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遺伝子発現解析の有用性

DNA mRNA タンパク質

機能をもってはたらく
設計図
基本的にどの細胞にも存在

・組織、細胞によって異なる
・タンパク質の種類、量を反映



遺伝子発現解析の有用性

薬の影響 疾患モデル 特定の遺伝子の機能

ノックアウトマウスなど

コントロールと比較することで
発現量が変化する遺伝子がわかる

現象の理解につながる



遺伝子発現解析の方法

リアルタイムPCR マイクロアレイ RNAシークエンス(バルク)

目的組織

RNA抽出

cDNA合成

目的配列の増幅速度から
遺伝子発現量を推定

目的組織

RNA抽出

蛍光ラベル

アレイ上のプローブと結合した
RNA量を蛍光強度で測定

標的とする遺伝子が限られる

目的組織

RNA抽出

cDNA合成

ライブラリー調製

次世代シーケンサーで
読み取り、定量化

標的とする遺伝子を
設定しなくてよい



シングルセルRNA-seqと従来の方法との違い

シングルセルRNAシークエンス

それぞれの細胞における
遺伝子発現を解析

RNAシークエンス(バルク)

組織全体の遺伝子発現を解析



シングルセルRNA-seqで得られる情報

Yao et al., Nature, 2021

組織中にどのような細胞集団が存在しているのか分かる

新規の細胞集団の発見にもつながる



シングルセルRNA-seqで得られる情報

Schlesinger et al., Nat commun, 2020

目的遺伝子を発現している細胞集団、遺伝子発現量が分かる



公共データの活用
人体を構成する全ての細胞の遺伝子発現の情報を
カタログ化するプロジェクト



公共データの活用



NCBI   GEO
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シングルセルRNA-seqの流れ

組織回収

ライブラリー作製 次世代シーケンス

単一細胞化

解析



シングルセルRNA-seqの原理 (ドロップレット式)

10x genomics 資料参照

液滴中でcDNA合成1細胞に1バーコードを
割り当て



シングルセルRNA-seqの原理

シングルセルRNA-seq解析 (3’/5’遺伝子発現解析)

シングルセル遺伝子発現Flex

固定化サンプルが使用できる!



シングルセルRNA-seqの原理

3’/5’試薬でのライブラリー作製

10x genomics 資料参照



シングルセルRNA-seqの原理
Flex試薬でのライブラリー作製

・固定化サンプルの解析が可能
(-80℃で保存可能)

・RNA velocity解析はできなくなる
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実際の実験の流れ (細胞の回収)

サンプルの品質と、細胞数に注意!
10x genomics 資料参照



実際の実験の流れ (細胞の回収)

サンプルの品質と、細胞数に注意!

細胞がばらばらになっているか
解析可能な細胞数が回収できているか

10x genomics 資料参照



実際の実験の流れ (細胞の回収)

回収した細胞 (50万細胞は必要)

Sample 1 Sample 2

gentleMACS

Comit 5Fに設置 (要予約)

Comit に設置
COCにシングルセルの
受託を行う場合は使用可能

CountessⅡ

gentleMACS C tube
Miltenyi Biotec



実際の実験の流れ (ライブラリー調製、シークエンス)

10x genomics 資料参照



実際の実験の流れ (解析)

取得データ
フィルタリング
(データのクオリティを調整)

正規化

クラスタリング DEG解析 アノテーション
次元の削減

(主成分分析)

どのクラスターが
どの細胞種か

遺伝子発現解析

死細胞の情報を除く データの補正



Zhong et al., Nature, 2020



シングルセルRNA-seqの有用性

実際の作業手順
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Kanemaru et al., Nature, 2023



ペースメーカー細胞のクラスター同定
空間トランスクリプトームにより

ペースメーカー細胞が存在していた場所を同定

ペースメーカー細胞内の
遺伝子発現制御ネットワーク推定

どの遺伝子がペースメーカーとして重要な
イオンチャネルの発現を制御しているかを推定



ペースメーカー細胞に特異的に作用しうる
化合物を推定

Drug2cell



先行研究における実施例

Du et al., PNAS, 2024

Neuroepithelial cell (未分化)

Neuron



羊土社
実験デザインからわかる
シングルセル研究実践テキスト

羊土社
誰でも再現できるNGS前
サンプル調製プロトコール
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