（ADP-ribose）免疫染色による DNA 損傷応答評価。DAPI と重なる Poly（ADP-ribose）が DNA 損傷応答細胞核。
B. 心筋 DNA 損傷応答による心不全患者の予後・治療応答予測法の概要。
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2． エピゲノムなど他階層のオミックスとの
シングルセルレベルでの統合

脳のシングルセル全ゲノム解析により，前頭前
皮質や海馬において老化に伴って蓄積するゲノム
変異のパターンと神経変性疾患で生じるゲノム変
異のパターンが異なることが明らかになり，疾患
発症・老化におけるゲノム変異の意義が明らかに
なりつつある 16）。また近年，シングルセルから複
数階層のオミックス情報を同時に取得する解析が
構築された。例えば，ゲノムとトランスクリプトー
ムを同時に取得する手法として，G ＆ T-seq 17），
SIDR 18）など，トランスクリプトームとエピゲノム
を同時に取得する手法として，scNMT-seq 19），
sci-CAR 20）などが開発されている。また最近は，
Drop-seq を統合することでハイスループットに
ゲノム・トランスクリプトームを解析できる技術
も報告されている 21）。オミックス同時解析によ
り，単一のシングルセルオミックス解析で同定さ
れた制御状態が他オミックスとどのように関連す
るか（どの genotype がどのトランスクリプトー
ムと関係するかなど）を詳細に解析でき，細胞の
分子制御構造の詳細な理解につながる。

3． ライブラリスケールの perturbationと
シングルセル RNA-seqの統合解析

CRISPR/Cas9 システムによるライブラリス
ケールの遺伝子改変システムとシングルセル
RNA-seq を統合して，改変遺伝子と表現型（トラ
ンスクリプトーム）を連結する Perturb-seq 22）・
CRISP-seq 22, 23）・CROP-seq 24, 25）といった手法が開
発され，遺伝子改変の影響を網羅的に解析できる
ようになった。更にこの手法では，複数の遺伝子
改変の影響を単一個体で解析できるため，遺伝子
改変の効果や関係性を詳細に解析できる利点があ
る。今後，これらの手法は個体における遺伝子機
能解析において強力なツールとなると考えられる。

4．シングルセル解析の臨床応用
シングルセル解析は少量検体でも解析可能であ

るため，臨床検体との相性が良い。がんなどの組
織検体において，シングルセルレベルでゲノム変
異とトランスクリプトーム変化を統合解析する研
究が進んでおり 26-28），患者ごとにがんの細胞進化
過程を詳細に明らかにしている。筆者らも心不全

患者の少量の心臓組織検体を用いて，治療応答性
と関係する心筋遺伝子プログラムを同定してい
る 5）。また，臨床検体は容易に単一細胞に単離で
きないことが多く，保存可能な凍結組織から単離
した細胞核を用いた single-nucleus RNA-seq 技
術も確立されており 29, 30），これにより single-cell 
RNA-seq と同様に細胞種分類・分子病態解析を
行うことができる。

5．DNA系譜追跡との統合解析
Monocle 12）や Velocyto 31）などを用いて，シング

ルセルトランスクリプトームから細胞系譜・細胞
進化を予測することは可能であるが，真に細胞が
どのように変化したかを理解するには細胞の
DNA 系譜を追跡することが重要である。このよ
うな手法として，LoxP 配列を連結した PolyLox
システム 32）や CRISPR/Cas9 による random bar-
codingを用いた系譜追跡法 33）が発展してきた。最
近，ゼブラフィッシュの発生において CRISPR/
Cas9 による random barcoding とトランスクリプ
トーム同時解析の報告があり 34），細胞のクローン
追跡と細胞表現型（トランスクリプトーム）を同時
に抽出できるようになり，組織再生における上皮
間葉転換の分子機構が詳細に明らかとなった。

6．日進月歩のコンピューター解析技術
シングルセル解析において，実験間のバッチ効

果を取り除き生命現象の本質を浮き彫りにするア
ルゴリズムが開発されている 35-38）。また，低発現
の遺伝子に対して発現量をリカバーする MAGIC 39）

や SAVER 40）などのアルゴリズムが開発され，発
現量の低い転写因子の標的予測などを効率的に行
えるようになった。このようなシングルセル解析
を系統的に行うプラットフォームとして，Seurat 36）

や Scanpy 41）などが開発されている。更に，トラ
ンスクリプトームの次元削減手法として定番と
なってきた tSNE よりも更に精度の高い細胞分類
が可能となる UMAP というアルゴリズムが開発
された 42）。最近，10x Genomics 社の Chromium
シ ス テ ム を 用 い た シ ン グ ル セ ル エ ピ ゲ ノ ム

（ATAC-seq），シングルセルコピー数多型解析
（CNV 解析）が可能となり，これらの解析技術が
非常に身近になってきている。
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おわりに

本稿では，心不全における心筋リモデリング過
程をシングルセル解析で理解して臨床応用するこ
とを目指した筆者らの研究を詳しく紹介すると共
に，今後のシングルセル研究の方向性について概
説した。筆者らの研究は，心肥大から心不全にお
いて形態的・機能的特徴を内包する心筋遺伝子プ
ログラムを明らかにしただけでなく，個々の心不
全患者の臨床像と連結した心臓分子病態の理解に
直結しており，循環器疾患における精密医療の実
現に大きく貢献するものと期待される。シングル
セル解析は非常に多様な応用可能性を秘めた魅力
的な研究手法であるが，検体準備・細胞単離（細
胞核単離）・cDNA ライブラリ作製・データ解析
という多方面にわたる十分なスキルが必要であ
り，疾患生物学・生命科学とデータサイエンスの
融合が極めて重要である。常に最先端の技術に視
野を広げ，基礎・臨床の緊密な連携を構築するこ
とが，本質的な分子病態解明，治療法開発，精密
医療の実現に重要と考える。
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