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２．１　基礎基盤科学技術─分子・細胞

２．１．１　遺伝子発現機構（エピゲノム、RNA）

（1）研究開発領域の定義

遺伝情報の発現機構、つまり遺伝子の情報が細胞における構造および機能に変換される過程

の作用機序と生理機能の解明は、次世代シークエンサー（NGS）等の技術進展を受け近年大

きく解析が進んでいる。ここでは、ゲノム、RNA、エピゲノムの視点から、多種の医学・生

物学現象の遺伝子的あるいはゲノム的基盤を明らかにすると同時に、プロセシング、修飾、翻

訳といった分子レベルで構造・機能の相関や生理機能ネットワークを解明する領域である。

（2）キーワード

エピゲノム・エピジェネティクス、DNA メチル化、ヒストン修飾、バイサルファイト法、

ChIP-seq、Hi-C 法、クロマチン、ヌクレオーム、一細胞オミクス、次世代シークエンサー、

ノンコーディング RNA、RNA プロセシング、RNA 修飾、RNA- タンパク質複合体、液体相分離、

核酸医薬

（3）研究開発領域の概要

［本領域の意義］

ひとつの個体は、多様な種類・分化段階の体細胞と生殖細胞により構成されている。ヒトの

場合はおよそ 200 種類、37 兆個の細胞が存在していると言われる。これらの細胞はすべて同

じゲノムをもつ細胞に由来しているにも関わらず、多様な形・機能をもつ細胞に分化している

ことになり、言い換えれば、受精卵が増殖・分化して細胞、組織、器官、個体を形成する過程

において、遺伝子発現パターンが異なる（使われる遺伝子が異なる）ようになり、それが安定

的に継承されるということを意味している。遺伝情報は DNA 上からセントラルドグマ（DNA
（転写）→ RNA（翻訳）→タンパク質）と呼ばれる一連のプロセスを経て伝達される。この過

程では多様な因子が関与して、どのタイミングでどの遺伝子が発現するかを調整している。

エピゲノムは、遺伝子発現制御に関わるゲノムの修飾の態様といえ、DNA の塩基配列の変

化を伴わずに、細胞世代を超えて安定的に表現形質を継承させるシステムといえる。このゲノ

ム上の遺伝子を選択的に活性化あるいは不活性化する仕組みとして、ヒストンの修飾ではアセ

チル化による転写の活性化、メチル化による転写の活性化と抑制があり、DNA 自体の修飾で

はメチル化による転写の抑制がある。これらは発生から老化・各種疾患にいたるまでの生命活

動全般に幅広く関係する。

遺伝子の発現制御には、DNA に直接結合する転写因子が必須であるが、細胞核内でのゲ

ノム高次構造なども重要な役割を果たすことがわかってきた。遺伝子発現の差異は、ゲノム

DNA とその機能を司る核内タンパク質が相互作用する場であるクロマチン構造で生み出さ

れる。従って、個々の細胞におけるクロマチン構造上の遺伝子発現制御の解明が必要とされ

ている。

２．研究開発領域
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近年では、ゲノム上でタンパク質をコードしないジャンク領域と従来見なされてきたゲノム

領域から膨大な量の RNA が転写されていることが明らかとなった。またこれらの RNA 群が、

RNA を始めとする多様な生体分子と相互作用し、様々な生命現象を特異的に制御しているこ

と、その機能の破綻ががん、神経疾患や感染症など、多様な疾患に深く関与していることが解

明されつつある。

このように遺伝子の発現機構の全体像はまだ解明されていないことも多く、これらの作用機

序と生理機能ネットワークを解明、把握することで、生命科学の深化のみならず、疾患の原因

解明や治療法の確立などへの貢献が期待される。本領域は、これまで医学・生物学の特定の分

野を指すものであったが、近年における次世代シークエンサーをはじめとする技術の急速な進

歩により、方法論を中心とした医学・生物学全体の基盤となる領域に変貌している。

［研究開発の動向］

2000 年代前半に、国際 HapMap 計画によりヒトゲノム遺伝多型のカタログが作られた。

2004 年頃より NIH が 1000 ドルゲノム（＝個人のヒトゲノム全配列の解読コストを 1,000 ド
ルにする試み）技術開発として投資してきたシークエンサー技術が実用化されている。2011 
年に Pacifi c Biosciences 社 （米国） が研究開発し市場化した第三世代シークエンサー PacBio 
RS II の性能が著しく高く、状況は大きく変化した。2013 年に同社が微生物のゲノム配列を

ギャップなく配列決定し、99.999% の塩基配列の精度を出すソフトウエアを発表した。例えば

2 倍体のヒトゲノムの場合、米国 Illumina 社のシークエンサーのデータと比較しながら、ソ

フトウエアによるデータ処理により精度を 99.9% （残り 0.1% は多型変異） にまで上げること

ができる。2014 年初頭に、Illumina 社が大型NGS 機器であるHiSeq X Ten シリーズを発表し、

1,000 ドルゲノムを達成したと報告された。

近年、次世代シークエンサーを用いた解析技術（単一細胞シークエンシング）の発展により、

個々の細胞におけるトランスクリプトーム、エピゲノムを解析することが可能になりつつあ

る。中でも、単一細胞 RNA-seq 技術は 2009 年に登場して以来 1）、多くの手法が開発、発表

されており、現在最も汎用されている単一細胞シークエンシング法となっている 2）。細胞の単

離操作には、FACS による細胞ソーティング、あるいは細胞の単離に特化した Fluidigm 社の

C1 システムが利用されている。一方、「細胞の単離」のステップを伴わない、ナノリッター

スケールのドロップレットを利用する方法も開発されている（Drop-seq3）、inDrop4）等）。オ

リゴ DNA ビーズと細胞懸濁液をマイクロ流路へ流し込み、形成したドロップレット内で単一

細胞からの mRNA のビーズへのキャプチャーあるいは逆転写を行う。この方法では、単一細

胞ごとにハンドリングする必要がなく、一度に数千〜数万細胞を処理することが可能である。

また、転写産物の定量法としては分子バーコード（UMI）により各遺伝子の 3’末端のみを

カウントする方法が現在の主流であるが、一方で単一細胞レベルにおいて全長の転写産物を

解析できる方法 RamDA-seq が国内のグループにより報告された 5）。これらに加え、翻訳中

の RNA を測定する Ribo-seq、キャップ構造を持つ RNA のみを測定する TSS-seq、転写中の

RNA を測定する NET-seq などがある。つまり、転写のみならず、スプライシング、翻訳ま

でを含めたより定量的な RNA の測定技術が次々と報告されてきている。
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【エピゲノム】

エピゲノム研究は、1980 年代にがんにおけるメチル化異常の報告がなされ、1990 年代前半

にがんの抑制遺伝子のメチル化異常による不活化が発見されたことを契機としてがん分野での

エピゲノム研究が大きく進展した。2000 年代に入りヒストンコードの提唱に伴い、世界各国

において研究が積極的に推進された。エピゲノム情報は多様である。まず DNA メチル化は微

生物と脊椎動物では様式が大きく異なるが、ここでは脊椎動物に普遍的な CpG のシトシンメ

チル化の検出について述べる。ゲノム中の CpG サイトは非常に多く、ヒトゲノムの場合、全

ゲノム配列の 1% 程度を占める （約 3000 万箇所）。シークエンサーの低コスト化により、すべ

ての CpG サイトのシトシンメチル化状態を検出するバイサルファイト法（非メチル化シトシ

ンをウラシルに変換することでメチル化シトシンとの違いを明確化する方法）を低コストで

実施することが可能になった。この結果、例えば、世代ごとに CpG サイトのシトシンメチル

化が変化する率は、塩基が変異する率よりも 3 桁近くも高く、生物が環境に適応する能力を

高めていること、重要な発生関連遺伝子をコードするゲノム領域の多くは、低メチル化かつ

ヒストン H3 の 27 番目のリジンがメチル化されることで初期胚における発現が抑えられてお

り、細胞運命決定が進む過程で高メチル化へと変化し発生関連遺伝子が転写されるようになる

という現象が発見されている。バイサルファイト処理を使う場合、シトシンメチル化判定には

パーソナルゲノム解読と同じぐらいのリード量（ゲノムを 30 倍程度被覆）が必要になり、バ

イサルファイト処理した DNA 断片を解読したリードはゲノム上に高速にアラインメントする

必要がある。世界各国でエピゲノムに関する国家（間）プロジェクトが開始されており、米国

（NIH によるロードマップ計画）、EU（BLUEPRINT3）の他、イタリアで 2011 年から、ド

イツでは 2012 年から 2017 年の研究計画（DEEP）が公表されている。また、韓国において

は KNIH による計画が 2012 年から開始されている。

エピゲノムや転写因子の局在を 1 次元のゲノム情報の上にマッピングすると、遺伝子の抑制

と活性化に働く修飾が異なる場所に存在していることがわる。このすみ分けがうまくできてい

ることにより、発現する遺伝子と発現しない遺伝子の分別と継承行われる。しかしながら、こ

れらの標識は必ずしも安定に保持されるわけではなく、むしろダイナミックに変化しつつ定常

状態として維持されることがわかってきた。実際の細胞核中では，1 次元的にはゲノム上の距

離が離れているにもかかわらず、ループ構造を作ることで 2 つの領域が空間的に近接して存在

したり、近傍にあるにもかかわらず空間的に離れて存在したりする場合がある。このような空

間局在性は、転写因子間の結合や転写そのものに影響される場合もあるが、2 本の DNA をつ

なぎ留めるタンパク質も寄与すると考えられている。したがって、遺伝子発現の制御機構を理

解するためには、転写因子やエピゲノム情報のみならず、細胞核内の高次構造を知ることやそ

の制御機構を解明することが重要である。

細胞核内の遺伝子制御機構を解明するためには、ゲノム配列、転写因子、エピゲノム状態、

空間配置と凝縮状態、さらには核内構造体の役割、分子動態等を統合的に理解する必要がある

との機運が高まり、細胞核の包括的な理解という意味で「ヌクレオーム（Nucleome）」という

概念が形成された 6）。

エピゲノムに着目した創薬開発も進められており、骨髄異形成症候群の治療薬 7）が米国で

2004 年に上市された（azacytidine、DNA メチル化阻害薬：米国 Celgene 社が開発；日本

では日本新薬 8）がライセンス生産し、2011 年に日本でも承認）。他にも皮膚 T 細胞リンパ腫
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の治療薬 vorinostat、ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬：米国 Merck 社が開発し 2006 年に 
FDA 承認；日本では大鵬薬品が 2011 年 7 月に承認を取得）が上市されている。

エピゲノム構造の解析により、ヒトゲノムの非コード領域が個人の多様性を決定する上で極

めて重要であることが明らかになってきた（SNPs の大部分は非コード領域に存在する）。こ

のように、非コード領域の役割を理解するためにはエピゲノム解析は重要であり、ヒトの疾患、

老化の本質的な理解とともに、治療戦略、創薬の上でも鍵となると認識されている。

エピゲノム解析を単一細胞レベルで行う技術の開発も進んでいる。クロマチンのアクセ

シビリティを検出する ATAC-seq9,10）、クロマチン高次構造を検出する Hi-C11,12）、ヌクレオ

ソームの位置を検出する MNase-seq13）も単一細胞解析への最適化が行われている。一方、ゲ

ノムワイドなヒストン修飾状態や転写因子の結合の解析には ChIP-seq が広く用いられてき

た。ChIP-seq の単一細胞解析への応用としてドロップレットを用いた手法が報告されている
14）。さらには免疫沈降を伴わない手法の開発が行われ、カルシウム依存性エンドヌクレアーゼ

Micrococcal nuclease（MNase）を結合させた抗体により特定のゲノム領域を切断、回収する

CUT&RUN15）、抗体に結合させたオリゴ DNA を Tn5 トランスポザーゼにより近傍のゲノム

へと挿入する ChIL-seq16）が報告された。特に ChIL-seq は抗体による単一細胞エピゲノム解

析を達成した唯一の国産の解析法である。現在、ヒストン修飾抗体の特異性に関する包括的デー

タベースの作成 17）や、NIH のプログラムの一環として転写因子に対する免疫沈降グレードの

モノクローナル抗体の大規模な樹立、バリデーションが行われる 18）等、抗体の作成と選択を

促す試みが進められており、多種多様なエピゲノム解析が発展する土壌形成が行われている。

これらの技術開発は米国が圧倒的に主導している。本領域の応用研究はいずれも発展途上とい

える。

【RNA】

RNA 研究は、古典的な RNA（mRNA、rRNA、tRNA、snRNA、snoRNA）に加え、近年

ではタンパク質をコードしないとされる non-coding RNA（ncRNA）に関する研究が精力的に

進められている。ncRNA は極めて多様性に富む生体分子群であるが、大別すると、① 20 〜

30 塩基程度の鎖長の small RNA 、② 200 塩基を超える鎖長の long ncRNA の２つのグループ

に分けられる 19,20）。

①　small RNA 
small RNA 研究は 1998 年の RNA 干渉の発見に端を発する。small RNA のうち、二本鎖

構造の small interfering RNA（siRNA）は mRNA の分解（RNA 干渉）を、一本鎖構造の

microRNA（miRNA）は mRNA の翻訳阻害を引き起こすことが明らかとなり、RNA サイレ

ンシングと総称される。これら small RNA による遺伝子発現抑制機構の分子メカニズムの理

解は急速に進みつつある。これらは「アルゴノート」と呼ばれる共通タンパク質と共に RISC
という作動装置を形成し、翻訳制御、mRNA の安定性制御、クロマチン制御を抑制する制御

因子群であることが明らかにされた。現在では、RISC 構築機構全貌の理解、small RNA が関

わる様々な生理現象や疾患メカニズムの理解に向けた研究が拡張を続けている。

医療応用研究も世界中で進められており、siRNA の糖鎖（GalNAc）修飾などの基盤技術が

整えられつつあるが、依然として高効率な DDS や、生体内での高効率化のための化学修飾デ

ザインなど複数の技術的ボトルネックが顕在化している。この他には生殖細胞のゲノムをトラ

ンスポゾンによる卵・精子形成異常から守る PIWI-interactingRNA（piRNA）に関しても我
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が国の研究者による研究が積極的に積み重ねられている。

リキッドバイオプシーの一環として、体液に含まれるエクソソーム中の microRNA のプロ

ファイリングをバイオマーカーに用いようとする試みも我が国で大規模に進められている。ま

た、「原核生物における RNA 干渉」とも言える、CRISPR/Cas9 システムも RNA 生物学とし

ては非常に大きなトピックである。

Small RNA 研究では、米国、欧州、韓国とともに我が国の研究者が先導的な成果を上げ、

その発展に大きく貢献してきた 21）。

②　long ncRNA 
数百塩基を超える long ncRNA については、ヒトのゲノムから少なくとも 20000 種類を超

える膨大な種類が転写されていると言われている。タンパク質をコードする遺伝子の種差はほ

とんど無いが、ncRNA は種差が大きく、進化における生物の複雑性や種特異的機能の獲得に

重要な役割を果たしていると考えられている。また、近年の疾患シーケンスの結果から、様々

な疾患において long ncRNA に特異的な変異が入っており、それに伴うエピゲノムの変化が

異常な遺伝子発現制御の原因になっていることが示唆されている。がんをはじめとした多数

の lncRNA の疾患への関与例が多数報告され、さらにはゲノム編集技術を用いて lncRNA の

機能性が網羅的にスクリーニングされ、多数の lncRNA の細胞腫特異的な機能性が確認され、

lncRNA の持つポテンシャルが再確認された。long ncRNA はすでに知られているエピゲノム

制御や細胞内構造体形成のみならず、多彩な生命現象と関係しているものと予想される。

古典的 RNA 生物学と最新知見の融合分野研究が進められている。ncRNA についての最新

の知見が蓄積していく中で、わが国が伝統的な強みを持つ翻訳やスプライシングといった古典

的な RNA 生物学が再び大きな脚光を集めている。例えば、ncRNA の１つである microRNA 
は、標的 mRNA からの翻訳開始を阻害すると同時に、標的 mRNA の poly-A 鎖を分解しその

安定性を下げるという２重の作用様式によって、標的 mRNA からのタンパク質合成を抑制す

ることが知られている。このように、ncRNA の働きを解明するためには、翻訳をはじめとし

た古典的な RNA が関与する様々な過程を、最新の知見をふまえて正しく理解することが不可

欠であると言える。また、コドンの新たな意味づけ（mRNA 安定化に関係）、リボソーム品質

管理、RNA 修飾など、古典的な RNA が関与する様々な過程において新たな発見がなされて

おり、リボソームプロファイリングといった革新的な解析技術は新旧 RNA 研究を大きく加速

させている。なお、ncRNA と mRNA の境界は極めて曖昧である。例えば、long ncRNA とし

て同定されていたものが、実は非常に短いペプチドをコードしており、そのペプチドが生理活

性を有している例がいくつも報告されている 22,23）。一方、タンパク質をコードする mRNA 遺
伝子のイントロン部分には、多数の microRNA が含まれていることもよく知られている。また、

mRNA のスプライシング異常によって「ncRNA 化」した異常な mRNA は、リボソームの品

質管理機構によって速やかに排除されるが、long ncRNA には品質管理機構による分解を免れ

ているものも多い。さらに特殊なスプライシングを受けて環状化し安定化した long ncRNA が、

microRNA を効率よくトラップする「スポンジ」として働いている例も知られている 24）。

したがって、mRNA か ncRNA か、あるいは small RNA か long ncRNA か、という様な画

一的な区分けにとらわれず、それらの複雑で巧妙な関係を正しく理解することが重要である。

動物個体を用いた lncRNA 変異体の表現型解析が本格化しており、生理機能も徐々に明ら
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かになっている 25）。現時点では、大多数の lncRNA は未だ手つかずの状態であり、上記最先

端技術による今後の解析によって、「lncRNA ならでは」の作用機序や生理機能の理解が進み、

ゲノムの広範な領域から生み出される lncRNA による新しい遺伝ルールの解明につながること

が大いに期待される。

mRNA や lncRNA に多数の m6A 修飾が付加され、スプライシング、mRNA 安定性、

mRNA 輸送、翻訳の制御に大きな役割を果していることが示された 26）。また lncRNA の機能

にもこの修飾が必要であることが報告された。m6A 修飾を介した制御が、がんなどの疾患、

性決定、生物時計などの重要な生理現象に関わっていることも報告されている。m6A 修飾制

御は、メチル化と脱メチル化のバランスによって決定される動的なものであるというエピトラ

ンスクリプトミクス説と、一度付加されたメチル化は変動しにくいという説が相反した状態に

ある 26）。

RNA 制御には、共通して多数の RNA 結合タンパク質（RBP）が関与し、ヒトでは 1500 種

類ほどが存在している。米国の ENCODE 関連プロジェクトでは、eCLIP、ゲノム編集、次世

代シーケンスなどの先端技術を駆使して、各 RBP の結合 RNA 配列、細胞内局在、トランス

クリプトームへの影響を網羅的に解析するプロジェクトが進行しており、RNA 研究の有用な

リソースとなると考えられる 27）。しかし一方で、各 RBP の結合特異性は一見明瞭でない場合

が多く、細胞内での特異性獲得の詳細な機構は未だ完全には理解されていない。さらに、制御

因子としての RNA 結合タンパク質が誘発する液体相分離現象による RNA を起点とした局所

的な細胞内環境の形成原理が注目されている。

RNA 生物学の応用研究も近年盛り上がりを見せている。スプライシングを人為的に改変す

ること 28）によって難病の神経筋疾患治療を可能にしたアンチセンス核酸、脊髄性筋萎縮症治

療薬ヌシネルセンが米国 FDA で初めて認可され、RNA を標的とした核酸医学の扉を開いた。

依然デリバリーと副作用の問題は残るが、今後これに続く治療法の開発が急速に進むと考え

られる。一方で、スプライシング関連タンパク質を低分子化合物で機能制御し、スプライシ

ング異常に起因した神経疾患を治療しようとする応用研究も我が国を含めて成果が上がりつ

つある。

米国、中国、韓国、欧州では政府機関直轄の RNA 研究拠点が設立され、特に重要な研究領

域として強力に推進されている。

（4）注目動向	

［新展開・技術トピックス］

●　単一細胞シークエンシング技術の急速な発展により、現在では単一細胞から 2 つ以上の

情報を同時に取得する単一細胞マルチオミクス技術の報告が相次いでおり、今後しばら

くの技術開発のトレンドとなることが予想される。例えば、CITE-seq29）ではタンパク質

情報の「核酸化」によりタンパク質とトランスクリプトームの同時定量が可能となった。

この手法では、poly-A を含むオリゴ DNA を結合させた抗体を細胞に反応させ、単一細

胞 RNA-seq のプラットフォームにおいて mRNA とともに抗体結合オリゴを定量する。

scCOOL-seq30）は、細胞内での DNA CpG のメチル化状態と GpC メチル化酵素による

オープンクロマチン領域のマーキングを bisulfi te sequencing により同時解析する。sci-
CAR31）では、逆転写プライマーや Tn5 トランスポザーゼによる indexing と split-and-
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pool PCR による indexing を組み合わせることにより、数千の同一細胞からの ATAC-
seq と cDNA ライブラリーの同時構築を可能とした。この indexing の組み合わせによる

multiplexing 法は他のマルチオミクス技術にも原理上応用可能であるため、今後の単一細

胞解析のハイスループット化において重要な概念となると考えられる。

●　米国 10x Genomics 社の Chromium システムというドロップレットベースの単一細胞解

析プラットフォームの開発が進んでいる。マイクロ流路装置から試薬類、解析ソフトウェ

アまでをパッケージ化しており、国内でもいくつかの研究機関において導入されている。

また、Chromium システムをベースにした単一細胞 ATAC-seq キットの販売が既に開始

されており、さらには米 BioLegend 社とともに「TotalSeq」という名称でオリゴ結合抗

体等の CITE-seq 用キットの販売が予定されている。

●　CRISPR/Cas9 はその操作性、簡便性、フレキシビリティーから、現在では遺伝子改変マ

ウス作成等におけるゲノム編集ツールの第一選択になりつつある。さらには、DNA 切断

活性を持たない dCas9 と DNA・ヒストン修飾酵素との結合によるエピゲノム編集 32）、遺

伝子の核内局在やクロマチン高次構造の編集 33,34）、特定のゲノム領域の可視化への応用
35）、cell barcoding による lineage tracing36）など幅広いアプリケーションに応用されてお

り、現在のゲノム、エピゲノム研究において欠くことのできないツールとなっている。

●　クロマチン高次構造解析のスタンダードである、いわゆる 3C 系アッセイに代わる技術の

報告が増えつつある。例として、核の凍結超薄切片を用いた GAM37）、multiplexing 法に

用いられる split-and-pool の概念を応用した SPRITE38）、Tn5 トランスポザーゼを利用し

た TRAC-looping39）等がある。これらの新技術は、いずれも「in situ でのゲノムの制限

酵素切断とライゲーション」という 3C 系アッセイの原則とは別の動作原理に基づいてい

る。また、次世代シークエンサーをベースにした解析法とは別のアプローチとして、連続

的 smFISH と超高解像度顕微鏡の組み合わせによりクロマチン高次構造を可視化する試

みも報告されている 40）。多くの RBP が有する天然変性領域同士が、複雑な相互作用ネッ

トワークを形成して相分離した液滴を形成する現象（LLPS）が挙げられる。この LLPS
は、細胞内に存在する膜構造を持たない顆粒状構造体形成の原動力なっており、細胞内で

の特定因子の空間的隔離、またその内部での特定の化学反応の促進などの機能が提唱さ

れており、新しい生体分子の局所化機構として注目を集めている 41）。特にこの LLPS で

は、RNA が重要な役割を果たしており、特定の RNA が合成されることによって、そこ

に RBP が集約されて LLPS が誘発され、一方で RNA の分解によってそれが解消される

動的な制御環境形成が細胞内で局所的に起こっており、多彩な生理現象に関わっている可

能性があり、今後の研究が大いに期待される。

●　一本鎖の RNA は柔軟に高次構造を形成し、その構造が相互作用因子によって認識され、

作動装置としての RNA- タンパク質複合体が形成される。この RNA 高次構造を RNA の

化学修飾あるいは架橋と次世代シーケンスを組み合わせてゲノムワイドにマッピングする

手法（例 : SHAPE, PARIS）が複数考案され、RNA 構造情報が収集され始めた。一方、

RNA と相互作用するタンパク質の結合部位のマッピング法（eCLIP）が簡便化され、米

国の ENCODE プロジェックトの一環として体系的に実施され、膨大な情報が蓄積しつつ

ある 27）。この RNA 構造とタンパク質相互作用部位の情報を組み合わせることによって、

細胞内 RNA の挙動とそれを規定する規則性の理解につながると考えられる。
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●　2018 年になって遺伝性 ATTR アミロイドーシスの RNA 干渉治療薬パティシランが初め

て FDA 認可され、RNA 干渉創薬開発に弾みがつくことが期待される。また RNA と低分

子化合物の直接相互作用の研究が盛んになり、RNA- タンパク質、RNA-RNA 相互作用を

低分子化合物で阻害する試みが試行されている。こうした RNA モチーフは、バクテリア

でリボスイッチとして盛んに研究されてきたが、最近でヒトの RNA に結合する化合物ス

クリーニングが産学双方で盛んに行われ、我が国でも神経疾患関連のリピート配列由来

RNA に結合する化合物が得られており、低分子化合物と RNA の相互作用は今後の注目

すべき創薬シーズとなることが期待される。

［注目すべき国内外のプロジェクト］

●　2010 年に 1,000 の標準エピゲノムの決定を目標とした国際ヒトゲノムコンソーシアム

（International Human Epigenome Consortium （IHEC））が発足し、測定プロトコルの

標準化、データベース構築とデータ公開が図られている。日本も 2011 年から当該コンソー

シアムに参加し、データ提供などを実施している。本コンソーシアムには日本の他、米国、

EU、韓国、ドイツ、カナダ、イタリアが参加している。

　Ø　 米国では、NIH 傘下の複数の疾患研究所での共通した取り組みとして 2007 年から

エピゲノム研究（ロードマップ計画）を開始し、IHEC の一環としての標準エピゲノム

の決定に加え、技術開発、様々な疾患の本態解明と治療開発の研究 19）が行われており、

エピゲノム分野でも世界をリードする状況にある。2008 年から 2013 年までに 1 億 9 
千万ドルの投資を行った。このプロジェクトでは、正常状態と疾患の状態のエピゲノム

を比較検証してマップ化し、生命現象や疾患本態の解明に活用することを目的とした。

　Ø　 EU BLUEPRINT 計画

　　　 EU の研究により支援され IHEC に参加する研究チーム。NIH ロードマップと同様

にヒトの疾患に関連したエピゲノムを扱うが、血液が関与する疾患（白血病や免疫応

答など）を中心に血液細胞のエピゲノムマップ作成、この結果を応用してこれらの疾

患に関連するバイオマーカーの特定・開発を目的としている。EU 域内の 41 研究機

関が参加するとともに企業も協力している。2011 年に開始され、2016 年 4 月までの

計画。予算は約 4 千万ユーロ（うち EU 負担分は 3 千万ユーロ）。

　Ø　 エピゲノムに関連する研究交流を促進するため、2006 年 12 月に日本エピジェネティ

クス研究会が設立されている。CREST の研究課題から IHEC に参加している他、エ

ピゲノムの制御基板の解明、疾患の本体解明と治療開発に向けた研究など幅広い分野

での取り組みが見られる。

●　英国では、公的助成機関０Medical Research Council（MRC）、Biotechnology and 
Biological Sciences Research Council （BBSRC）など）に加えて、Cancer Research 
UK、Wellcome TRUST など民間からの助成も英国のエピゲノム研究のおよそ 10% を占

めるなど積極的に支援が行われている。

●　4D nucleome project：2015 年に米国 NIH の「Common Fund」として予算化された。

2018 年予算だけで約 2 千万ドルという大型研究費である。「4D nucleome」とは、3 次

元空間 + 時間で「4D」、核を意味する「Nucleus」に全てを意味する「-ome」を付加し

「Nucleome」となっており、核内におけるゲノムの時空間的制御機構を包括的に理解し
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ようという試みである。3C 系アッセイによるクロマチン高次構造解析、イメージング解

析、ポリマーシミュレーション等の数理モデリングを含む多角的なアプローチによる解

析、技術開発をサポートし、数多くの成果を挙げている。また、解析に用いるセルライ

ン、データフォーマット、専門用語等の共通化、標準化を進める他、ポータルサイトでは

承認された実験プロトコルを公開し、プログラムの支援を受けた論文に関しては学術誌へ

の投稿前に bioRxiv などのプレプリントサーバーにアップロードする方針をとる等、透明

性、オープン性を重視している。なお、欧州でも同様のプロジェクトとして 4DNucleome 
Initiative in Europe、LifeTime Initiative が存在している。

●　米国 ENCODE プロジェクトの中で、RBP に関する情報整備が精力的に行われている。

すでに 250 種類もの RBP の特異的抗体が作成され、これを用いた各 RBP の結合部位の

ゲノムワイドマッピング、細胞内局在の解析、トランスクリプトームへの影響解析が、

若手の気鋭研究者によって精力的に行われている。この基盤的リソース情報は、特異的

な RBP によって制御されているスプライシング、RNA 安定性、翻訳などの制御機構、

ncRNA 機能の理解に大きく貢献すると考えられる。

●　欧州の metaRNA ネットワーク：RNA と低分子代謝物との相互作用にフォーカスした中

規模プロジェクトであり、欧州各国の 8 の先導的な RNA 研究グループが参加して、リボ

スイッチ、アプタマーのような機能性 RNA モチーフに注目し、一方で細胞内での代謝産

物自体の研究を並行して行い、その接点としての RNA- 低分子化合物の相互作用を利用し

たセンサーなどの RNA デバイスの開発を目指している。RNA に直接相互作用する化合

物のスクリーニングは、製薬会社を含めて今後のトレンドになりつつあり、本プロジェク

トから画期的な成果が生み出されることが期待できる。

●　中国科学院（CAS）の Key Laboratory of RNA：CAS の生物物理分野の１つの重点領域

として ncRNA が掲げられ、米国在住の著名な中国人研究者の指揮のもとで、12 名の気鋭

PI が重要な機能性 ncRNA のネットワーク解析、ncRNA と相互作用因子解析、ncRNA
の生物学的機能を３点について多面的かつ集中的に研究する体制が組織され、論文が量産

されている。

●　日本 FANTOM6 プロジェクト：理化学研究所が長年実施してきた FANTOM プロジェク

トの 6 期目として、lncRNA に特化したプロジェクトが実施されている。特に各 lncRNA
をアンチセンス核酸によって個別に機能阻害した結果、それによって影響を受ける遺伝

子発現を理研オリジナルな CAGE-seq によって解析する研究を基軸にし、そのほかにも

lncRNA とクロマチンとの相互作用を網羅的に解析する手法を開発し、エピジェネティッ

ク制御に関係する lncRNA 及び mRNA を網羅的に取得するなどの基盤的研究が大規模に

展開している。FANTOM プロジェクトは発足時から、遺伝情報リソースとして国際的に

も評価が高い成果を生み出してきた。

●　ncRNA の機能と作動原理の理解を目指した新学術領域「非コード RNA 作用マシナリー」

「ncRNA ネオタクソノミ」という領域が、一方 mRNA 制御についても「RNA 制御学」「新

生鎖生物学」が２期に渡って継続してきており、いずれにおいても我が国オリジナルな国

際的に注目される先駆的成果が数多く生み出されている。例えば、lncRNA の共通機能を

指標にした機能分類を目指しており、新たな機能としての細胞内構造体の骨格機能をもつ

lncRNA をオリジナルな分類群として提唱した 42）。ここでは国際連携推進事業として国際
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交流が特に促進され、国内の優れた研究成果を海外に向けて発信するのに重要な役割を果

たしている。またさらには、それがきっかけで海外会議に招聘される機会につながるなど

の望ましい循環を生み出している。

（5）科学技術的課題

現在のゲノム科学は、脆弱なゲノム概要配列の上になんとか立脚している。個人間のゲノム

の差異、 RNA-seq 技術を遺伝子発現量の定量化、エピゲノムデータの収集は、どれもゲノム配

列に DNA 断片をアラインメントすることで成り立っている。しかし最も完成度の高いヒトゲ

ノム配列でさえ解読されているのは 90% 程度である。欠けている情報としては、Alu,LINE, 
LTR などの繰り返し配列の分布、セントロメア、長いゲノム重複領域などある。理由は、繰

り返し配列が存在するゲノム上の位置を、従来の短いシーケンシング技術では確定しにくいた

めである。ヒトゲノムには 10 万塩基を超えるような繰り返し配列領域が存在し、解明は当面

困難であろう。典型的な例はセントロメアであり、2000 〜 5000 塩基を単位とした配列が数

千個繰り返していると考えられ、全長は数百万塩基に達する。他にも脳疾患関連の遺伝子をコー

ドした数百万塩基の長さの領域がコピーされている場所も知られている。

単一細胞シークエンシングにおいて、1 遺伝子あたり数十〜数千コピー存在する mRNA を

解析する RNA-seq とは異なり、2 コピーしかないゲノムを対象とするエピゲノム解析では検

出感度の向上が当面と課題と言える。例えば、最新の単一細胞 ATAC-seq 解析の報告において

も 1 細胞あたり得られるリード数は数千〜数万であり、ゲノムサイズを考慮するとそのカバー

率は圧倒的に低い。

今後取組むべき研究テーマとして下記のようなものが挙げられる。

単一細胞解析において、位置情報取得への試みは行われているのに対し、時間情報に対す

るアプローチはほとんど行われていないのが現状である。一般に、単一細胞シークエンシン

グ解析では細胞を溶解して DNA、RNA を抽出するため、時系列データを同一細胞から得る

ことはできない。ただし、トランスクリプトーム解析ではヌクレオチドアナログのパルスラベ

ル等によるアプローチは可能である 43）。よって、時間解像度に優れる（ライブセル）イメー

ジングとの連携など異なるアプローチが求められる。一方、情報科学的アプローチとしては、

Monocle44）に代表される、データの並べ替えにより擬似的に時間情報を作り出す pseudo-time 
reconstruction の手法、最近では RNA velocity45）のようなスナップショットのトランスクリ

プトームデータから時間情報を抽出するような解析手法が提案されている。

ヌクレオーム研究の機軸となるのは、（1）顕微鏡解析、（2）ゲノム解析、（3）情報・数理解

析であるが、その中でも情報科学・数理科学分野が要である。これまでも情報科学はハードと

ソフトの両面から顕微鏡画像解析やゲノム解析の発展を支えてきた。これからのヌクレオーム

研究の鍵となるのもまさしく情報・数理科学であり、生物科学との融合研究が期待されている。

膨大な種類の long ncRNA による生体制御機構の全体像を理解し、医療応用への道筋をつけ

るためには、個々の long ncRNA 分子の機能を分子・細胞・個体レベルで丁寧に解析し、その

特性に応じて分類・整理した上で、体系的に研究を推進するための戦略が必要である。
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1.　ncRNA 作用機構の全貌解明

大多数の lncRNA 中で、すでに解析の手がつけられたものはわずかであり、残りの手付か

ずの lncRNA の中には、これまで予想もしないような RNA 機能が隠されていることが期待

される。また、すでに機能的知見が得られている small RNA も含めて ncRNA の作動装置

の構造と作用機構のさらなる理解が重要である。また細胞・個体での ncRNA の機能探索を

継続的に進めていくことによって、膨大な ncRNA 機能が複雑な生命現象の制御にどのよう

に関与しているかの理解につながる。ncRNA の機能や作用ルールの解明は、これまで隠れ

ていたゲノム機能とそれを支える新規な遺伝ルールいう生物学上の本質的な理解につながる。

2.　RNA による細胞内制御環境形成の理解

ヒトのタンパク質全体の約 5% を占める RNA 結合タンパク質は、特異性を持って RNA
に結合してその挙動を制御する役割を果たし、またその天然変性領域を介した多価的なタン

パク質間相互作用によって、液体相転移によって空間的に隔離した局所的な制御環境を構築

することがわかってきた。例えば、そうした環境形成によって動的に変化するクロマチンの

3D 構造に及ぼす lncRNA の役割の理解は、今後の重要な課題である。さらに液体相分離の

ような新しい原理に基づいた環境構築機構の理解とそれに依存した生化学的反応と生理学的

機能を紐付けして、この現象の生物学的意義を理解することが、細胞内の新しい制御コンセ

プトの確立につながる。

3.　タンパク質合成過程における RNA 制御の複雑性と精密性の理解

解析技術の進展に伴って明らかになってきた RNA プロセシング、輸送、翻訳の各段階の

複雑性とそれを支える品質管理の機構を、さらに深部まで理解することによって、複雑な生

命現象を支える RNA 制御の重要性の理解につながる。

（6）その他の課題

●　基礎研究から応用技術開発への橋渡し体制の整備

　　最近 FDA によって認可されたアンチセンス核酸によるスプライシング改変を介した脊髄

性筋萎縮症治療薬は、もともとスプライシング研究のパイオニアであった基礎研究者が、

長年のノウハウを駆使して成し遂げた偉業である。また同じく FDA 認可までにこぎつけ

た RNA 干渉治療薬開発も、RNA 干渉現象の発見から 20 年かけて成し遂げられたもので

ある。このように、基礎研究者が自ら発見・構築したオリジナルな知見や技術を重視し、

それを実用化に向けて、長い時間をかけてシームレスにサポートする体制が必要である。

応用研究者と基礎研究者の認識のギャップは常に存在するものなので、双方の重要性を理

解しマッチングするような「目利き」の人材育成が我が国独自の医薬品開発を推進するた

めに重要であろう。患者由来サンプルなどヒト検体の活用は、本領域の発展において不可

欠である。一方で、倫理申請等の手続きが機関ごとに細分化されているため、許諾に時間

がかかり、かつデータへのアクセスも容易ではなく、海外と比べても明らかに立ち遅れた

状況にある。法的な整備も含めた国レベルでのシステムの整備は喫緊の課題である。

●　オリジナル解析系とリソースとサポート体制の整備

次世代シーケンス、高感度質量分析、クライオ電子顕微鏡、光学イメージングなどは、

生物学全体で共通の先端技術であるが、それぞれの技術を改変して、解析に特化して開発

された基盤技術（CLIP, ChIRP など）が存在する。現在の単一細胞解析、そして今後の組織・
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個体レベルでの生命活動の包括的理解に向けて、トランスクリプトームやエピゲノム情報

に加え、メタボローム、プロテオーム情報等を統合した「トランスオミクス」の理解が求

められる 46）。そのためには、各種オミクスデータ量の爆発的増加への対応（インフラ含め）、

研究グループ間の緊密な連携体制、分野横断的解析手法の確立が急務となる。

研究分野全体の推進のために、上記解析技術やバイオインフォマティクスのサポート、

また抗体や遺伝子改変細胞株などのリソースを総合的にサポートする体制の構築が望まれ

る。欧米、中国、韓国では、最新鋭のサポート体制を効率化し、センター内外の研究推進

に大きく貢献している。我が国でも同様の集中的研究機関の設立が望まれる。

ゲノムに限っては、東北メディカルメガバンク、理化学研究所バイオリソース研究セン

ター、東京大学ヒトゲノム解析センター、国立遺伝学研究所など中規模の拠点の形成は行

われている。しかし、今後見込まれるシークエンス量に対応できる規模はない。また、技

術革新は早く、情報インフラなどは規模的にも不足することが予想される。大型研究機器

（次世代シークエンサー、質量分析機など）は世代交代が早く、高価である上に、メンテ

ナンスや運用、データ解析において高度な専門知識を要する。これらは単独のラボで対応

可能なレベルを大きく越えており、機器およびデータ解析環境の双方における大規模集約

化が必要となり、国策としての拠点集約化が重要である。

Monocle など 1 細胞解析データを理解するためのさまざまな手法が考案、実装されてい

る。その主導を行っているのは従来のバイオインフォマティクス分野ではなく、統計・数

理を専門とする“分野外”の研究者である。現在のところ、生物系オミクス情報データは

1 解析当たりのデータ量が多いのに対して、解析コストの制約から解析件数は限られてお

り、deep learning 等人工知能が活躍する場は限られている。今後、海外と連携し、デー

タベースの活用が進んだ際に国内の人工知能研究者等が参入しやすい状況を予め整備して

おくことが肝要と考える。また臨床応用に当たって、ゲノム解析、特に情報分野の人材不

足が深刻である。
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（7）国際比較

国・
地域

フェーズ 現状
トレ
ンド

各国の状況、評価の際に参考にした根拠など

日本

基礎研究 ◎ ↗

分子生物学初期から RNA 研究には伝統的な強みがあり、ncRNA 研
究についてもそこで培われた重厚な研究スタイルを生かした多くの
独創的な研究が国際的に高く評価されている。特に文科省新学術領
域の継続的サポートが、本分野推進の大きな原動力になっている。
一方で米国に比べて研究層は薄く、また爆発的に発展しつつある中
国の動向を考えると、すでに実績ある日本独自の研究を継続的にサ
ポートし、次世代に向けて発展させていく体制作りと人材育成が重
要な課題である。また FANTOM のような大型プロジェクトで構築
されたリソースを国内研究者が有効利用して先駆的基礎研究に効率
的に結びつける道筋の整備も重要であろう。

応用研究
・開発

○ →

NEDO/AMED プロジェクトによって推進された血中エクソソーム
内マイクロ RNA による癌診断法は先導的な成果である。また機能
性アプタマー、核酸や化合物によるスプライシング病治療では、独
創的な応用研究が成果に結びつきつつある。一方で日本独自の優れ
た基礎研究成果を応用に向けて有機的につなげて行く試み自体ほと
んど存在しない。オリジナルな応用研究のシーズを探索する試み
は、産官学連携の名目で実施されているが、基礎と応用の守備範囲
のギャップを埋めることに成功していない。リスクの許容、優れた
シーズを見極めるセンス、最終的な実用化までを想定した息の長い
研究体制を整備するなど多くの課題が存在する。製薬企業では化合
物と相互作用する RNA を模索するなど、基礎研究に根ざした新し
い RNA 創薬への展開を目指している動きもあり、今後の本格的な
産学連携体制の整備が望まれる。

米国

基礎研究 ◎ →

世界中から一流の研究者が集まり、依然として RNA 研究の先端を
リードしている。研究者の層が厚く、先駆的知見の獲得にとどまらず、
その知見を補完し拡張していく二次的な動きが迅速であり、新しい
研究分野の構築に至らせる力強さと精密さを兼ね備えている。以前
からマサチューセッツ大、カリフォルニア大、ニューヨーク大、ケー
スウェスタンリザーブ大などに RNA に特化した研究所が設立され
ており、RNA 研究を多面的かつ集中的に行うことによって様々な先
駆的な成果が生まれ、応用研究に向けた産学連携の拠点としても機
能している。

応用研究
・開発

◎ →

基礎研究によって生み出された基盤的成果の中から様々な形での応
用を想定したシーズを選定し、速やかにベンチャー企業等に委譲し、
効率よく実用化を目指す枠組みがうまく機能している。基礎研究者
はベンチャー企業のアドバイザーの役割を果たすことで互いに有益
な関係性を確保し、大多数の若手研究者の受け皿としても機能して
いる。

欧州

基礎研究 ◎ →

日本と同様、伝統的な強みを生かした新しい独創的な研究が進め
られている。日本の新学術領域程度の中規模のグループグラント
（RNATRAIN, MetaRNA など）で、RNA 生物学のホットトピック
スを選りすぐりの研究グループで集中的に研究する体制が組まれ、
高い成果を上げている。またオーストリア科学院の元に設置された
IMBA など、若手の優秀な RNA 研究者を世界中から集め、高い成
果を生み出すことに成功している。

応用研究
・開発

○ →
米国ほどではないが、大手製薬企業による研究費のサポートなど、
応用研究に向けた取り組みが高まっている。
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中国

基礎研究 ○ ↗

中国科学院（生物物理分野）の重点課題にノンコーディング RNA を
挙げて、Key Laboratory を設置し、気鋭の研究者を結集させて研究
費や研究環境を手厚くサポートし RNA 生物学を強力に推進している。
一方で、米国在籍の指導的な中国人研究者のリーダーシップによる
RNA 修飾分野に、多大な研究資金を投入し、世界をリードしてい
る。また以前より、次世代シーケンサーやクライオ電子顕微鏡等な
どの最先端機器を多数整備し、豊富なマンパワーを投入するスタイ
ルの大規模研究でも発展がめざましい。近年では、欧米の借り物で
はない中国国内で生み出された独自の成果が、一流雑誌を占める数
が明らかに増加しており、こうした研究体制が高い成果に結びつい
ていると言える。一方で、成果全体を俯瞰すると未だ玉石混交であり、
高いレベルにあるのは一部の卓越した機関に過ぎないと言える。

応用研究
・開発

○ ↗

RNA 分野に限ったことではないが、国家の研究費全体に締める応用
研究費の割合は他の国に比べて極めて高い。その分、国内外で得ら
れた多様な研究シーズを利用した応用研究に豊富な資金が投入され
ていると考えられ、こちらも未だ玉石混交の感は否めないが、近い
うちに中国発の画期的応用技術に結びつき、その動きはさらに加速
していくものと思われる。

韓
国

基礎研究 ○ →

国家プロジェクトとして基礎研究に特化した Institute for Basic 
Science という組織の一部門に Center for RNA Research が設立さ
れ、国際的に著名なリーダー研究者に牽引されて優れた RNA の基
礎研究成果が生み出されている。こうした何人かのレベルの高い研
究者によって独自の成果が生み出されている一方で、他国に比べる
と層が薄く分野にも偏りがある感が否めない。

応用研究
・開発

○ →
RNA 構造、機能の基盤的知見をナノテクノロジーと融合させた新規
デバイスを開発する試みが盛んであり、今後独自の技術を用いた応
用研究が進んでいくものと予想される。

（註１）フェーズ

　　　　基礎研究フェーズ：大学 ･国研などでの基礎研究レベル

　　　　応用研究 ･開発フェーズ：技術開発（プロトタイプの開発含む）・量産技術のレベル

（註２）現状

　　※我が国の現状を基準にした相対評価ではなく、絶対評価である。

　　　　◎：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えている、　〇：ある程度の活動 ･成果が見えている、

　　　　△：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えていない、　×：特筆すべき活動 ･成果が見えていない

（註３）　トレンド

　　　　↗：上昇傾向、　→：現状維持、　↘：下降傾向
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２．１．２　ゲノム編集

（1）研究開発領域の定義

ゲノム編集（Genome Editing）は、DNA 切断酵素（DNA ヌクレアーゼ）を用いて標的遺

伝子へ塩基配列特異的に二本鎖 DNA 切断（DSB: Double Strand Break）を誘導し、その修

復過程を利用して正確に遺伝子を改変する技術である。微生物、動物や植物など生物種を選ば

ないこと、様々な遺伝子改変が可能であることから次世代のバイオテクノロジーと位置づけら

れている。DNA の切断による編集のみならず、DNA 修飾タンパクなどの機能ドメイン結合に

よる配列特異的な修飾など新たな発展技術の開発も進展しており、ゲノム編集は今後のライフ

サイエンス研究において不可欠な技術として注目されている。

（2）キーワード

DNA 切断酵素、ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9、遺伝子ノックアウト、遺伝子ノックイン、

一塩基改変、バイオ燃料、品種改良、疾患モデル、遺伝子治療

（3）研究開発領域の概要

	［本領域の意義］

ゲノムは個々の生物がその DNA 上に有する遺伝情報の総体である。このゲノムを自在に改

変することが可能となれば、理論上では設計通りの遺伝情報を有する生物を得られることにな

る。ゲノム編集は、これまで一部のモデル生物に限られた標的遺伝子の改変を、原理的には

全ての生物種を対象として可能にする技術である。簡便なゲノム編集ツールである CRISPR/
Cas9 シ ス テ ム（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat/CRISPR-
associated protein 9）が開発された 2012 年以降は、様々な生物を対象として遺伝子改変研究

を行うことが可能となった。ゲノム編集では、挿入 · 欠失変異導入により遺伝子機能を欠損さ

せる遺伝子ノックアウト、外来 DNA を挿入する遺伝子ノックインや、染色体レベルの改変（大

きな欠失、逆位や転座）も制御可能である。ゲノム編集を用いた遺伝子改変の成功例は微生物

から動物、植物など様々な生物種を対象として世界中から報告されており、生命現象解明のよ

うな基礎研究から応用研究への展開が期待されている。特に応用研究では、高機能物質を効率

的に産生する微生物（藻類など）の作出や農水畜産物の品種改良に有用である。また遺伝子ノッ

クアウトでは、外来 DNA の挿入を伴わない、自然突然変異で起こりうる変異と判別できない

変異の導入により遺伝子機能を破壊することも可能である。疾患研究では、iPS 細胞など再生

医療に必要な細胞の改変や遺伝子治療への利用が視野に入っている。

この他にも、ゲノム編集の基盤となる DNA 塩基配列の特異的な認識・結合能を活用した派

生技術の開発も盛んである。詳細は後述するが、例えば DNA 切断ドメインの代わりに様々な

機能ドメインを連結した新たな人工因子の作製が進められており、狙った遺伝子座でのエピゲ

ノム状態（DNA やヒストンのメチル化やアセチル化）の改変、DNA 標識など発展技術への利

用が可能である。また、CRISPR/Cas sgRNA ライブラリーを用いた機能因子のスクリーニン

グ法は、未知の因子の探索に利用される優れた技術であり、がん関連因子の同定や遺伝子の転

写調節領域の探索などの分野で成果が挙げられている。
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［研究開発の動向］

20 世紀中頃、DNA リガーゼ、制限酵素など遺伝子工学における重要な発見が相次いでなさ

れ、遺伝子組換え技術は大きく発展した。しかし、その適用範囲は一部の生物に限られてお

り、適用可能な DNA 配列、正確性に関しても制限があったことから、より簡便で汎用的な手

法開発が長らく求められていた。そういった中で、DNA を特定の位置で切断可能な部位特異

的人工ヌクレアーゼが開発され、ゲノム編集技術開発の端緒となった。代表的なものとして

ZFN （Zinc fi nger nuclease）、TALEN（Transcription activator-like effector nuclease） が

ある。これらはそれぞれ DNA 結合ドメインとして、Zinc-fi nger タンパク質、Transcription 
activator-like effector タンパク質を用い、これに制限酵素 FokI の DNA 切断ドメインを連結

させた人工ヌクレアーゼである。これらの開発により正確性の問題は大きく改善されたが、標

的 DNA 配列ごとに対応するタンパク質を作製する必要があり、多くのノウハウ、時間や労力

を要するといった課題が残った。その後 2012 年には新たに CRISPR/Cas9 システムが報告さ

れ世界中でゲノム編集技術が活用、改良されるきっかけとなった 1）。CRISPR は 1987 年、石

野良純教授（九州大学）らによって、大腸菌の DNA にて見出された反復クラスター配列であ

り、細菌を攻撃してきたウイルスの情報を記憶する免疫獲得機構として機能していることが後

に明らかとなった。CRISPR/Cas9 システムの特徴としては、前者 2 種が DNA 認識メカニズ

ムとして DNA 結合タンパク質を用いていたのに対し、CRISPR/Cas9 システムでは RNA を
ガイドとして DNA 配列を認識することにある。RNA をガイドとして用いることで編集ツー

ルの設計が容易に行えるようになり、その簡便さ ･効率の高さから多くの研究者に衝撃を与え、

その簡便性と効率性から、一般的なゲノム編集ツールとなった。一方、CRISPR/Cas9 システ

ムでは標的配列に PAM （Protospacer adjacent motif）配列とよばれる認識配列が必要であり、

これが標的配列を選択する制限となっていた。そのため国内外の研究者が、CRISPR 関連の立

体構造情報を元にしたアミノ酸改変によって、PAM 配列の特異性を変化させた変異体や結合

特異性を上昇させた Cas9 変異体の開発を競って進めている。また、新しい Cas タンパク質の

探索が精力的に進められており、中でも Cpf1（Cas12a）は PAM の特異性が異なることに加

え、分子量が小さいことから遺伝子治療用のベクターに容易に搭載できる DNA ヌクレアーゼ

として注目されている 2）。Cas9 の PAM 特異性を定向進化によって作製した xCas9 の PAM は、

これまでの SpCas9 の 5’-NGG-3’から 5’-NG-3’に改良され、標的配列の制限がほぼなく

なったと言える 3）。国内においてもゲノム編集ツールの改良は進みつつあるが、全体的には海

外に遅れをとっている。

また、派生技術として CRISPR/Cas9 システムで利用される DNA 切断酵素 Cas9 ヌクレアー

ゼのヌクレアーゼドメインに変異を導入し、DNA 切断活性を失活させた dead Cas9（dCas9）
に様々な機能ドメインを融合させた新しい人工酵素が開発されている。米国では、デアミナー

ゼを連結させることによって、DSB を伴わないで特異的に標的配列の塩基置換を誘導する

Base editor 技術が開発されている。さらに改良が加えられ、ヒトの疾患で見られる A → G 変

異を作り出す技術として注目されている 4）。国内では、ヤツメウナギ由来の脱アミノ化酵素で

あるデアミナーゼを dCas9 に付加した Target-AID 技術が開発されている 5）。この技術を利

用したイネやトマトでのゲノム編集が既に報告されている 6）。さらに、dCas9 に転写調節因子

やエピゲノム修飾因子（ヒストンや DNA の修飾因子）を連結した人工因子を用いた標的遺伝

子の効率的な発現制御が次々と報告されており、この分野の進展には目を見張るものがある。
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さらに、転写活性化をより効果的にする方法として、複数の因子を集積する SAM システムや

SunTag システムが開発され、人工因子を集積することによって数十倍から数百倍の効率化が

実現している。

遺伝子ノックイン技術においては国内外において顕著な成果が近年報告されている。新規の

国産遺伝子ノックイン技術としては、40 塩基対程度のマイクロホモロジーアームを利用した

PITCh 法や ssONA（singe-stranded oligodeoxynucleotide）を介して長鎖 DNA を挿入する

2H2OP 法 , 一本鎖長鎖 DNA を利用した Easi-CRISPR 法が開発され、海外からも注目されて

いる。海外では、NHEJ（non-homologous end joining）修復経路を利用した効率的かつ正確

な HITI 法が開発され注目されている 7）。この手法は相同組換え活性が低い非分裂細胞におい

てノックインが困難であった点を克服すると共に、挿入する断片の方向を制御できる優れた方

法である。さらに集積技術を利用して修復因子を効率的に作用させるLoADシステムによって、

培養細胞での同時複数遺伝子座へのノックインが最近報告されている 8）。　

微生物では、モデル微生物でのゲノム編集技術確立に加えて、産業用微生物 · 細胞を用いた

高機能物質生産、微細藻類の脂質生産量を向上によるバイオ燃料生産など応用分野を志向した

研究開発が進められている。

農業における応用としては、米国では米国農務省がゲノム編集による外来遺伝子の挿入を伴

わない遺伝子ノックアウトで作出された作物は遺伝子組換え体に相当しないとの見解を示して

おり、CRISPR/Cas システムにより褐色化の原因遺伝子に変異を導入、黒くならないマッシュ

ルームなど複数の品種が既に作出されている。中国においてもゲノム編集を用いた育種が積極

的に進められており、論文報告数も増加している。このような農作物に加えて、ブタやウシ、

家禽に関しても、ゲノム編集技術による耐病性などを志向した育種が世界中で進められている。

このようにゲノム編集を用いた遺伝子ノックアウトによって新しい品種を作出する動きが今後

益々盛んになると予想されるが、国によってその規制レベルには違いが見られる。米国農務省

は前述のようにゲノム編集によって遺伝子の機能を失わせただけの場合には遺伝子組み換え作

物に相当せず、特に規制も必要ないとの見解を示した一方、EU においては、EU 最高裁判所

は通常の遺伝子組み換え作物と同じ規制で取り扱うべき、との判決を下している。

疾患モデル細胞を作製する技術としては、一塩基置換のため１本鎖オリゴデオキシヌクレオ

チド（ssODN）を利用する方法が利用されているが、効率の面から全ての細胞種に適用する

ことは困難である。そのため、改変した標的配列近傍に相同組換えを介して薬剤耐性遺伝子を

ノックインした iPS 細胞を樹立し、そのクローンにおいて薬剤耐性遺伝子を削除すると共に

MMEJ（microhomology-mediated end joining）によって原因変異を導入する MhAX 法が報

告された 9）。iPS 細胞を筆頭に様々な疾患を培養細胞で再現する研究が国内でも進みつつある。

疾患モデル作製は、依然マウスを中心に進められているが、ラットでのゲノム編集研究が進む

と共に、マーモセットでのゲノム編集が報告されている 10）。国内では、これら哺乳類受精卵

へエレクトロポレーションによって簡便かつ効率的にゲノム編集ツールを導入する方法の開発

が活発に進められている。

CRISPR に関連した注目技術として CRISPR/Cas sgRNA ライブラリーを用いた機能因子の

スクリーニングがあげられる。目的の生物の全遺伝子に網羅的に対応した sgRNA を発現する

レンチウイルスベクターライブラリーを作製、培養細胞へ感染させることにより、遺伝子ノッ

クアウト細胞ライブラリーを得ることが可能である。これをスクリーニングに用いることでが
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ん化に関わる遺伝子を同定するといった利用が行われている。

疾患治療に向けた研究は、海外が中心となって進められている。様々な遺伝性疾患モデルに

加えて、がんのモデルマウスの作製も進んでいる。これらのモデルマウスを用いた前臨床試験

が欧米や中国で行われている。例えば高チロシン血症のモデルマウスを用いて、CRISPR シス

テムと ssODN を静脈注射することによって原因遺伝子の一塩基変異を修正することが証明さ

れた。国内における疾患治療研究例としては、血友病 B モデルマウスにおいて AAV ベクター

を用いて Cas9 を肝臓細胞で発現させるゲノム改変が可能であることが示されている 11）。

ゲノム編集を利用した遺伝子治療は、in vivo 治療と ex vivo 治療に分けられる。in vivo 治

療は、体内に直接ゲノム編集ツールを導入する方法で血友病やムコ多糖症の臨床試験が進めら

れている。一方、ex vivo 治療としては、HIV 感染における共受容体である CCR5 遺伝子を破

壊した T 細胞を作製して、感染者へ移植する臨床試験や免疫チェックポイント因子を破壊した

T 細胞を移植する臨床試験が、米国と中国でがん治療として実施中である。国内では疾患治療

に向けたゲノム編集を用いた臨床研究に大きな進展は見られない。

ヒト受精卵でのゲノム編集の基礎研究は、中国と英国、米国で進められている。中国で３倍

体の受精胚を用いた研究が行われ、その後、CRISPR/Cas9 を用いたヒト正常胚でのゲノム編

集によって、ヒト初期発生に必要な遺伝子や受精などに関わる遺伝子の機能解析などが進行中

である。

（4）注目動向

［新展開・技術トピックス］

●　新規ヌクレアーゼの探索、評価、開発

CRISPR/Cas システムにおいてヌクレアーゼとして現在広く使われているのは Cas9 である

が、PAM 配列の制限と特異性の面で問題点も指摘されている。そのため遺伝子治療などの安

全性を重視する研究のために、PAM の改変と特異性を向上した新しい Cas ヌクレアーゼの開

発が世界中で進行している。例えば、結合特異性を高めた変異体が、PAM を改変した xCas93）

が米国や韓国の研究グループから報告されている。国内においても同様の新技術が報告 12）さ

れており、国産技術として発展することが期待される。

●　DNA を切断しない人工酵素を利用した塩基改変技術

DNA の塩基を脱アミノ化する酵素（デアミナーゼ）を利用したゲノム編集技術が、米国

および日本から報告され、CRISPR/Cas9 のオフターゲット作用を回避する技術として注目

されている。米国のグループは自在に標的の塩基を改変する Base Editor 技術を日本からは

Target AID 技術が、目的遺伝子の塩基改変技術として報告され、培養細胞や生物個体での塩

基改変が実証されている。今後、遺伝子治療等安全性を重視する研究においてこの技術が重要

となることが予想される。

●　核酸検出技術

ゲノム編集技術を利用して微量の核酸を検出する技術が開発され、大きく注目されている。

臨床現場で血液や尿、糞便から含まれるウイルスや細菌を高感度に検出する技術であり、特殊

な装置を必要とせず、短時間に検出できるシステムである。米国の２つの研究グループで基礎

技術が開発され、既にこの技術を利用したベンチャー企業が設立されている 13）,14）。
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●　CRISPR/Cas sgRNA ライブラリー技術

全遺伝子を対象とした sgRNA をもつレンチウイルスベクターを利用したシステムで、遺伝

子改変を網羅的に行う技術である。CRISPR/Cas sgRNA ライブラリーによって遺伝子の網羅

的機能解析、がん関連遺伝子の探索、遺伝子の転写調節領域の解析など基礎研究から応用分野

での研究に急速に利用が広がっている。今後、この技術を利用した機能分子の探索がスタンダー

ドになる可能性がある。現在は海外を中心とした研究が進むが、国内の研究においても利用開

始されてきている。

●　ゲノム編集による遺伝子治療

ゲノム編集治療では、in vivo 治療と ex vivo 治療が海外で進行中である。in vivo 治療では

血友病に対する臨床試験が進行中であり、ムコ多糖症についても米国で開始された。一方、ex 
vivo 治療では、ZFN を用いたゲノム編集によって HIV 耐性細胞を作製し、これを用いた臨床

試験が成功していると報告されている。さらに、ゲノム編集で作製した CAR-T 細胞や PD-1
を破壊した T 細胞を用いて、がん治療を目的としたゲノム編集の臨床研究が米国と中国で進

められている。

［注目すべき国内外のプロジェクト］

●　内閣府の戦略的イノベーション創造プロジェクト（SIP）
農水畜産物のゲノム編集基礎技術開発、標的遺伝子探索、有用品種作出、社会受容の検討を

含めた府省連携の SIP の中で平成 26 年度から５年間のプロジェクトとして進められている。

研究目標では新たな育種技術の改良 · 開発が盛り込まれており、神戸大学の Target-AID 技術

などいくつかの技術が開発され、筑波大学におけるトマトなどでの実施例も示されている。

●　NEDO スマートセルプロジェクト

スマートセルプロジェクトの中で国産ゲノム編集技術開発が平成 28 年度から５年間のプロ

ジェクトとして進められている。核酸結合ドメインである PPR モチーフを利用したわが国発

の核酸改変技術研究が九州大学と九大発ベンチャーによって進められ、産業分野での植物改変

に使用可能な基礎技術の開発検討が行われている。ゲノム編集ツールの基本特許のほとんどが

海外特許であるため、このプロジェクトでの成果に対する国内産業からの期待は大きい。

●　AMED 革新的バイオ医薬品創出基盤技術開発事業

プロジェクトの一環として、立体構造解析のデータを元に CRISPR/Cas9 システムで利用

される Cas9 ヌクレアーゼのコンパクト化、高活性化や PAM 要求性の改変、効率的なデリバ

リーの達成などが目指されている。既にコンパクトなCasヌクレアーゼの作製に成功しており、

ベンチャー企業も設立されている。

●　JST 産学共創プラットフォーム共同研究推進プログラム（OPERA）プロジェクト

複数のゲノム編集の産学連携研究に関してコンソーシアムを形成し、非競争的領域において

必要な技術開発を共同して実施している。平成 28 年度から５年間でプロジェクトが進行中で

あり、基礎技術開発、微生物での改変、動物や植物での改変などテーマを設定し、効率的な技

術開発を目指すと共に、この技術の社会受容のための社会動向調査を実施している。

●　海外の動向

米国の CRISPR の基礎技術開発は、NIH などの公的資金に加えて、多額の寄付金によって

行われている。また、大学や研究機関の成果を元にベンチャー企業が設立され、ベンチャーキャ
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ピタルからの投資金を利用して開発が進められている。CRISPR関連のクリスパー・セラピュー

ティクス社、エディタス・メディシン社、インテリア・セラピューティクス社が設立され、そ

れぞれ 10 億ドル以上の資金を調達し、疾患治療法の開発を中心とした研究を進めている。中

国では、政府主導でゲノム編集研究を推進しており、医療や農業に力を注いでいる。韓国では、

ゲノム編集は国家プロジェクトとして進められており、ゲノム編集研究分野での重要な成果が

あげられている。

（5）科学技術的課題

わが国においては国産ゲノム編集ツールの開発が課題である。この開発については、国内プ

ロジェクトの成果から、ここ１〜２年で新規のゲノム編集ツールの開発も見込まれている。ま

た、コンパクトCas9についても国内から大きな成果が見込まれている。これらの状況から、ツー

ル開発を継続的に進め、国産の改変技術（遺伝子ノックイン技術など）やデリバリー技術と融

合することが、国産ゲノム編集技術を発展させる上で重要であると考えられる。

疾患モデル等の技術については、精密かつ効率的な改変技術が必要とされるが、効率の面で

未だ十分とは言えない。特に、ゲノム情報の蓄積によって、疾患の原因 SNP が同定され、原

因 SNP を改変した細胞のニーズは高まるものの、培養細胞等で複数の SNP を同時に改変す

ることは現状では困難である。精密改変技術の開発は、海外においても報告が少なく、この技

術を日本が開発できればこの分野での大きな成果となり日本の開発レベルをあげることにつな

がる。

マウスやラットではゲノム編集技術によって、高い効率で遺伝子ノックアウト個体の作製が

可能となっている。遺伝子ノックインについても ssODN を用いた方法は効率的であり、長い

DNA を挿入する方法も改良されつつある。一方、遺伝子ノックインの効率を上げるために開

発された前述の技術（PITCh 法、2H2OP 法、HITI 法など）は、いずれも主に NHEJ 修復経

路を利用する。NHEJ はエラーの起こりやすい修復であり、これらの技術では遺伝子挿入部

位に変異（InDel）が生じやすい。相同組換えを介する遺伝子ノックインはエラーフリーであ

るものの効率が低いことから、高効率の相同組み換え手法の開発も依然として重要である。

神経疾患分野においてはサルでのモデルを作製することが重要である。サルでのゲノム編集

については、マーモセットをモデルとしたゲノム編集動物作製について国内から成功例が報告

されている。国外ではサルの改変が進められているものの、日本の改変技術は高く、この技術

をさらに改良（効率化）し、高効率遺伝子ノックインなどを可能にする技術の開発を進めるこ

とが必要である。この他、細胞および個体での染色体レベルのゲノム編集技術は日本に高い技

術があることから、この技術を利用したヒト化動物作成技術を開発することが重要である。

作物の品種改良においては、アグロバクテリウムを用いた遺伝子組換え技術を用いて、一旦

ゲノム編集ツールの発現カセットをゲノム中に挿入するのが一般的である。そのため遺伝子組

換え作物としてから、戻し交雑等で発現カセットを除くことが必要であるが、非常に煩雑であ

る。そのため、Cas タンパク質と sgRNA の複合体であるリボヌクレオタンパク質（RNP）を

調製、細胞壁を除いたプロトプラストへ導入する方法や、一過的に CRISPR/Cas9 を働かせる

方法によって、遺伝子組み換え体を経ることなく新品種を作出する方法の開発が重要である。

標的遺伝子のエピゲノム状態の改変技術は、細胞の分化やがんを制御する重要な技術となる

可能性を秘めている。dCas に様々な因子を連結させた人工因子の開発が進められているが、
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ほとんどが海外の技術である。この状況を変えるためには、国産ゲノム編集ツールの DNA 結

合ドメインと修飾因子ドメインを連結させた国産の人工修飾因子の開発が急務と考えられる。

（6）その他の課題

産学連携においては、ゲノム編集の特許が大きな問題となる。特に、CRISPR/Cas9 の基本

特許は係争中であり、企業がこの技術を利用するためには複数の特許権者へ使用料を支払う必

要がある。そのため、大企業がこの技術を利用することを控える傾向にあり、国内での産業開

発力の低下を招いている。この問題を解決する方法は、国産技術の開発であるが、ベンチャー

企業が特許料を払いつつ、新しい技術を開発する後押し（国策）が必要となる。

ゲノム編集で作出された生物の取り扱いについては、現在環境省を中心として「カルタヘナ

法におけるゲノム編集技術の検討委員会」で議論がなされている。ゲノム編集によって作製さ

れた遺伝子ノックアウトについては、安全性が確認されれば既存の突然変異育種と同様の規制

によって使用できる可能性がある。

ヒト受精卵や受精胚でのゲノム編集は、基礎研究においてその目的に応じて利用可能かどう

かの検討がなされている。ゲノム編集技術の社会受容ためには技術の安全性を示し、市民を交

えて議論することが急務である。2016 年に設立された一般社団法人日本ゲノム編集学会を中

心として、社会受容に向けた活動を活発にしていくことが必要と考えられる。

人材育成については、産業界からゲノム編集技術を使いこなせる人材の輩出を強く求められ

ている。しかしながら、ゲノム編集に関する人材育成プログラムは、これまで国内では立ち上

がっていない。そのため、早急にゲノム編集の人材育成プログラムを立ち上げ、産業利用に必

要な技術を開発する人材、安全性評価をできる人材、ベンチャー企業家を育成することが必要

である。

（7）国際比較

国・
地域

フェーズ 現状
トレ
ンド

各国の状況、評価の際に参考にした根拠など

日本

基礎研究 ○ ↗

・立体構造解析データを元にしたコンパクトな Cas ヌクレアーゼの
開発に成功している。

・脱アミノ化酵素（デアミナーゼ）と dCas9 を利用した DNA を
切らない Target-AID 技術が開発され、培養細胞や動物・植物
個体において塩基改変が可能であることが示された。本成果は、
Science 誌で発表された。

・複数の遺伝子ノックインの新技術（PITCh 法など）が開発され、
培養細胞や個体において成功例が報告された。

・PPR 技術など新規のゲノム編集ツール開発に成果が見られつつあ
る。

応用研究
・開発

△ →

・TALEN や CRISPR を用いた農水畜産物でのゲノム編集が着実に
進展している（キノコ、ジャガイモ、ブタ、マダイなどでの遺伝
子改変）。

・上述の Target-AID を利用することによって作物種（トマト）で
のゲノム編集に成功している。本成果は Nat Biotech 誌で発表さ
れた。

・iPS 細胞での疾患モデル細胞作製と治療法開発に向けた研究が進
展している。
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米国

基礎研究 ◎ ↗

・ゲノム編集ツールの開発、遺伝子改変技術の開発、核酸検出技術
の開発など全ての基礎開発において世界トップの水準を維持し、
技術レベルを向上させている。

・アミノ改変による Cas ヌクレアーゼ変異体作製が進み、PAM 配
列の特異性を改変し、NG の配列特異性をもつ xCas9（Nature 誌
に発表）など多くの変異体が報告された。

・デアミナーゼを連結した Base Editor が開発され、標的に自在に
塩基改変を加えることを示した（Nature 誌に発表）。

・ゲノム編集を利用した新規の核酸検出技術（Sherlock 法およ
び DETECTR 法）が開発された。これらの成果は Nature 誌と
Science 誌に報告されている。

・ゲノム編集を用いて細胞系譜を追跡する複数の技術が開発されて
いる。

応用研究
・開発

◎ ↗

・微生物でのゲノム編集を用いた有用株作出技術、農水畜産物の品
種改良、遺伝子治療における開発など、全て分野の開発で世界トッ
プレベルであり、さらなる開発力の向上が見込まれる。

・デュポン・パイオニア社から CRISPR/Cas9 を用いたトウモロコ
シの初の製品の商品化が発表されている。

・モンサント社が遺伝子組換えの次の技術としてゲノム編集を位置
づけ、飼料用から食料用まで生産しやすく付加価値の高い農作物
の開発をめざすことを表明している。

欧州

基礎研究 ○ ↘ 

・英国ウェルカムトラストサンガー研究所では、CRISPR/Cas 
sgRNA ライブラリーを用いたスクリーニング技術開発において高
い研究成果が見られる。

・ヒト受精卵でのゲノム編集によって、発生に関する遺伝子の機能
解析を行った。

・CRISPR でのゲノム編集が p53 経路を活性化し、幹細胞のがん化
を誘導するという論文や、p53 経路を制御することで正確なゲノ
ム編集が可能であることを示す論文が発表された。

応用研究
・開発

○ →

・CRISPR/Cas sgRNA ライブラリーを用いて遺伝子の転写調節領
域や薬剤耐性のスクリーニング研究が進められている。

・TALEN を用いた HIV のゲノム編集で遺伝子治療に向けた研究が
進展中である。

・TALEN の基本特許を有するセレクティス社が CAR-T 細胞作製な
ど牽引している。

中国

基礎研究 ○ →

・CRISPR の研究論文数は増えているものの、全体の基礎技術レベ
ルは高いとは言い難い。

・バクテリアおよびヒト細胞で Cas9 を阻害する新たな抗 -CRISPR
タンパク質を同定した。

・NgAgo 技術のような未完成の技術を報告する状況から基礎研究レ
ベルの向上は見られない。

応用研究
・開発

◎ ↗

・農作物の品種改良で研究成果が見られる。Chinese Academy of 
Sciences を中心として農作物（イネ、トウモロコシ、小麦など）
研究が継続して進展している。

・ゲノム編集治療に向けた研究も活発である。CRISPR を利用した
T 細胞での PD1 遺伝子破壊によるがん治療の臨床試験が複数進行
中である。

・ゲノム編集技術を用いて筋細胞の増殖を抑制する遺伝子を破壊し、
高い運動能力をもつ犬を作製した（また、クローン犬の開発に力
を入れている）。



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
146

CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
146

韓国

基礎研究 ○ ↗

・ソウル国立大学の研究は世界トップレベルであり、高い質の論文
を発表している。

・特異性を向上させた Cas ヌクレアーゼ（Sniper-Cas）の開発に成
功した。

・CRISPR/Cas9 のオフターゲット作用の検出技術（Digenome Seq
法）を開発した。

応用研究
・開発

△ →

・農水畜産物での品種改良技術開発に力を入れており成果が見られ
る。植物での CRISPR の RNP を利用した遺伝子組換えを介さな
いゲノム編集が Nat Biotech 誌が発表された。

・塩基改変技術を利用した植物ゲノムの改変に日本同様に成功して
いる。

・新しいツール開発やオフターゲット作用の検出サービスなどを提
供している。ToolGen 社がモンサントとライセンス契約を結んだ。
ToolGen 社は 2018 年 4 月に時価総額が 1 兆ウォン（約 1000 億円）
を突破した。

（註１）フェーズ

　　　　基礎研究フェーズ：大学 ･国研などでの基礎研究レベル

　　　　応用研究 ･開発フェーズ：技術開発（プロトタイプの開発含む）・量産技術のレベル

（註２）現状

　　※我が国の現状を基準にした相対評価ではなく、絶対評価である。

　　　　◎：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えている、　〇：ある程度の活動 ･成果が見えている、

　　　　△：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えていない、　×：特筆すべき活動 ･成果が見えていない

（註３）　トレンド

　　　　↗：上昇傾向、　→：現状維持、　↘：下降傾向
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２．１．３　ケミカルバイオロジー

（1）研究開発領域の定義

広義には有機化学を基礎とした生命科学研究であり、核酸やタンパク質などの生体高分子と

特異的に作用する化合物（生理活性化合物）を開発し、生体高分子やリガンドの機能解明や制

御を目指す領域。化合物の探索源には天然物と合成化合物がある。蛍光プローブ等の研究ツー

ル、診断薬、センサー、疾患 ･ 感染症の予防薬、臨床治療薬・農薬など有用な化合物の開発に

つながる。

（2）キーワード

低分子化合物、核酸、タンパク質、脂質、糖質、中分子化合物、天然物化学、生合成遺伝子、

標的分子同定、ケミカルゲノミクス、ゲノムマイニング、イメージング、センサー、マシンラー

ニング、創薬、診断、農薬

（3）研究開発領域の概要

［本領域の意義］

化学を基盤として生命の謎を解き明かしていくケミカルバイオロジー研究が進展すれば、

様々な生体分子の機能や相互作用についての理解が進み、化学と分子生物学や細胞生物学との

融合が促進される。これにより、生命現象を（原子 ･）分子レベルの高い解像度で研究し、定

量性のある分子論的な観点で解析 ･ 理解しすることが可能となり、さらに人工分子による時空

間的な制御を実現する基盤技術の開発へと繫がっていく。

ケミカルバイオロジーを触媒として、化学 ･生物学 ･医学 ･工学が発展的に融合することで、

①生命活動を分子レベルで追跡できるセンサー ･ 検査薬 ･ 診断キット等の開発や②生命現象を

合理的に制御できる医薬品 ･ 農薬の創製に直結し、新産業の創出や人類の健康と福祉の向上へ

大きく貢献する重要な領域である。

［研究開発の動向］

特定の生命現象を制御する化合物が取得されたとき、最初のハードルの高い課題はその細胞

内標的分子の同定である。興味深い表現型を示す化合物が手元にあった時、その標的分子を同

定する手法としては、物理的相互作用に基づくものと、遺伝学的相互作用に基づくものがある。

いまだに第一選択手法となっているのが、化合物を化学的に修飾して単体に固定し、そこに

夾雑系である細胞や組織抽出液を流し、そこに結合する標的タンパク質を精製・同定する方法

である。1990 年前後に Stuart L. Schreiber（米・ハーバード大学）らが免疫抑制剤 FK506
やヒストンデアセチラーゼ阻害剤トラポキシンなどを樹脂に化学的に固定して標的タンパク質

を同定したことはこの研究領域の金字塔である。以来、物理的相互作用を指標にした標的探索

の手法は、タンパク質を基盤上に固定して作製したタンパク質アレイや、化合物を光反応性官

能基によってランダムに樹脂に固定する方法なども開発され、化合物の標的同定における重要

な手法となっている。この場合に、化学修飾を施しても化合物が標的タンパク質との結合活性

を維持していることが重要である。ところが分子量が小さい場合には特に、この方法は困難な

ことがある。
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そのような場合、遺伝学的相互作用に基づいた方法論が有効である。例えば、化合物に感受

性を示す細胞に、標的タンパク質をコードする遺伝子を過剰発現させると、標的分子が増える

ことで化合物に対する耐性を獲得する。近年では、ゲノム情報に基づいた網羅的な変異株作製

と次世代シーケンサーの組み合わせにより、非常に簡便に作用経路を推定できる。この場合の

メリットとして、化合物を化学的に誘導体化する必要がない点も挙げられる。化合物の標識を

必要としない標的分子の探索方法としては、タンパク質の熱安定性を指標にした DARTS 法も

有効である。

近年は AI を用いた化学合成やメタゲノムの本格活用など、今後のブームになるであろう融

合研究が登場している。

以下にいくつかの研究の潮流について記述する。

●　構造情報に基づいたリガンド開発

生体高分子受容体（主にタンパク質）の三次元構造（鍵穴）に適合する小分子リガンド（鍵）

を創製し、医薬品候補化合物を開発する手法（Structure-Based Drug Design: SBDD）が着

実な進展を遂げている。ポストゲノム後、構造生物学研究の進展により、多数のタンパク質の

三次元構造が PDB （Protein Data Bank） に登録され、拡充されている。近年のコンピューター

計算性能の著しい進展や非営利機関が無償提供する受容体−リガンドのドッキングシュミレー

ション支援サービス（AutoDock 等）の普及とあいまって、in silico スクリーニング ･ 創薬が

より重要で普遍的な技術となってきた。膨大な数の化合物ライブラリーからターゲットタンパ

ク質に結合するかどうかを予測するバーチャルスクリーニング技術やタンパク質に対する結合

親和性を精度良く見積もるインシリコシュミレーションが更に高速化 ･ 高精度化しながら、よ

り一般性・信頼性の高い基盤技術として発展している。

●　化学合成の自動化

ペプチドや核酸については自動合成法が確立済であり、現在では所望の配列のペプチドや核

酸を受託合成で簡便に入手できる。ペプチド・核酸に比べると糖鎖の自動合成は格段に困難で

あるが、単糖ユニットをモジュラー式に連結する手法（化学的／酵素的グリコシル化）が開発

されている。一方、複雑で高度に官能化された天然物やそれらのアナログ分子の合成について

は、従来、高度な知識と豊富な経験を持つ有機合成化学者にしか取り組むことができない状況

となっていた。化学合成の自動化を指向して我が国では、高橋ら（当時東工大、現横浜薬科大）

が、制ガン剤タキソールを自動合成機で全合成した先駆的研究や、フロー ･ マイクロ合成法が

大きな発展をみせている（京大　吉田潤一ら　新学術領域　反応集積化の合成化学）。

●　中分子化合物を活用したアプローチ

これまで創薬の王道であった低分子医薬品については、副作用の観点から開発の難易度が向

上し、また、標的とする生体分子の枯渇などが指摘されている。一方、抗体を基盤としたバイ

オ医薬品が長足の進歩を遂げ、適用範囲を拡大している。低分子医薬は経口投与が可能で安価

に製造できる利点があるが、オフターゲットへの特異性の低い相互作用に起因する副作用・細

胞毒性が問題となることが多い。一方、抗体に代表されるバイオ医薬品は、標的分子と高い特

異性で相互作用するので、副作用を大幅に低減できる。しかし、免疫毒性や製造コスト高騰、

薬剤投与手法などに問題がある。また、生体高分子医薬は、一般に細胞膜を透過できないので、

細胞表層の標的分子に限られる。

近年では、低分子と生体高分子の中間のサイズを持つ中分子（分子量 500 − 5000 程度）を
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活用した細胞内機能制御法の開発がケミカルバイオロジーや創薬研究の重要な課題となってい

る。中分子は、①細胞膜を透過でき、②標的分子との多点相互作用による特異性の高い分子認

識能力があり、③免疫毒性や副作用のリスクを大幅に軽減できるので、低分子と生体高分子の

両者の長所を兼ね備えた革新的な機能性分子となることが期待されている。免疫抑制剤タクロ

リムス（藤沢薬品）、ハラヴェン（エーザイ）に代表されるように分子量 500 を優に超え、中

分子化合物が革新的な医薬品として上市されている。既存の化合物ライブラリーとは、構造特

性が大きく異なる多官能性の高次構造分子群を現実的なコストで人工的に創出する技術は、基

礎 ･応用研究の両面で重要と考えられる。

●　化合物によるタンパク質の近接誘導

本来は生体内で適切な時空間制御を受けているタンパク質間相互作用であるが、化合物を用

いて強制的に二種のタンパク質を相互作用させることで、細胞内におけるシグナル伝達や遺伝

子発現、タンパク質輸送を制御することが出来る 1）。この手法は元々、免疫抑制剤 FK506 や

シクロスポリン、抗癌剤ラパマイシンが 2 種のタンパク質と三者複合体を形成することに着想

を得ている。すなわち、タンパク質 A を FK506 の標的分子である FKBP との融合タンパク

質として発現させ、タンパク質 B をシクロスポリンの標的分子であるシクロフィリン A との

融合タンパク質として発現させた細胞を作製する。そこに FK506 とシクロスポリンのキメラ

化合物を処理すると、タンパク質 A とタンパク質 B の複合体形成を誘導できるのである。

現在この手法を用いた治療薬の創出に期待がかかっている。融合タンパク質を発現させる

ことなく、キメラ化合物により特定のタンパク質の分解を誘導できるようになったからであ

る。Craig Crews 教授（米国イエール大学）らが先導する PROTACs（Proteolysis Targeting 
Chimeras）はその代表的なものである。すなわち、分解したい目的タンパク質に結合する化

合物と E3 ユビキチンリガーゼの基質認識部位（VHL）に結合する化合物を、リンカーを通し

て融合したキメラ分子を用いる 2）。このキメラ分子を投与すると、目的タンパクがユビキチン

リガーゼにリクルートされ、ユビキチン化された後、プロテアソームによって選択的に分解さ

れる。サリドマイド 3）やエーザイの開発しているスルホンアミド系抗癌化合物もそれぞれの標

的タンパク質を介して E3 リガーゼによる特定のタンパク質のユビキチン・プロテアソーム経

路による分解を誘導することが明らかになっており 4）、VHL リガンドに加えてキメラ分子創

出の際の化合物選択肢は増えつつある。また、この手法のもう一つのメリットは、既存の化合

物を活用できる点（repurposing）にある。特異性の高いタンパク質・リガンドのペアがあれば、

そのリガンドと VHL リガンドやサリドマイド、スルホンアミド系化合物とを融合したキメラ

分子を合成すれば、それを細胞や生体に処理することで、標的タンパク質を迅速に分解してそ

の機能を解析することが出来る。また、毒性やADMEが悪いため見放された化合物であっても、

PROTACs に展開することで新たな創薬展開が期待できる。

●　微生物の生合成解析による天然物の拡充

天然物は、これまでに約 50 万の化合物が報告されているとされ、植物や海洋無脊椎動物と

ともに、重要なリソースの一つが微生物である 5）。微生物は土壌や水圏から単離されてきたが、

培養されている種は 1 パーセントに満たないといわれ、難培養性の微生物をいかにリソースに

するかが大きな課題である。最近では、データベースにデポジットされている細菌のゲノム配

列や、ヒト微生物叢から取得した DNA 配列情報から、数千～数万の二次代謝産物の生合成遺

伝子クラスターを同定することが可能である 6,7）。また、土壌のメタゲノムからは数百の微生
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物ゲノムが再構築され、そこから 1,500 余りの生合成遺伝子クラスターが同定され、さらにこ

れまで研究されていなかった門のバクテリアからはユニークな生合成遺伝子クラスターが見出

されている 8）。

国内でも理化学研究所や東京大学を中心に化合物バンクの整備が進められてきた。今後の天

然物の拡充のためには、難培養性の生物資源の活用や、膨大に蓄積しているゲノム情報からの

化合物のマイニング手法の整備が課題である。

（4）注目動向

［新展開・技術トピックス］

●　化合物リガンドと分子標的のペアを抽出する網羅的手法

ケミカルバイオロジーのボトルネックは、生理活性化合物の分子標的を同定することであ

る。通常は、生理活性分子を発見し、その後に分子標的を決定する。米国スクリプス研究所の

Cravatt らは、分子標的を先に網羅的に決定して、その後に生理活性化合物を発見する方法を

報告している 9）。例えば、医薬品によく見られる小さなフラグメント構造に着目し、その構造

に結合するタンパク質を全て同定する。そのタンパク質の中から疾病に関するものを選び、フ

ラグメント構造を化学修飾することでより選択的な化合物を見つけ出す。

●　細胞サーマルシフト法（CETSA）

化合物と標的タンパク質の相互作用を簡便に検出する方法が開発され、多用され始めている
10）。この方法は今後ケミカルバイオロジーや医薬品開発で広く使われると予想される。細胞や

組織に化合物を加え、温度を変えて、変性したタンパク質を遠心分離する。変性していないタ

ンパク質を電気泳動し、ウエスタンブロットで検出する。化合物がタンパク質に結合すると、

そのタンパク質は熱変性に対して抵抗性ができ、変性に必要な温度は上昇する。これにより、

細胞内や組織内での化合物 - タンパク質結合を検出できる。

●　生体高分子の指向進化

本年度のノーベル化学賞でその重要性が広く浸透したファージディスプレイ法や核酸の

SELEX 法を適用するアプローチには更に発展する可能性が高い。ペプチド、タンパク質、核

酸（DNA/RNA） の構造を系統的に自在に改変した膨大な数のライブラリーを創製し、最善 ･

最適の分子を選別する手法に期待が大きい。

●　化合物の標的分子の同定について

Charles Boone 博士（トロント大学、理研）らは出芽酵母を用いて遺伝子間相互作用と化合

物・遺伝子間相互作用を解析しており、最近、13,000 余りの化合物について化合物・遺伝子

間相互作用情報を取得し、情報解析により化合物の作用アノテーションを行うことに成功した
11）。この方法は、脂質や金属のようにゲノムに直接コードされていない分子を標的とする場合

にも有効であると期待できる。

これまでケミカルゲノミクス解析による化合物の作用経路、標的分子の同定は酵母を用いた

ものが主流であった。この場合のネックは、ヒト疾患治療薬が酵母で表現型を出さなければ解

析不能な点にある。近年の Crispr Cas9 技術の出現により、従来よりも簡便に大規模な遺伝子

操作を行うことが可能になったことで、ヒトなどの酵母以外の生物を用いたケミカルゲノミク

ス解析が現実的なものになったと言える。

一方、天然物の場合にはその生合成遺伝子に着目することも標的分子の同定に有効である。
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天然物を生合成する生物は自己耐性遺伝子を生合成遺伝子クラスターの近傍に有することがあ

る。例えば高コレステロール血症の治療薬であるロバスタチンを産生する糸状菌では、生合成

遺伝子クラスターの中にロバスタチンに耐性な HMG-CoA 還元酵素をコードすることで、自

己耐性を獲得している。スクリプス海洋研究所の Bradley S. Moore 博士らが 86 の海洋放線菌

のゲノムを探索したところ、ハウスキーピング遺伝子が生合成遺伝子クラスター中に位置する

例が 900 余り見出されており 12）、効果的な標的分子同定に直結すると期待される。また、こ

れを逆手に取ることで特定の標的分子に対する化合物の取得が可能である。既存の除草剤の標

的タンパク質として分岐鎖アミノ酸の生合成酵素が挙げられるが、当該酵素を生合成遺伝子の

近傍に持つ遺伝子クラスターを真菌ゲノムから探索することで、新しい阻害剤の取得が報告さ

れている 13）。ターゲット・オリエンティッドな阻害剤探索の新しい潮流になりそうである。

●　メタゲノム解析による創薬応用

ジェネンテック社（米国）は土壌メタゲノムからの創薬リード化合物の開発に 969 億ドル

を Lodo Therapeutics 社（米国）に投資している 14）。

●　コンビナトリアル生合成による機能性分子群の創製 15）

次世代シーケンサーの普及により、植物や菌類の二次代謝を担う生合成酵素群の遺伝子同定

が容易になった。放線菌や糸状菌に代表される菌類が生産する二次代謝産物については、当該

酵素遺伝子を異種株で発現して人工的に生合成する技術が確立されてきた。生物種によっては

遺伝子操作に依然困難があるものの、ゲノムにコードされている生合成マシナリーを人工的に

再構築する技術は大きな発展を遂げている。二次代謝産物生合成関連遺伝子群を根こそぎ発掘・

発現して、地球上に眠る未活用の分子資源を活用していく時代が到来すると期待される。更に

ゲノム編集技術等を活用して、酵素や生合成関連の機能性タンパク質（トランスポーター等）

の機能を指向進化させるアプローチにより、遺伝子工学を駆使して、所望の機能を持つ高次構

造天然物群を簡便に人工合成し、自在に改変できるようになる可能性が高い。また、生合成プ

ロセスの基質や鍵中間体を再設計して、生合成プロセスを人工的に改変するアプローチからも

生体機能性分子群が創製されることが期待される（新学術領域：生合成リデザイン）。

●　化学合成の自動化 16）

近年、アミノ酸、単糖とは異なり、共通基盤性の高い非天然型の構築ブロックを順次連結し

て高次構造を持つ機能性分子群を自動合成する研究が本格化しつつある。主にアミド結合の連

結やクロスカップリング反応で化合物ライブラリーを構築する従前のコンビナトリアル合成と

は一線を画し、より複雑な構築ブロックを多段階の連続フロー合成で集積化し、中分子サイズ

の化合物群を機械で自動合成するプラットフォームが開発されるようになった。多種類の構築

ブロックに対する多彩なカップリング反応から、官能基変換を並列／分岐型のマイクロフロー

プロセスで実施できる。このアプローチは、生体機能性分子群の探索資源を網羅的に低コスト

で供給する革新的な手法となりうる。ハード面では、ナノ加工技術、3D プリンタ、チップ技

術の進展と呼応しており、ソフト面でも AI による自動制御 ･ 網羅的解析 ･ 最適化技術や最新

のケモインフォマティックス技術と融合しながら大きく発展する可能性が期待される。

（5）科学技術的課題

●　化合物群の構造特性

コンビナトリアル化学は、多種類の化合物群の供給を可能とした。しかし、sp2 炭素含有率
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の高い平板なヘテロ芳香環同士のカップリング反応が多用されるので、三次元的な構造のバリ

エーションは限定的である。一方、複数の sp3 不斉炭素で構成される天然物や生体高分子は

複雑な凹凸を持つ分子表面を提示し、多点相互作用による特異性の高い分子認識により生命現

象を司る情報伝達を制御する。精緻な天然物群と従前の化合物ライブラリーとの構造特性の

ギャップを解消しつつ、複雑で高度に官能化された化合物群を低コストで網羅的に合成する手

法の開発が重要である。

近年では、膨大な配列多様性を持つ環状中分子ペプチドライブラリーから、これまで困難と

されてきた生体分子間相互作用を変調・制御できる技術が開発されている（東大、菅ら、ペプ

チドリーム）。本年度のノーベル賞に象徴されるように生物の進化を摸倣して、最善・最適の

分子を創製していく研究の重要性がより顕在化していくことが考えられる。

●　標的とする生体高分子間相互作用

従前の創薬研究では、鍵と鍵穴形式で相互作用するリガンドと生体高分子の複合体（酵素や

小分子リガンド受容体等）の機能制御に力点が置かれてきた。中・長期的には、タンパク質 -
タンパク質間相互作用、タンパク質−核酸相互作用を制御する機能性分子群を設計・合成し、

機能評価する研究が本格化していくと考えられる。これらの相互作用は核内で起こるので、細

胞膜透過性の低いバイオ医薬品では制御困難であり、低／中分子医薬の独壇場となる可能性

が高い。これらタンパク質 - タンパク質間／タンパク質−核酸相互作用は、転写、増殖、分化、

細胞死等の生命現象を司るシグナル伝達を担っている。これらの相互作用を変調 ･ 制御できる

機能性分子の開発は重要であり、生命科学研究 ･創薬研究を革新する可能性を秘めている。

タンパク質同士は、一般に比較的広く浅い形状の領域（1,500-3000 Å 2）で相互作用している。

この相互作用を特異性に低濃度で制御する医薬品開発の成功例はほとんどない。タンパク質間

の相互作用領域を標的とする低／中分子群を設計・合成し、そのリード化合物を創製していく

研究は、基礎 ･応用の両面から非常に重要である。

●　コンピューテーションとの融合

化合物の薬効や標的分子の予測へのコンピューテーションの導入は少しずつ展開されている

が、化学反応の予測は容易ではないとされていた。しかしここ数年、機械学習とリアルタイム

測定を組み合わせた有機合成ロボットを用いることで化学反応スペースを効果的に探索するこ

とができることが報告され、そこでは新しい化学反応が見出されている 17）。また、難しいと

されていた反応収率や生理活性化合物の全合成ルートのコンピューターによる予測や提案の成

功例が報告されている 18,19）。化合物の創製から標的分子の推測、副作用や主作用の予測まで、

ケミカルバイオロジーとコンピューテーションの融合が今後ますます重要な研究課題になる。

（6）その他の課題

化合物をさまざまな生命現象の解明に適用しようとするケミカルバイオロジーの分野では、

分野連携が特に重要である。この事実はよく認識されていて、例えば新学術領域研究「天然物

ケミカルバイオロジー」や「化学コミュニケーション」では化学合成、化合物探索、生物活性

評価、情報科学の専門家が集まり、そこではコラボレーションが推奨されている。しかしそう

いった研究領域に参加していない研究者の方が大多数であり、オールジャパンでの情報交換と

共同研究開発を推進しやすい場の設定が必要である。そこではアカデミアと企業の研究者が集

まり、産業的なニーズと基礎技術の展開について状況をシェアするべきである。
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アカデミアでは、“尖った”手法や分子にこだわりと熱意を持つ研究者が多い。天然物アナロ

グや中分子を基盤としたケミカルバイオロジー ･創薬研究を着実に進展させるためには、米国

のようにアカデミア発の基礎研究をベンチャー企業で孵化させ、中 ･大規模企業へ橋渡しして

いくシステムの構築が不可欠と考えられる。日本のケミカルバイオロジー研究に興味を持つ企

業は大半が中規模企業であり、大学との共同研究を活性化する仕組み（A-STEP 等）は限定的と

判断せざるを得ない。ベンチャー企業による活動を官民一体となってサポートし、優秀で若い

人財がチャレンジングな課題に果敢に取り組める仕組み ･体制の整備が鍵を握ると考えられる。

（7）国際比較

国・
地域

フェーズ 現状
トレ
ンド

各国の状況、評価の際に参考にした根拠など

日本

基礎研究 〇 →

・ 天然物化学での伝統があり、有機化学分野も世界をリードしてき
た。生物活性分子の探索 ･ 合成研究の実力 ･ 実績が国際的に評価
されている。

・ 伝統的な化合物探索とユニークなアッセイ系の融合により、新し
い作用機序を持つ抗生物質ライソシンなど、創薬シードとして有
用なものが報告されている 20）。

・ ケミカルツールを用いた可視化技術の進展は顕著で、例えば東京
大学の浦野泰照らによる腫瘍の可視化プローブの開発は目覚まし
いものがある 21）。また、京都大学の浜地格らの開発するプローブ
は夾雑系の生体内における特定のタンパク質機能の活性観測を可
能にしている 22）。

・ 大型研究プロジェクトが複数推進されており、化合物の取得・創製、
化合物を用いた細胞機能の解析手法の開発が盛んにおこなわれて
いる。新学術領域研究（「生合成リデザイン」、「化学コミュニケー
ション」、「分子夾雑化学」）はその好例であり、常に新しい領域開
拓が試みられている。研究者人口も多く、独創性の高い研究成果
も継続的に生み出されている。一方で、有機化学と生命科学を融
合する学際的な取り組みは少ない。

・ 大学院生 ･ 若手研究者育成策が現段階では十分に機能しておらず、
博士課程進学率や国際一流誌への論文投稿数が低迷している。

応用研究
・開発

○ →

・ 日本の主要製薬企業の大半は、国際的には中規模である。オープ
ンイノベーション等も試行されているが、リスクの高いプロジェ
クトにチャレンジする余力は限定的である。

・ 中規模企業の数に比して、基礎研究を孵化させていく橋渡し役の
ベンチャー企業が圧倒的に少ない。また、革新的なアプローチを
育てていける目利き人材も少ない。ペプチドリームのような成功
モデルもあるので、革新的創薬のみならず、我が国の強みである
ものづくり関連企業（精密計測 ･ 分析 ･ 診断 ･ 治療機器）との連
携を進めて、予防医学、診断薬、センサー、次世代型治療等につい
ても社会実装へ繫がる取り組みを強化する必要がある。
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米国 基礎研究 ◎ →

・ ケミカルバイオロジー分野でも世界を牽引している。有機化学、
医薬化学、生物学のいずれもトップの実力があり、革新的な研究
が生まれ続ける仕組みが有効に機能している。

・ 質量分析計を基盤にした情報解析（Molecular networking）やメ
タゲノム情報を効果的に取り入れることで、新しい化学構造を持
つ生理活性化合物が天然から取得されている。

・ タンパク質をケミカルプローブで標識することでタンパク質の機
能を解析する、ケミカルプロテオミクスが秀逸な研究者によって
推進されている。UCSD の Mike Burkart らは天然物の生合成タ
ンパク質 23）、スクリプス研究所の Benjamin Cravatt 博士らはヒ
ト疾患タンパク質の解析に応用展開している 24）。

・ 感染症治療薬の創出にむけて、微生物が環境中から鉄を取り込む
ために用いる低分子化合物シデロフォアを利用した戦略が試みら
れている。MIT の Elizabeth M. Nolan らは、シデロフォアに抗
生物質を結合させることで抗生物質を病原性細菌に選択的に効か
せることを可能にしている 25）。

・ 伝統的な感染症治療薬アムフォテリシン B の改変体を高度な化学
合成力で創製することで、イリノイ大学の Marty Burke らは低毒
性の化合物創出に成功している 26,27）。

・ 分野横断的学際研究、産学共同研究等についても最もアクティビ
ティーが高い。優秀で活力のある人材が豊富で流動性も高い。化
学者が NIH から予算を獲得することができ、研究資金も世界トッ
プレベル。

米国
応用研究
・開発

◎ →

・ シリコンバレーに代表されるように世界屈指の大学の周辺にベン
チャー企業 ･中 ･大規模規企業が産業クラスターを形成している。

・ 最先端技術産業やベンチャー企業がひしめき合いながら応用開発
研究を他の追随を許さないスピード感とスケールで展開している。

欧州

基礎研究 ○ →

・ ドイツ、スイス、英国の三カ国を中心として、ケミカルバイオロジー
や有機化学研究を牽引する実力がある。有機化学 ･ 基礎医学研究
とも世界トップレベルである。スイスの ETH, ドイツのマックス
プランク研究所、英国トップ校には、素晴らしい研究成果が継続
的に発信されている。人工生合成の分野はドイツに強みがある。

・ 独・ミュンヘン工科大学のグループ（Stephan A. Sieber ら）は
化学反応性の高い天然物に注目し、ケミカルプロテオミクス解析
により生理活性化合物の細胞内標的を効率的に明らかにしている
28）。

・ スイス ETH の研究グループ（Jörn Piel ら）は海洋生物内のメタ
ゲノム情報の解析を得意とし、海綿に含まれる数々の生理活性物
質が難培養性の共生微生物がコードする遺伝子クラスターにより
産生されることを次々と示している 29）。鍵になる生合成酵素の生
化学的検証も堅実に行っており、新しい生合成反応を見出してい
る 30）。

・ 独 HKI の Christian Hertweck らは多くの天然物の生合成を明ら
かにしてきたが、ジャガイモや稲の病原菌の産生する化合物の生合
成経路を明らかにするなど、農学的な応用も期待される 31）。

応用研究
・開発

○ →
・ スイスは国際的な製薬企業が多く、欧州をリードしている印象で

ある。ドイツ、英国も新薬を創出できる実力を維持している。ベ
ンチャー企業育成や新産業創出へ向けた取り組みは限定的か。
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中国

基礎研究 ○ ↗

・　研究のレベルが格段に向上した。海外で研鑽を積んだハイレベ
ル人材招致国家プロジェクト（千人計画）等により、研究者の
国際的な流動性が高い。米国や欧州から帰国した 30-40 代 PI の
活躍により、独自性が高く、世界を先導するような研究が続々
と発信されるようになってきた。博士取得→海外留学→帰国し
てキャリア形成というビジョンを持った学生の割合も増加して
いる。母国に帰還して若手研究者への手厚いサポート、豊富な
資金力に支えられ、基礎研究をアグレッシブかつ楽観的に推進
できる環境が整備されている。短期的には産業に直結しない（天
然物全合成研究等）基礎研究についても、中長期的で持続的な
科学技術研究開発力の強化という観点から、しっかりと育成す
る方針を採用している点は特筆に値する。また、最近では、日
本トップレベルの研究者を招聘して、基礎研究力の向上にも努
めている。

・　化合物探索を行う研究グループは非常に多く、アメリカ化学会
の専門誌でも化合物報告の半数は中国のグループからのもので
ある。また化学合成力の高い研究グループが散見され、化学の
トップジャーナルにも複雑化合物の全合成の報告がしばしば掲
載されている。

・　ウリ科植物中の苦み成分の生合成遺伝子を比較ゲノム解析から
同定しており 32,33）、品質改良された遺伝子改変作物の創出も予
想される。

・　上海に中国科学院・国家化合物祥品庫があり、約 100 万個の化
合物を保有。国内研究者に提供している。

応用研究
・開発

○ →

・　新薬開発製薬企業が少なく、歴史が浅い。国家主導の経済特区
（深圳等）や主要都市では、基礎研究力の高い基幹大学と産業応
用を試行した企業との連携を推進する試みがある。ケミカルバ
オロジー関連産業では、独自性の高い技術を社会実装した例は
限定的と推定される。

韓国

基礎研究 ○ →

・　他国の研究を追従するアプローチが主流であるが、トップ大学
では独自性の高い研究も展開されている。

・　海外から帰国した研究者による化合物の標的分子同定の方法論
構築や生理活性化合物を用いた生物学の展開がなされている。

応用研究
・開発

△ →
・　財閥関連産業が主流であり、ケミカルバイオロジー関連の企業

が少ない。新薬を導出できる規模の製薬産業基盤が整っていな
い。

（註１）フェーズ

　　　　基礎研究フェーズ：大学 ･国研などでの基礎研究レベル

　　　　応用研究 ･開発フェーズ：技術開発（プロトタイプの開発含む）・量産技術のレベル

（註２）現状

　　※我が国の現状を基準にした相対評価ではなく、絶対評価である。

　　　　◎：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えている、　〇：ある程度の活動 ･成果が見えている、

　　　　△：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えていない、　×：特筆すべき活動 ･成果が見えていない

（註３）　トレンド

　　　　↗：上昇傾向、　→：現状維持、　↘：下降傾向
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２．１．４　構造解析技術

（1）研究開発領域の定義

構造生物科学とは、複雑な生命の仕組みに原子の空間的配置から迫る学問である。タンパク

質などの生体分子の立体構造を X 線結晶構造解析や NMR 分光法、電子顕微鏡解析などによっ

て決定し、原子分解能のレベルで解明する研究である。生体分子が細胞中では動的な性質（ダ

イナミクス）をもち、他のタンパク質や核酸などと多数の相互作用を持つことを考慮し、単一

の実験手段ではなく、複数の構造解析技術や分子動力学（Molecular Dynamics, 以下 MD）な

どの計算科学技術によるデータを統合することで、分子メカニズムを根本的に理解する研究へ

と発展している。創薬など応用的な産業分野に広く貢献する。

（2）キーワード

X 線結晶構造解析、NMR、クライオ電子顕微鏡、X 線自由電子レーザー（XFEL）、
SACLA、分子動力学（MD）、計算機シミュレーション、創薬

（3）研究開発領域の概要

［本領域の意義］

生命を物質としてとらえ、遺伝子情報をアミノ酸の空間情報へとつなぐ。生命を化学と物理

のことばで記述するために情報を得る。得られる知見から実際に生体分子が機能する仕組みが

説明可能となり、ひいてはそこで起きる化学反応から、信号が生まれ伝達される仕組み、形が

生まれる仕組み、力が生まれる仕組み等々について原子レベルから説明が可能になる。対象と

する分子は単独で機能するわけではなく、 複雑でダイナミカルなネットワークを築き、互いの

連関によって生命体の存続を担っている。

ヒトの一つの細胞は数十億個のタンパク質分子をもつと言われており、個々のタンパク質は、

その平均相互作用距離が水分子数個分と推定されるような、非常に狭い空間に封じ込められて

いる。このような細胞の中でタンパク質どうしの局在、移動、相互作用、機能調節は時間的空

間的に厳密にコントロールされ、緊密なネットワークを作り、機能の統合、生命機能の実現が

なされている。こうした遺伝子の産物、そしてそれらによって作られる分子の相関を２次元平

面情報ではなく、３次元の座標として、さらに時間を加えた４次元として捉え、生きている姿

に近づいて生命を理解するのが現代の構造生物科学である。

分子生物学は遺伝子（タンパク質）を記号化して生命システムの中での働きを理解すること

に威力を発揮したが、現実に生命を制御している精緻なしくみを探るには、生命反応を実行し

ている主体であるタンパク質などの機能性生体分子の形（構造）を明らかにする必要がある。

構造生物科学で得られた知見の利用としては、創薬が代表的で、その中でも身近なものとし

ては抗インフルエンザ薬であろう。DANA からザナミビル（リレンザ）開発へ、そして、経

口薬への転換としてオセルタミビル（タミフル）への開発と進んだのは、原子構造情報が存在し、

そこから低分子薬をデザインするための計算機を使ったシミュレーションなどの技術があった

からである。このような高い価値をもった成果が手に入るため、構造を得るための測定技術の

開発には多くの労力が注がれ、長い年月が費やされている。
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［研究開発の動向］

近年の本領域における世界最大規模のプロジェクトとして、米国における構造ゲノムプロ

ジェクト「Protein Structure Initiative（PSI）（2000-2015）」があげられる。巨額の資金が

投入され、５年区切りで３つの段階分けて実施された。第一段階は、構造決定のためのパイ

プラインの整備、技術の向上；第二段階は、第一段階で確立されたインフラを使った構造決定

とパイプラインの整備、技術の向上；第三段階は、第一段階、第二段階で確立された事項を継

承し、生物学を理解するための構造、生体機能に重要なタンパク質の構造を決定することを目

的とした。当該大型プロジェクトは、決して単発終了型のものではなく、その後も個々の研究

に関しては、米国国立衛生研究所（NIH）, 米国科学振興会（NSF）を通して継続遂行されて

いる。特に基盤的設備である放射光施設、得られた生体分子の原子構造のデータベースである

Protein Data Bank（PDB）の運営については、政府がサポートを続けている。こうした背景

が現在の米国における構造生物科学・構造解析技術の基盤になっている。　

一方、欧州 FP7 では、30 の研究者からなる、EDICT（European Drug Initiative on 
Channels and Transporters）が形成され、15 M ユーロ（24 億５千万円）が拠出された

（2008-2011）。このプロジェクトにより、創薬標的のトランスポーターや膜チャネルの構造機

能解析が大幅に進んだ。PRIME-XS（2011-2015）のようなプロテオミクスのための基盤整備

や、Biostruct-X（2011-2016）のように X 線結晶構造解析による統合された支援システムの

構築と提供といった複数の大型プロジェクトが遂行された。次の Horizon2020 では、iNEXT
（2015-2019）が実施されている。構造生物科学で得られた基礎的な知見を生物科学の応用へ

と移行を図ることを謳った事業である。X 線、NMR、電子顕微鏡といった代表的な構造解析

技術を使用してデータ取得を行いたい研究者が iNEXT に申請し、専門家による審査を経て採

択されると、共同研究を通じて施設での実験を行う仕組みとなっている。インフラ構築の面で

は、フェーズ１が 2010 年からスタートし、現在まで続いている EURO-BIOIMAGING（EuBI）
がある。構造生物科学というだけではなく、光学顕微鏡などの生物学、医学におけるイメージ

ングの技術とデータ管理を扱った大型プロジェクトである。このように大型施設を必要とする

構造生物科学は、特に欧州において共同利用施設化による運営、その維持における継続した試

みがみられる。

日本では、文部科学省大規模研究開発事業「タンパク 3000 プログラム」（平成 13 年〜 17 年）

および「ターゲットタンパク研究プログラム」（平成 19 年〜 23 年）などの戦略的な研究推進

により、我が国の構造生物学研究環境は、SPring-8 や KEK の放射光施設の高度化および構

造解析用 NMR 装置の導入など大きな進展をみせ、同時に若手研究者の育成に成功した。

特定の構造解析技術に特化した大型プロジェクトとしては、米国スタンフォードの LCLS や

我が国における理化学研究所播磨事業所における SACLA に代表される X 線自由電子レーザー

の開発・運営があげられる。フェムト秒のパルス光を用いて測定を行うため、タンパク質結晶

が X 線による損傷を受けていない状態の構造を明らかにすることができる。したがって光合

成系など X 線損傷に敏感な膜タンパク質であってもその影響を受けていない状態の立体構造

を明らかにできる。非凍結の結晶を用いるため、時間分解能をもった膜タンパク質の構造解析

の可能性も開けてきている。欧州の XFEL がある DESY や、スイスのポール・シェラー、韓

国の PAL-XFEL よりも早くからユーザー向けの稼働を行っている。中でも我が国の SACLA
は国家基幹技術として推進され、実際に 2016 年に Science 誌に報告されたバクテリオロドプ
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シンにおける構造変化の研究や１）、2017 年に Nature 誌に報告された光化学系 II 複合体の反

応中間体構造２）、2018 年の Nature 誌報告のバクテリオロドプシンのレチナール異性化３）など、

世界でもトップの成果を継続的に排出し続けている。

構造解析技術で特に大きな進展をみせたのは、クライオ電子顕微鏡技術である。結晶を作製

せずに生体分子の画像のみから原子モデルを構築する構造解析技術である。電子顕微鏡で得ら

れた構造のデータベース（EM Data Bank または EMDB）において現在 9 割以上の登録デー

タは、Thermo Fischer Scientifi c 社の電子顕微鏡によって得られたものである。高い品質の

画像が得られるということは言うまでもないが、自動撮影機能や一旦観察した凍結試料を回収

して再び観察可能な仕組みなど、ユーザーが非常に高い作業効率でデータ取得することを実現

する機能が満載のクライオ電子顕微鏡を販売し、それがこれだけの世界的なデータ量産につな

がっているのは間違いない。同社のクライオ電子顕微鏡は、海外では米国が最も多く、100 台

以上が導入され、ついでドイツが30台以上、3位が中国で急激に導入数を増やしている。日本は、

4 位の英国についで 5 番目である。我が国でも若い研究者が二次元結晶の解析を止めて、最新

の単粒子解析法に切り替えることで、国産の日本電子製のクライオ電子顕微鏡を使って膜タン

パク質の構造を得ることに成功している。モデリングが可能な分解能に到達したことで信頼性

が一気に高まったといえよう。このような流れにおいて結晶が得られないターゲット分子が構

造解析対象となり、多くの研究者が利用を希望するようになった。

一方でクライオ電子顕微鏡の高機能高性能化は価格を押し上げ、かつてのように一研究室

が保有し維持することは大変困難であり、また望ましくない。そのため、クライオ電子顕微

鏡の共同利用施設としての運営が世界的にも取り組みがなされ始め、そのこと自体が 2017 年

には論文となって報告された 4）。それによると、米国の National Resource for Automated 
Molecular Microscopy （NRAMM）によってオーガナイズされたクライオ電子顕微鏡大規模施

設のマネージメントに関するワークショップが 2017 年 2 月に New York Structural Biology 
Center で開かれた。米国だけでなく、EMBL や英国の eBIC、カナダのマギル大学などが参

加した。逆にこれまで放射光施設のような組織だった共用施設としての運営がさほど行われて

いなかったことをうかがわせるものである。

我が国においても、ナノテクプラットフォームや科研費の枠組みで ABiS といった取り組み

はあるものの、構造生物科学に焦点を合わせた大規模な運営といえば、2017 年度から始まっ

た AMED の BINDS 事業であろう。東京大学と大阪大学タンパク質研究所にハイエンドのク

ライオ電子顕微鏡設備が整備され全国の支援希望者が利用を始めている。他には、沖縄科学

技術大学院大学（OIST）のクライオ電子顕微鏡施設群が、国内ではずば抜けて充実しており、

今後の共同利用の成果が期待される。国産の日本電子製でレベルの高い成果を出している施設

としては、大阪大学の生命機能研究科と名古屋大学が管理する施設があげられる。これら全て

の施設を合わせても先ほど述べたように世界的には少ない。

NMR については、過去数年間で動的構造解析やリアルタイム測定の観点から広範な応用展

開が図られた。国内では Bruker 社の 950MHz と 800MHz の装置が大阪大学と横浜市立大学

に設置され、理研の 900MHz や 800MHz の装置などを含めて広くアカデミアや企業に公開・

使用され、NMR の使用に関するノウハウが浸透している。これらの大型装置は一機関で保持

するには維持費や更新費などを含めて困難になってきているのでプラットフォーム化して公

開することで応用展開が急速に進展した。高磁場装置やクライオプローブの使用などによる
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NMR の高感度化は LC-NMR による代謝化合物のリアルタイムでの構造解析や細胞内の酸化

還元状態のモニタリングなど適用範囲を急速に拡大している。また動的構造解析としては東大

嶋田グループによる GPCR の動的構造解析や横浜市大西村グループによる天然変性タンパク

質の構造解析がある。固体 NMR に関しても大阪大学藤原グループの DNP による高感度化や

理研と日本電子や横浜市大と Bruker による高速回転 MAS による材料系の測定は顕著な成果

が上がり、タンパク質への適用が急速に図られている。しかし、高磁場装置 NMR 装置の設置

は国内ではまだ限られており、高度化の展開はまだ欧米に比して遅れていると言わざるを得な

い。特に欧州で非常に成果が挙がっている生化学反応のリアルタイムモニタリングや巨大タン

パク質の天然変性領域の解析や固体 NMR による原子レベルでの複合体構造解析など派手では

ないが着実に専門雑誌に成果が報告されている。

また次世代 NMR 装置でも日本電子では超高磁場装置の開発を目指しているが、装置の高度

化に見合った測定における高感度化や長時間安定性など、特にタンパク質などの高感度測定の

点で Bruker に完全に遅れている。Bruker は欧州、特にドイツ、フランス、オランダ、イタ

リアに加えて最近は英国の支援も含めて着実にタンパク質の実際の測定に適用できる大型装置

を開発している現状であり、ただ単に大きな装置一台開発すればよいという日本の現状の間に

は構造生物学 NMR として相当なギャップがある。超高磁場 NMR 装置として、日本は理研を

中心に 1.3GHzNMR 装置一台の開発を 10 年計画で開始した。Bruker は 1.2GHz の販売を開

始し 2018 年に 1 号機を導入予定で、既に欧州を中心に 10 台を受注し、アジアでは韓国が発

注予定であり、日本は現時点では未発注で最短でも今のままでは 2024 年以降の導入にならざ

るを得ない危機的な状況である。

X 線結晶構造解析、X 線自由電子レーザー、クライオ電子顕微鏡単粒子解析、NMR の主要

な構造解析技術で得られた結果全てと関連があるのが、生体分子シミュレーション技術であ

る。ゲノム解析・遺伝子ネットワークとともに計算機科学分野における一つの主要な項目であ

る。基本的に全原子分子動力学、粗子化分子動力学の２つに分かれる。前者のアプリケーショ

ンとしては、世界的に普及しているものが数多くあり、AMBER（米国）、CHARMM（米国）、

DESMOND（米国）、GROMACS （蘭国）、LAMMPS（米国）、NAMD（米国）、TINKER（米

国）などは全て海外で開発されたものである。国内で開発されたものとしては、MARBLE、

MODYLAS、GENESIS がある。計算スピードとしては、その手法をハードウェアに組み込

んだものが速いのが現状である。粗子化分子動力学法をとりいれたソフトウェアとしは我が国

における CafeMol があげられる。構造変化の可視化ができるようになってきたクライオ電子

顕微鏡単粒子解析の結果に対しては、本手法が多く用いられているようである。

（4）注目動向

［新	展開・技術トピックス］

●　クライオ電子顕微鏡では、2018 年 7 月に東大のグループが 1.62 Åという驚異的な分解能

の解析に成功し、実際にこれまでにない高品質のデータであることがアナウンスされてい

る。クライオ電子顕微鏡による単粒子解析は、近原子分解能の域を出ないと思われていた

が、難結晶性の試料に対して X 線結晶解析を凌ぐデータ取得が可能な時代の到来である。

この進化はしばらく続くものと思われる。

●　クライオ電子顕微鏡による構造解析は日進月歩で進化しているため、構造の解像度も従来
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とは比較にならないほど向上している。そのため、de novo 解析（既存の X 線構造を用い

ない）で立体構造が解かれている例が増えている。しかし、一方で原子解像度の X 線結

晶構造を用いた fl exible fi tting によって構造精密化できる場合も多い。Flexible fi tting に

おいては、分子動力学などのシミュレーションを使って X 線結晶構造をフレキシブルに

扱い、ターゲット構造へとつなげる。

●　シミュレーションの長時間化にともない、分子力場（エネルギー関数）の信頼性の問題が

顕在化している。指摘されている問題は、１）タンパク質間相互作用が強すぎる、２）天

然変性タンパク質がよりコンパクトな状態として予測されている、３）タンパク質・脂質

膜の相互作用も強すぎる、ことなどである。力場の改善は続くものの、ベイズ統計などビッ

グデータ解析の手法を取り入れることによって、シミュレーションで避けることのできな

いモデル依存性を減らした動的構造解析を行う可能性が見えてきた 5）。

●　構造多形解析へのクライオ電子顕微鏡、AFM、X 線自由電子レーザーを使った取り組みは、

世界的に大きな一つの流れとして始まっている。また、大きさ 68nm の非常に複雑な巨大

分子フィコビリソームの構造がクライオ電子顕微鏡解析によって 2017 年に Nature に報

告されたように従来は不可能と考えられていた複雑で明かに結晶化不能な分子についての

解析の取り組みもなされている。

●　細胞や組織環境下での構造解析が次世代の構造解析技術として注目されており、それには、

半導体など無機物の切削に使用していた Focused-Ion Beam（FIB）にクライオ技術を加

えた装置の展開がみられる。国内でも、OIST に１台あり、新型が東大と阪大蛋白質研究

所で 2018 年度から稼働している。

●　X 線結晶構造解析、NMR についてはデータ取得から解析まで急ピッチで自動化が進んで

いる。ピクセルディテクターなどの導入により放射光施設ではスピード自体もかつてとは

比較にならないくらい進んでいる。クライオ電子顕微鏡は、自動化が遅れており、現在各

地で開発の努力がなされている。特に凍結方法のロボット化についての開発が、海外を中

心に話題になっている。

●　細胞内で生じる相分離（Phase Separation）が多くの生命現象と関係していることが分かっ

てきた。細胞質のみならず染色体においても DNA、RNA と天然変性タンパク質との相互

作用で相分離・相転移的に大きな変化が生じている。

●　エクサフロップスの計算パワーによって、化合物ライブラリからのより早い結合定数計算

が試みられている。

［注目すべき国内外のプロジェクト］

●　英国の放射光施設 Diamond や、スタンフォードの SLAC、そして我が国のエネルギー加

速器研究機構（KEK）には、ハイエンドのクライオ電子顕微鏡が導入され、運営が始まっ

ている。特に放射光施設では、共同利用施設としての運営のノウハウが蓄積していること

から、スムーズに導入と運営開始が進んでいる。これからこうした放射光施設とクライオ

電子顕微鏡の物理的にも同一箇所での運営は益々進むものと思われる。

●　AMED における BINDS 事業（平成 29 年度〜）の中の構造解析ユニットは、ターゲット

分子の発現・精製から X 線結晶構造解析、クライオ電子顕微鏡解析、NMR、計算機シミュ

レーションによる支援、データベースによる支援と、本領域における全てをカバーし、実
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質的に日本における構造生物科学を牽引している。

●　自動化やクライオ電子顕微鏡の参入によって加速的に増えている構造生物科学の成果は、

Protein Data Bank（PDB）によって人類の財産として整備管理されている。日本では

PDBj として、他の米国（RCSB PDB）、欧州（PDBe）と連携して早くからこの PDB の

管理に貢献し世界的にも大きな役割を果たしている。現在では、クライオ電子顕微鏡の大

規模生データを登録する EMPIAR が進められ、まだ十分ではないが、今後スタンダード

になってくると思われる。この EMPIAR にも PDBj は貢献している。それによって計算

結果の妥当性の検証等が進むものと期待される。

●　電子顕微鏡技術、光学顕微鏡を組み合わせた相関構造解析がライカなどの企業がシステマ

ティックな装置を開発していることで汎用性が広まる可能性がある。国内でも日本電子と

日本光学が共同で開発を行っている。これも次は細胞・組織環境下での分子形状観察とい

う流れである。

●　NEDO においてクライオ電子顕微鏡の凍結装置に関する新型の開発が行われている。

●　日本電子によって、高性能の冷陰極電界放出型電子銃を備えたクライオ電子顕微鏡装置の

開発がなされており、さらに高分解能化進むものと期待されている。

（5）科学技術的課題

総じて、これからの技術展開のキーワードは、「細胞環境」、「相関解析」、「自動化」、「大規模デー

タ処理」と考えられる。大きな流れとしては、特定の手法に依ることなく、生物学、医学の研

究者が研究を展開できる環境が整備されていく必要がある。

●　非常に速い分子の動きについて、光応答するものについては SACLA で解明が進んでいる。

これを光ではなく、基質と の結合など、より一般化していくことは課題である。結晶の中

の分子すべてを同調させるのは難しい課題である。

●　結合の弱い相互作用をする分子同士の構造生物学的研究は、非常にチャレンジングなテー

マで、様々な学会、研究者間の議論で頻繁に出てくる話題である。生体内では、多くはこ

うした相互作用であると考えられ、計算機シミュレーションとあわせて新しい解析方法の

アイデアを創出することが先決である。

●　天然変性タンパク質の近年の報告を考えると、生理的な役割が大きく、新しいアプローチ

が期待される分野である。細胞環境の中で初めて機能を測定できるような構造について、

構造解析は急務となっている。これまでも紐状天然変性領域の一部が標的タンパク質に結

合してヘリックス等を取る場合や伸びた紐として結合する場合は溶液 NMR や SAXS 等

で解析されている。しかし最近天然変性領域同士が非常に強く特異的にしかも動的に結合

する例が報告されてきた。動的な挙動は NMR で解析され、その相互作用部位も NMR で

同定できるようになってきたが、動的な複合体構造をどのように記述し表示するかに関し

てはまだ研究途上である。動的な複合体構造に関しては MD 計算によるシミュレーショ

ンと一緒に表示する例が多いが天然変性領域の MD 計算もまだ研究途上であり NMR と

タイアップした解析が必要である。計算量だけでなく、天然構造と変性構造の両方を再現

できる分子力場（エネルギー関数）の開発が必要である。

●　エピゲノムの動的な構造解析（超分子タンパク質複合体、細胞内タンパク質、タンパク質

と協同してネットワークを形成する RNA、タンパク質複合体等の構造とダイナミクス解
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析）が急務である。エピゲノムは DNA のメチル化やヒストンの化学修飾などの分子生物

学的解析が急速に進展し、発生、分化、老化に伴って変化する実態が分かって膨大なデー

タが蓄積されつつある。それに伴って iPS 細胞や ES 細胞更には各種のがん細胞で解析も

進行している。しかしエピゲノムの構造的な理解はほとんど進行していない。ヒストンの

化学修飾は殆どの場合ヒストンテイルの天然変性領域であり化学修飾によりヌクレオソー

ムのコアの構造はほとんど変化しないので、結晶構造やクライオ電顕構造ではエピゲノム

の実態に迫ることは非常に困難である。ヌクレオソームを溶液 NMR で解析するとヒスト

ンテイルのみが観測でき化学修飾による動的構造の変化を追跡できる。ここ数年間で溶液

NMR による研究が急速に進展しているので NMR による動的構造解析で老化やがん化に

よるクロマチン基本構造の変化の実態を解明できる可能性が高い。

●　大腸菌など原核生物の１細胞を、原子・分子解像度で再構築し、そのダイナミクスととも

に分子機能とそのネットワークを理解する。原核細胞のみならず、真核細胞におけるオル

ガネラなどもターゲットになりうる。

●　MAS 高速回転固体プローブの高速での試料管の安定性や微量試料のハンドリングや更に

はクライオプローブの開発は急務を要する。これらが解決すると極微量の巨大タンパク質

で天然変性部位と構造をとっている部位を別々に観測でき結晶構造やクライオ電顕構造と

比較することによって巨大タンパク質の全体の動的構造を解析できることになる。装置の

大型化ではなく付属装置の高感度化や安定化の開発が急務であるが、それら付属装置だけ

でも数千万円になる現状では一機関で維持管理するのは困難であろう。

●　In cell NMR は細胞内のタンパク質の挙動を観測する NMR 手法である。細胞内ではタン

パク質が限られた空間に存在し、通常の in vitro における環境と大きく異なる分子混雑環

境を形成している。そのような条件下でのタンパク質の機能発現を解明することは、生命

科学に大きく貢献すると同時に、医薬品候補化合物が、細胞内でどのように薬効を発揮す

るか、創薬開発研究においても重要な課題である。したがって、細胞内タンパク質のリガ

ンド、エフェクター相互作用は興味のもたれる分野あるが、in cell NMR の感度的限界に

より、十分な解析が行われていない。今度、測定法、試料調整法などを改良することで、

in cell NMR に高感度測定・解析法の確立が必要になる。

（6）その他の課題

今後の日本の状況を考えた際、特に医学生物学研究者の計算機資源や計測機器へのアクセス

やノウハウの取得を容易するための研究支援体制などのプラットフォーム整備が喫緊の課題で

ある。京を利用することができるものの、与えられた計算資源は十分ではなく、また多くの待

ち時間が発生するために真に挑戦的なシミュレーションを実行することが困難であり、この分

野の計算に適した計算機センターや拠点の整備が必要である。

分野間連携では、生物学・医学研究者の積極的なプロジェクトへの参加と、X 線、NMR、

電子顕微鏡、中性子、１分子解析、計算科学、物理計測、ケミカルバイオロジーなどの研究者

との密接な共同研究を促す仕組み作り。単に連携するだけでなく、複数の計測・シミュレーショ

ンの結果をいかに統合して動的な構造を得るかが最も重要である。

人材育成は、X 線、NMR、電顕で大問題である。利用する人口、つまりユーザーは増えて

いるが、装置の面倒や解析の本質を理解している専門家が逆に減っている。もともとそのよう
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な縁の下の力持ちとしての専門家志望の人口が少ない上、一朝一夕に育たない人を雇用期限の

ために雇止めしなければならない。いくら施設に貢献しても、アカデミックポジションでは ､

今もって論文でしか判断されない。それならば、他人の仕事に貢献するより自分の成果のみに

集中せざるをえないというのが現状である。このような歪な現場の切り盛りには、施設マネー

ジャー自体も疲弊する。かつての技官とは違った、アクティブな現場を支える専門家の育成が

必要である。

産学連携においては、共同開発等は良いが、企業から構造解析を依頼されるときに大きな矛

盾した問題が上がっている。秘匿案件の扱いである。もしも、全く公開不可、成果占有となる

と、任期付研究員、任期付職員にはまったくキャリアパスに生かせない時間と労力の無駄な業

務となってしまう。研究費をもらったところで、機械の維持費には使用できても、キャリアパ

スには全くつながらない。依頼者を教育して自分で測定・解析してもらうというのは、もっと

負担である。よって、時間貸しというのは名目だけの運営になる。サービスを企業化すること

で、教育され、習熟した社員が請け負って、施設は大学のものを使用料を払って使用するとい

うのが理想的だが、それは、OIST では実現しているものの、国立大学法人では教育機関とし

て難しい。しかし、産業界の期待と利用を考えるとこうした仕組みの実現は急務と思われる。

（7）国際比較

国・
地域

フェーズ 現状
トレ
ンド

各国の状況、評価の際に参考にした根拠など

日本

基礎研究 ◎ →

・SACLA によるバクテリオロドプシンのレチナールの構造変換や
光化学系 II の反応中間体の構造解明など経時変化に相当する構造
解析において世界をリードしている。
・X 線結晶構造解析では、東大濡木等が世界のトップレベルの成果
をコンスタントに出し続けている。
・動的構造研究では東大嶋田、横市西村が成果をあげている。
・クライオ電子顕微鏡は、AMED による装置整備がなされるまで単
粒子解析を国内で行う適切な装置がなかったため、完全に出遅れた。
これまで二次元結晶を使った電子線結晶学で解析しようとしていた
ものを単粒子解析に切り替えたところ、レベルの高い成果が出た例
が先行した。現在、整備された装置による成果が集まりつつある。
・拡張アンサンブル法の開発や粗視化分子モデル開発では世界の最
先端を走ってきた。
・京に向けた超並列分子動力学のソフトウェア開発がなされ、細
胞環境を考慮したシミュレーションやヌクレオソーム・クロマ
チンの計算が推進され、優れた研究成果を挙げた（GENESIS：
RIKEN）。
・データベースとして PDBj が大きな役割を果たし続け、その品質
を維持している。

応用研究
・開発

△ ↘

・NMR の高感度・高磁場の装置開発が遅れている。
・日本電子によるクライオ電子顕微鏡開発はほぼトップレベルに追
いつきつつあるが、現在世界を占有している装置と比して特色あ
る機能に欠ける。
・創薬応用に向けた MD シミュレーションは京の利用などでようや
く進んできたが、それまでは世界的なレベルから遅れていた。
・日本は、MD 専用計算機開発では元祖にあたる。現在は

MDGRAPE-4 を開発中であるなど、継続的に世界トップレベルの
開発が進められている。
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基礎研究 ◎ →

・メーカーによる電子直接検出器の開発。
・大量のハイエンドクライオ電子顕微鏡の導入による構造生物学の促進。
・UCSF の Yifan Chen や NIH の Sriram Subramaniam によるク
ライオ電顕原子分解能解析のパイオニア的業績と、その継続的な
成果によるリーダーシップ。
・メジャーなターゲットの構造解析によるトップジャーナルへの継
続的な成果。
・研究開発の歴史は長く、様々な分子力場関数（AMBER、

CHARMM、OPLS）が開発されているだけでなく、分子動力学パッ
ケ ー ジ（AMBER、CHARMM、OPLS、NAMD、DESMOND）
や計算手法も次々に開発されている。近年では GPU を用いた高
速化に成功している。
・Wet 実験と連携したプロジェクトや、数理・物理と連携したプロ
ジェクトなどが推進されており、継続的な発展が見込まれる。

応用研究
・開発

◎ →

・LSI（スタンフォード）による XFEL の開発促進。
・クライオ電顕において最大のネックとなっている試料凍結操作に
おいて、新しい装置の開発を行い、注目を浴びている。
・ＮＭＲの開発に関しては世界トップ。
・基礎研究で開発された計算手法やモデルが商用パッケージに導入
されるなど、応用研究に向けた開発も行われている。
・創薬応用に向けた研究も数多く行われている。
・D.E.Shaw research における先進的な MD 専用計算機の開発。数
十台の Anton、Anton-2 による創薬応用の推進など、充実した研
究環境が整備されている

欧州

基礎研究 ◎ ↗

・クライオ電顕では、英国 MRC が世界を牽引。スプライソソーム
などの非常に複雑な分子でも成果。その運営においても eBIC 施
設など英国は世界をリード。
・分子動力学パッケージ Gromacs の開発に集中しており、その追加
機能として粗視化分子モデル MARTINI や、Metadynamics を利
用するためのモジュールとして Plumed などが開発されている。

応用研究
・開発

◎ ↗

・現在のクライオ電子顕微鏡（サーモフィッシャーサインティフィッ
ク）の本体はオランダにて開発され、次世代に向けた改良も進行中。
・現在世界標準でなおかつ 2018 年に X 線結晶構造解析に匹敵する
高分解能を達成した解析ソフトウェア RELION も英国 MRC にて
継続開発中。
・シミュレーションだけでなく、タンパク質構造分類、構造比較に
長い研究の歴史がある。その知見をいかした薬剤候補分子の結合
予測などバイオインフォマティクスを中心とした創薬応用開発が
多く行われている。

中国

基礎研究 ◎ ↗

・意図的にトップジャーナルを狙ったターゲット分子の構造解析（ほ
とんどクライオ電顕による）を近年量産している。フィコビリソー
ムにように解析不能と思われていた分子においても成功。非常に
成果が目立ってきている。
・クライオ電顕の近年の導入はアジアで日本を抜いてトップ。
・構造生物科学の学会等の運営もアジアをリード。
・近年、自前の専用コンピュータ・ソフトウェアを開発しようとす
る計画がある。大きな予算的措置がありうる。

応用研究
・開発

△ →
・創薬応用の Dry 計算・Wet 実験の連携が増えている。クライオ電
子顕微鏡を用いた構造解析が盛んだが、データ解析は英国と共同
で行っている場合が多い。

韓国

基礎研究 △ →

・KBSI にクライオ電顕を導入し、ポスドク経験者らによる解析が
構造解析が進行中。
・タンパク質構造予測において近年優れた成果をあげており、

CASP という構造予測コンテストでは上位の成績を占めている。

応用研究
・開発

△ →
・MD シミュレーションを用いる研究者の数は多くない。
・創薬応用も増えつつあるが、目に見える成果を上げるにはまだ時
間がかかるものと思われる。

（註１）フェーズ

　　　　基礎研究フェーズ：大学 ･国研などでの基礎研究レベル

　　　　応用研究 ･開発フェーズ：技術開発（プロトタイプの開発含む）・量産技術のレベル

（註２）現状
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　　※我が国の現状を基準にした相対評価ではなく、絶対評価である。

　　　　◎：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えている、　〇：ある程度の活動 ･成果が見えている、

　　　　△：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えていない、　×：特筆すべき活動 ･成果が見えていない

（註３）　トレンド

　　　　↗：上昇傾向、　→：現状維持、　↘：下降傾向
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２. １. ５　オミクス（プロテオミクス、メタボロミクス、多階層オミクス）

（1）研究開発領域の定義

生体内の各種分子を網羅的に解析し、生命現象を包括的に理解する手法をオミクス（オー ム
解析）と呼ぶ。近年、計測技術が急速に高度化し、ゲノム、エピゲノム、トランスクリプトー

ム、プロテオーム、メタボロームなど、各階層におけるオミクスデータが大量に得られつつある。

本研究開発領域は、これら個々の階層におけるオミクスのさらなる高度化およびデータ解析技

術の開発を進め、さらには複数階層を同時に解析するマルチオミクス、階層横断的なネットワー

クを明らかにするトランスオミクスへとつなげて、分子メカニズムから生理学的現象まで、生

命現象を全体的なシステムとして理解・制御し、医療・創薬などに応用することを目的とする。

（2）キーワード

オミクス、ゲノム、エピゲノム、トランスクリプトーム、プロテオーム、メタボローム、多

階層オミクス、トランスオミクス、統合オミクス、質量分析、ビッグデータ

（3）研究開発領域の概要

［本領域の意義］

生命は、DNA、RNA、タンパク質、代謝物などから形成される多階層にわたる大規模な分

子ネットワークから成り立っている。近年のライフサイエンスと、次世代シークエンサーや質

量分析計などの計測技術の驚異的な進歩により、生物の遺伝子や酵素、代謝物等の相違や変化

を包括的かつ網羅的に解析することが可能になってきたが、分子の相互作用まで含めたネット

ワークの全貌は明らかにされていない。また、創薬に目を移せば、薬の７〜８割は十分な分子

プロファイリング（薬理薬効機序を理解 するための化合物標的とその表現型パスウェイ情報）

が得られていないのが現状である。すべての生命現象や各種疾患は本来、分子等の相互作用を

含んだ網羅的ネットワークシステムとして包括的にとらえるべきものであり、体系的な分子プ

ロファイリング技術の基盤構築は、創薬全体の効率化を図る上でも最重要テーマである。これ

まで行われてきた、表現型を特定の遺伝子やタンパク質や代謝物でとらえそれらの機能解析を

する、いわゆる一対一の関係の解析ではなく、生体反応全体を網羅的にあらゆる方向からとら

える多次元解析を行うことにより、これまで明らかにされていなかった相関関係を見出すこと

が近年着実に可能になりつつある。将来的には複数階層にまたがるマルチオミクス、トランス

オミクスを実施することで、様々な分子の動的変化や個体差、生体ネットワークへの影響、薬

剤応答などを予測する信頼性の高い方法を確立することが期待される。

［研究開発の動向］

個別の原因遺伝子や分子に病態を帰着させる従来の方法による理解はほぼ限界に達してお

り、多因子をシステム的に捉えることによる疾患・治療の理解が望まれている。網羅的な解析

手法であるオミクス解析はこの課題を解決する重要な技術として注目されており、単独階層の

オミクスデータについては、医療への応用が急速に普及している。ここからさらに生命を全体

的システムとして捉えるために、背後にある多階層分子ネットワークを明らかにしようとする

試みが、近年注目されている。
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多階層オミクスを実現するためには、各階層におけるオミクス技術の深化が必須である。単

独階層のオミクスについては遺伝子を対象としたゲノミクスが最初に発展し、2000 年代前半

にはヒトゲノム遺伝多型のカタログが作られ、2014 年には 1000 ドルゲノム（個人のヒトゲ

ノム全配列の解読コストを1000ドルにする試み）が達成された。ビッグデータを取り扱う数理・

統計・情報学的手法の成熟にも後押しされ、ゲノム、メタボローム、プロテオーム、トランス

クリプトーム、エピゲノム、マイクロバイオーム等、それぞれの階層に着目したプロジェクト

が世界各国で実施されている。以下、近年の技術革新が著しく、今後の多階層統合オミクス実

現の鍵となりうるプロテオミクスおよびメタボロミクスを中心に、取り上げたい。

【プロテオミクス】

プロテオミクスは、主に質量分析計を用いてタンパク質の発現、翻訳後修飾、局在、あるい

は他の分子との相互作用を網羅的に計測する領域である。ここ 10 年ほどで一定の技術的成熟

を果たし、基礎生物学から医学領域において重要な役割を担っているが、その一方で、装置の

高感度化や測定原理、さらには新たな前処理法など技術開発的な研究も活発に行われており、

そのアプリケーションの幅が広がっている。

プロテオーム解析は２次元電気泳動によるタンパク質ディスプレイと高感度な質量分析計

によるタンパク質同定を組み合わせることで始まった。当初、質量分析計でタンパク質を同定

するには、酵素消化によって得られる複数のペプチド断片質量の組み合わせをタンパク質配

列データベースに照合するペプチドマスフィンガープリンティング（PMF）法が主流であり、

目的タンパク質が単一成分まで精製されている必要があった。やがて、液体クロマトグラフィー

と連結したタンデム質量分析計（LC-MS/MS）を用いた自動 MS/MS 解析（data-dependent 
acquisition: DDA）の実用化と、得られる MS/MS スペクトルを用いたペプチド配列同定アル

ゴリズムの開発によって、多数のタンパク質が含まれる試料をまとめて酵素消化することで得

られたペプチド混合物を直接分析できるようになり、いわゆるショットガンプロテオミクスと

して普及していった。その後、質量分析計の加速的な技術開発によって、高い質量精度や高分

解能を持つ MS スペクトルを高速・高感度で取得可能になり、全細胞抽出物のような極めて複

雑な試料であっても、DDA を用いたショットガンプロテオミクスによって数千のタンパク質

を一度に同定することが可能となった 1）。さらに、各種安定同位体標識法の開発による比較定

量技術の確立によって、大規模な比較定量解析が可能となった。最近では、高分解能質量分析

計の普及と液体クロマトグラフィーの再現性向上に伴い、未標識ペプチドの MS シグナル強度

を独立した測定間で比較可能となりラベルフリー定量法として普及している。また、化学標識

を用いた安定同位体標識法において多重標識法が開発され一度に 10 種類の検体を混合して計

測が可能となり、コホート研究などへの適用が行われている。

DDA をベースとしたプロテオミクスの基礎技術開発の多くは欧米で行われているが、これ

はプロテオミクスで使われる質量分析計ベンダーの開発拠点が欧米を中心としていることが主

な要因であると思われる。日本では、ショットガンプロテオミクスで必須である酵素消化にお

ける効率の向上や超高性能カラムによる高深度プロテオミクス解析技術の開発など前処理技術

の開発が盛んである。

DDA を用いた網羅的なタンパク質同定の流れと並行して、特定のペプチドだけを正確に

定量するターゲットプロテオミクスの技術基盤が確立された。これは、古くから低分子化合

物の定量などに利用されていた multiple-reaction monitoring（MRM）/selected reaction 
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monitoring（SRM）をペプチドに適用したものである。また、最近では親イオンの選定を行わ

ずに、試料中に含まれる全てのイオンに対して MS/MS スペクトルを継続的に取得する手法で

ある data-independent acquisition（DIA）が開発され DDA の網羅性と MRM の定量性を兼

ね備えた新たな定量プロテオミクス技術として注目されている 2）。MRM と DIA は共に測定前

あるいは測定後に解析対象となるペプチドの MS/MS スペクトル情報が必要であり、そのため

の情報集約のためのリポジトリやデータベース、さらには大規模リソース（合成ペプチドや組

み換えタンパク質など）開発がここ数年盛んに行われている。合成ペプチドを用いた戦略は米

国および欧州で盛んであるが 3,4）、組み換えタンパク質を用いた手法は日本の貢献度が高い 5,6）。

タンパク質発現解析に加えて、タンパク質の機能に直結した様々な情報取得もプロテオーム

研究の重要な対象である。例えばタンパク質間で生じる相互作用の解析や、各タンパク質上で

生じるリン酸化、アセチル化、ユビキチン化、さらには糖鎖付加などの各種翻訳後修飾の網羅

的解析が盛んに行われている 1）。特に、重要な翻訳後修飾であるリン酸化は極めて特異的なリ

ン酸化ペプチド濃縮技術が開発され、プロテオーム解析で最も実用化が進み幅広い応用がなさ

れている。また、アフィニティー精製を用いたタンパク質間相互作用解析（AP-MS）は、質

量分析計によるタンパク質同定が実用化された時点から盛んに行われている。近年では質量分

析計の高性能化に伴って、より高速に分析が可能になったことから、多数のベイト・タンパク

質（相互作用を知りたい元タンパク質）を対象とした大規模化が進んでいる 7,8）。これまでアフィ

ニティー精製一辺倒であった相互作用解析にも様々な新規技術が開発され、より広い範囲の相

互作用を解析可能になっている 9-11）。また、タンパク質の活性や構造の変化を評価するための

手法も開発されており、基礎生物学から創薬など様々な分野への応用が期待されている 12,13）。

機能プロテオミクスの基礎技術開発に関しては、欧米に限らず世界的に多種多様な技術が開発

されている。その利用に関しては大規模あるいは網羅的な研究が欧米で盛んであるのに対し、

日本やアジア諸国では比較的中小規模な解析が行われている傾向にある。

上述したように、プロテオーム解析の要素技術が揃ったことで、大規模にプロテオームの全

体像を俯瞰する研究が可能となった。生体内のどの部位にどのようなタンパク質が発現してい

るかを網羅的に取得する、プロテオームのカタログ化プロジェクトが盛んに行われている。特

に、ヒトに関してはヒトプロテオーム機構（HUPO）主導する国際連携研究であるヒトプロテ

オームプロジェクト（Human Proteome Project: HPP）が 2010 年より開始された。

【メタボロミクス】

1970 年代頃までに教科書に載るような代謝経路がほぼ解明し尽されて以来、「代謝」は概ね

完成された分野だと思われていた。しかし近年、がん、免疫、幹細胞、エピジェネティクス等

の分野で代謝が「再発見」され、“代謝ルネッサンス”の観を呈している。このような代謝分

野の研究の再興隆はメタボロミクスに負うところが大きい。

メタボロミクスは、上流のプロテオームおよびゲノム情報の解析では解明できない生体反応

を明らかにできるのではないか、との期待感から表現型解析の有望技術とみなされている。す

なわち、メタボロミクスは、表現型としては現れにくい生体内の変化を代謝物の変化として表

現できる、高解像度のフェノタイピングシステムといえる。また、遺伝子配列情報とは独立に

運用可能であり、ゲノムプロジェクトが終了していない多くの生物にも適用が可能であること

から、応用範囲の広がりに期待が高まっている。

メタボローム計測技術の高度化により特に発展しているのが、がん代謝の分野である。が
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ん細胞の代謝については、酸素存在下（好気的環境）においても酸素を使わない解糖系（嫌

気的代謝）が亢進する Warburg 効果が古くから知られていたが、メカニズムは長年明らかに

されていなかった。好気的代謝が嫌気的代謝にシフトする仕組みについて近年メタボロミク

スを生かした研究が活発に行われており、関連遺伝子や酵素が明らかにされつつある 14）。ま

た、発がん等に関与するがん代謝作物（oncometabolite）も複数発見されている 15,16）。この

ような代謝状態のシフトはがんのみならず、免疫系細胞でも見つかっており 17）、免疫代謝

（immunometabolism）と呼ばれる分野が勃興しつつある。さらに、幹細胞の運命決定にも代

謝が関わっていることが報告されている 18）。

シグナル伝達や転写制御と異なり、代謝は全ての分子が相互に関連しており、その相互作用

を背景とした動的挙動を示すことも特徴的である。たとえば、任意の分子の増加は必ずしも合

成速度の増加によるものではなく、分解速度の減少による可能性もある。また、ある酵素の濃

度の変化は必ずしも代謝フラックスの変化と比例していない。したがってパスウェイの制御を

メカニスティックに議論するためには分子の量よりもそれを合成・分解する各反応の速度を知

ることの方がより重要であり、近年メタボロミクスを含む各オミクス階層で速度を測定する技

術が提案されている。炭素 13 や窒素 15 などで標識した代謝物質を細胞に取り込ませ、メタ

ボローム測定をすることにより、パスウェイを流れる代謝物質の時間当たり流量（代謝フラッ

クスまたは代謝流速）を求める手法「代謝フラックス解析（Metabolic Flux Analysis）」がス

イス連邦工科大の Uwe Sauer によって近年確立された。炭素 13 標識メタボロームによる代

謝フラックス解析は当初、定常状態にある微生物細胞を主たる対象としていたが、非定常状態

の動物細胞についても代謝フラックスを求める試みがなされている 19,20）。これらの試みにより、

見かけ上減少している物質であっても、それを合成する反応の速度が増加（すなわち活性化）

しているような酵素反応が珍しくないことが明らかとなった。

メタボロミクスにおいては、解析対象の代謝物が親水性から疎水性までの非常に幅広い性質

を有し、またそれら多成分の一斉分析であるために、その技術は複雑なものとなっている。サ

ンプル調製、機器分析、データ解析がメタボロミクスの重要行程であるが，それぞれの行程の

個々の手法において特異的な技術を必要とするため、実際にメタボロミクスを実施するために

は目的に応じて好適な技術を選択する必要がある。また、信頼性の高い解析を行うためには、

それぞれの技術を良く理解し効率的に組み合わせたシステムを構成することが重要になる。そ

のため、メタボロミクスは必然的に多岐にわたる分野から構成される学際領域研究となるが、

それぞれの技術を理解し総合的に運用することは容易ではない。これが、当初メタボロミクス

が一般的な技術として定着しにくかった要因の一つである。この複雑さを乗り越えるべく様々

な技術開発が行われているが、現状は試料調製、機器分析、データ解析における種々の実験誤

差のために微少な差を捉えることが難しく、今後の課題となっている。企業（特に製薬業界）

においてメタボロミクスが積極的に導入される段階へは、この課題を乗り越える必要がある。

この現状を打開すべく、Metabolomics Society が主導してメタボロミクス技術の標準化や

データ統合を目指した取り組みを試みている。日本においても、有志のメタボロミクス研究者

が、メタボロミクスデータ統合に向けた代謝物相対定量値の実験室間比較プロジェクト Japan 
Metabolome Technical Challenge Consortium を実施しており、その結果を第 11 回メタボロー

ムシンポジウム，MSP2018 で報告した。
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【多階層オミクス（マルチオミクス、トランスオミクス）】

環境または遺伝的ストレスに対する生命システムの応答の正確な全体像を得るためには、ゲ

ノム情報の他に、転写情報、プロテオーム情報、メタボローム情報の測定が必要となる。多階

層にわたるオミクス情報を接続して理解するためには、数理情報学的な手法が必須である。情

報・数理・工学的手法を導入し、生命現象をシステムとして理解することを目的とした研究分

野は Systems Biology と呼ばれ、2000 年代から急速に進展し、各国で解析のためのセンター

が整備されてきた。数理モデルとしては、ヒト代謝系の定常状態モデル Human metabolism 
reconstruction21,22）や、Covert らによるマイコプラズマモデル 23）など、全細胞規模（ゲノム

スケール）のものが現実的に構築可能な段階にきている。また、モデルの記法として、システ

ム生物学のコミュニティで Systems Biology Markup Language（SBML）が整備され広く用

いられているほか、SBML で記述されたモデルのシミュレーションを行うためのライブラリ

として慶大・舟橋らによって libSBMLsim が公開されるなど、基盤の整備も進んでいる。近

年の生命科学においては、システム生物学を含むデータドリブンの解析はすでに世界的に用い

られているアプローチであり、数々の発見にもつながっている。大規模オミクスデータが得ら

れるようになり、ネットワークそのものの構造を評価するような解析や、機械学習を用いた解

析など、新たな解析手法も野心的に開発されている。定量的な多階層オミクスデータを取得し、

そのネットワークを再構築することで理解しようとする「トランスオミクス」の応用研究にお

いては、日本が世界をリードしている 24-26）。数理情報学的手法によって再構築されたネット

ワークの整合性を評価する方法のひとつとして、シミュレーションを行い時系列データと比較

する方法が近年実践されている。例えば、Link らは大腸菌から得られた時系列メタボローム

データを説明しうる未知アロステリック制御経路の仮説を実装した数千の数理モデルを用いて

シミュレーションを行い、赤池情報量の意味で当該時系列メタボロームデータを良く説明する

モデルに含まれる未知経路について、実際に存在することを立証した 27）。このように、生命

システムについて未知の経路等の存在を予言できるモデルが構築可能となっており、今後の発

展にも期待が持たれる。

一方、多階層オミクスデータを統合して解釈することは未だチャレンジングな領域であり、

データ取得方法と情報数理的解析法とを合わせてさらなる技術開発が望まれる。データ取得に

ついては、スループット、定量性、再現性をさらに高める必要があり、これまで行われてこな

かった地道で詳細な条件検証と、そのデータに基づいた技術開発を再度行うことが重要である。

一部のオミクスデータについては、すでに関連付けや統合による成果が報告されはじめている。

例えば、プロテオミクスではこれまで質量分析データを標準的なタンパク質配列に対して検索

することが行われて来たが、近年、ゲノム情報から得られる様々な変異や読み枠を考慮した配

列データベースに対して検索を実施するプロテオゲノミクスが試みられている。実際、がんに

おけるゲノム変異の意義の理解や新規タンパク質の発見などの成果が米国を中心に挙がってお

り 28,29）、今後主流となるプロテオミクスの利用法となることが予測される。メタボロミクスを

軸とした多階層オミクスとしては、慶應義塾大学の曽我らによるがん代謝の解析 14）、スイス

イタリア大学（Universita Svizzela Italiana）の Lanzavecchia らの免疫代謝研究 17）などが

報告されている。
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（4）注目動向

	［新展開・技術トピックス］

●　定量プロテオームのための基盤整備

ターゲットプロテオミクスや DIA による定量プロテオーム解析を行うためには、ペプチド

の開裂パターン（MS/MS スペクトル）や液体クロマトグラフィーでの溶出時間などの事前情

報が必要である。これらの事前情報はリポジトリに集められたデータからある程度は収集でき

るが、発現量が低いタンパク質などは高質の MS/MS スペクトルが取得できないことも多い。

このような状況を打破するために、ハイスループットなペプチド化学合成技術や、cDNA ライ

ブラリと試験管内タンパク質合成技術を用いた大規模組み換えタンパク質合成技術を利用する

ことで、人工プロテオームを作製しこれを対象に理想的な MS/MS スペクトルを取得する試み

が行われている。このようなアプローチによって、ゲノムがコードするあらゆるペプチド配列

を評品として取得可能となり、さらにはターゲットメソッドの構築や最適化が可能となった。

特に、2016 年から 2017 年にかけて、ヒト人工プロテオームを用いた質量分析データの取得

が複数報告されており 3,4,6）、今後は他の生物種への展開も予測される。

●　プロテオミクスによるタンパク質構造特性の解析

タンパク質の構造や活性などに関する情報を網羅的に取得することもプロテオーム研究の大

きな課題である。近年、タンパク質の構造状態をプロテアーゼ感受性や熱安定性などを指標に

評価する手法が開発され、他のタンパク質や低分子化合物との相互作用の解析に利用する試み

がなされている 13,30-33）。これらの手法は、タンパク質の構造に関する具体的な情報を得ること

はできないが、多数のタンパク質の構造変化を一斉に検出することができるため、事前に目的

タンパク質の精製を必要とする従来の構造生物学的手法を補完する技術であり、非常に注目さ

れている。

●　代謝物質によるシグナル制御

従来代謝産物はシグナル伝達や遺伝子発現などの制御カスケードの下流の存在と見なされて

きた。しかし近年、代謝物質がシグナル分子や転写因子などと相互作用することによりシグナ

ルの受け手のみならず発信元としての役割を併せ持つことが明らかとなりつつあり 34）、代謝

物質によるシグナル分子の制御に広い関心が集まっている。mTOR, AMPK など代謝センサー

となるシグナル分子はそれぞれアミノ酸、AMP など代謝物質の存在量によって活性が変わる

ことが明らかにされている。また、代謝物質と転写因子との相互作用については、原核生物で

は一般的であったが、質量分析計を用いた技術により高等生物においても多数発見された 17）。

たとえば腸では Aryl hydroxycarbon receptor（AhR）がキヌレニンと結合することで複数の

遺伝子の発現を制御し、腫瘍形成メカニズムの一端を担っていることが見出されている 35）。

代謝物質によるシグナル制御として、さらに、腸内微生物叢が分泌する代謝物質とホスト動物

の細胞との相互作用にも注目が集まっている。例えば、ルクセンブルク大の Thiele らは 773
菌種のパスウェイを統合し、ホストと代謝を介して相互作用するモデルを構築し 36-38）、微生物

群と分泌代謝物質をメカニスティックにつなぐ重要な成果として注目されている。

●　多階層オミクス

プロテオームやメタボロームなど質量分析計を主要解析基盤とするオミクス計測技術の成熟

を踏まえて、近年、複数のオミクス階層に対する計測を実施し、これらのオミクス階層間の関

連性を明らかにすることが可能となった。先述の、がん領域におけるゲノミクスとプロテオミ
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クス 28,29）、メタボロミクス 14）の統合や免疫細胞の制御に関わるメタボロームとプロテオーム

の解析 17）の他にも、mRNA とタンパク質 39）、ゲノム変異とタンパク質の発現やリン酸化、タ

ンパク質のリン酸化と代謝物 40）などの異なる階層のオミクスデータを繋ぐことが盛んに行わ

れている。システムズバイオロジーの方法論に基づいて遺伝子ネットワークを用いた創薬ター

ゲットの探索や抗がん剤の効果、疾患メカニズムの解明などの応用研究では成果がでており、

多階層オミクスを統合したアプローチによりさらなる成果が期待される。

●　シングルセルオミクス

NGS による１細胞レベルでの核酸解析が実用化されたことを受けて、質量分析を用いたオ

ミクス解析においても１細胞を目指した計測技術開発が盛んになりつつある。プロテオームで

は、米 Northeastern 大の Nikolai Slavov らが質量分析計を用いて 1 細胞プロテオーム測定を

行う SCoPE-MS 法を開発している 41）他、質量分析計を用いないアプローチとして、蛍光フィ

ンガープリンティングや、トンネル電流、ナノメートルスケールの小孔などを用いた諸手法に

よる 1 分子タンパク質のアミノ酸配列シーケンシング技術が出現しつつある 42）。特にトンネ

ル電流を用いたアプローチでは大阪大学の谷口正輝らが 1 分子アミノ酸配列の読み取りおよび

翻訳後修飾の検出で先駆的な業績を発表している 43）。メタボロームでは、慶應義塾大学・曽

我研の平山らが高感度メタボローム測定手法であるシースレス CE-MS 法 44）を開発し、これ

により従来よりも少量サンプルでメタボローム解析が可能となり、応用が期待される。1 細胞

のメタボローム計測は理研・広島大の升島努 45）やスイス連邦工科大の Renato Zenobi46）、オ

クラホマ大の Boris Wawrik61）らがいずれも質量分析計を用いて先駆的な試みをしている（升

島氏は惜しくも 2017 年に逝去された）。

［注目すべき国内外のプロジェクト］

●　ヒトプロテオームプロジェクト

ヒトプロテオーム機構（HUPO）主導する国際連携研究であるヒトプロテオームプロジェク

ト（Human Proteome Project: HPP）が 2010 年より開始された。HPP は染色体毎に担当国

を割り当て、対応するタンパク質の情報を取得する Chromosome-centric HPP（C-HPP）が

中心的に行われている。C-HPP では特定の検体や方法の指定はなく、各国がそれぞれ独自の

研究の一環として、割り当てられた染色体にコードされている未同定タンパク質を探すことが

行われている。それらの結果は、年に１度 Journal of Proteome Research 誌に関連論文を募り、

特集号として刊行されている。その一方で、2014 年には二つの研究グループからヒトの組織

や培養細胞から得られた質量分析データを統合してヒトプロテオームのドラフトマップが報告

された 48,49）。しかしながら、これらの論文では多数の質量分析データを統合しているため、偽

陽性ヒットが多数含まれるなどの問題が指摘されており、今後新たな評価法の確立による偽陽

性ヒットの除去や再解析が待たれている。

●　プロテオゲノミクス

米国の Cancer Moonshot Initiative にサポートされて発足した International Cancer 
Proteogenome Consortium（ICPC）には日本を含む 12 カ国が参画しており、国際的にプロ

テオゲノミクスを用いてがん研究を推し進める機運が高まっている。特に、米国では 2011 年

にスタートした Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium（CPTAC）によってがん臨

床検体におけるプロテオーム解析が先導されており、ICPC におけるプロテオゲノミクス研究
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も CPTAC チームが担当している。日本では国立がん研究センターが担当機関として共同研究

を展開している。

●　プロテオーム・データベース

大規模データの蓄積と共有は新たなアルゴリズムによる再解析やプロジェクトを跨いだ比

較解析などを行うための重要な資産となることから、多くのジャーナルが論文投稿の際に、プ

ロテオーム質量分析の生データを公開することを義務付けている。これまで、質量分析データ

の公開は個人的 Web サイトから外部からのデータを一元管理するリポジトリサイトまで様々

なものが構築されてきたが、データ登録のルールが統一されていない、資金の不足でデータの

維持管理が不可能になるなどの問題が生じていた。そこで、データフォーマットやメタデー

タの標準化を図るために ProteomeXchange Consortium（PXC）が設立された 50）。PXC は

PRIDE（欧州）51）および PESSEL/PeptideAtlas（米国）52）によってスタートし、MassIVE
（米国）が加入した。その後、アジアオセアニア地区初のリポジトリとして日本から jPOST53）

が、さらには iPRoX（中国）および Panorama（米国）54）が参画し、2018 年 8 月現在計 6
つのリポジトリサイトで構成されている。ユーザーは PXC に参画しているどのリポジトリに

データを登録しても PXC から統一の ID が割り振られる仕組みとなっている。また、PXC の

ProteomeCentral サイトからリポジトリを横断して検索が可能である。それぞれのリポジト

リの開発を行っている研究チームは、リポジトリの運営に加えて、集約されたデータの再解析

ワークフローの開発や、解析データ可視化技術の開発などを独自に実施しており、今後、蓄積

した大規模な質量分析データを利用した様々な研究展開が期待される。

●　メタボロミクスの標準化

メタボロミクス技術の理解を深めて課題を明らかにし、技術面、応用面での進展を促す

べく、標準化やデータ統合を目指した取り組みが盛んに行われている。例えば 40 ヶ国以上

に会員を有する Metabolomics Society では、6 つの scientifi c-task-groups（Data Quality 
Task Group，Data Standards Task Group，Metabolite Identification Task Group，
Computational Mass Spectrometry Task Group，Model Organism Metabolomes Task 
Group，Precision Medicine and Pharmacometabolomics Task Group）を作って、メタボロ

ミクス技術の標準化と共用データベースの構築、応用に取り組んでいる。日本においても、有

志のメタボロミクス研究者によって、データ統合に向けた代謝物相対定量値の実験室間比較プ

ロジェクト Japan Metabolome Technical Challenge Consortium が実施されている。

●　階層横断的研究

トランスオミクスについては、新学術領域「代謝アダプテーションのトランスオミクス解析」

（2017 ～ 2021 年）が推進中である。メタボローム、エピゲノム、トランスクリプトーム、ゲ

ノム等の解析に精通した研究者と、数理統計的手法に精通した研究者が集まり、各オミクス計

測技術の定量化、精密化、および多階層オミクスのためのデータ解析技術を開発している。ま

た、九州大学、東京医科歯科大学、熊本大学、徳島大学による「トランスオミクス医学研究

拠点ネットワーク形成事業」が第 22 期学術の大型研究計画（マスタープラン 2014）に選定

され、2016 年に始動した。海外では、2014 年～ 2016 年に米国において iHMP （integrative 
Human Microbiome Project） Research Network Consortium（特定疾病リスク保持者のゲノ

ム、トランスクリプトーム、プロテオーム、メタボローム、マイクロバイオームを網羅的に測

定するコホート研究プロジェクト）が実施され、その成果の多くは公開されており、成果は新
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規ベンチャー企業等にも活用されている。米国 Precision Medicine Initiative で推進されてい

る All of US（100 万人規模）、英国の UK BioBank（50 万人規模）等、各国で投資と整備が

進む大規模コホートプロジェクトも、今後の階層横断的研究の基盤として注目される。

（5）科学技術的課題

質量分析計の高性能化が続いている一方で、プロテオミクスについては最新の装置において

も DDA を用いた解析が未だ主流である。DDA においては、取得された膨大な数の MS/MS ス

ペクトルをデータベースに対して照合することでペプチド配列の同定が行われるが、一定の割

合の偽陽性ヒットが含まれている。これを除去するために同定スコアや各種指標を用いたフィ

ルタリングが行われる。フィルタリングの基準を厳しくすると偽陽性は極力抑えることができ

るが、その分、偽陰性として除去される配列が生じる。一方、基準をゆるくすると同定ペプチ

ド数は増えるが多数の偽陽性ヒットが含まれる結果となる。この偽陽性ヒットの問題は、多数

の解析結果を統合しようとする場合やプロテオゲノミクスのように検索対象のデータベースが

巨大になる場合に特に深刻である。このような問題を解消するには、データ解析の手法の開発

や、これまでリポジトリに集積された MS/MS スペクトルを精査／統合して得られるスペクト

ルライブラリを対象とした検索法などが提案されており、今後の動向に注目すべきである 55）。

試料中のタンパク質の濃度を決定することは、生化学反応の数理モデリングやタンパク質複

合体の組成決定、さらには異なる研究機関や時期に取得されたデータの統合を可能にする。そ

のため、定量プロテオミクスにおいては、これまで主流であった比較定量から内部標準品を用

いた絶対定量が普及していくと思われる。精密な絶対定量のためには、個々のペプチドに対し

て安定同位体標識品を用意する必要がある。これまで一般的であった安定同位体標識は、合成

コストが極めて高く、一度に多数の標識ペプチド評品を得ることは非現実的であった。この問

題を解消するためには、遺伝子合成技術で作製した任意の配列を含む人工タンパク質の作製
56）が有効であり、日本国内で盛んに開発や利用が行われている in vitro 翻訳系の利用によるハ

イスループットな組み換えタンパク質産生技術を組み合わせれば今後さらなる大規模化が期待

される 57）。また、評品作製の材料である人工遺伝子を含むプラスミドは恒久的に維持するこ

とができるため分配が容易であり、今後これらの情報や物体を共有するための基盤整備が必要

と思われる。また、組み換えタンパク質技術を用いて特定のアミノ酸に翻訳後修飾を入れるこ

とは技術的に困難であったため、翻訳後修飾部位ペプチドの同位体標識評品を得るには化学合

成が唯一の手段であった。ごく最近、特定コドンにリン酸化セリンを割り振った大腸菌を用い

て、任意のペプチドにリン酸化セリンを導入する技術が報告されており 58）、これを利用して

安定同位体標識リン酸化ペプチドを安価に得ることができる可能性も高い。

メタボローム分析においては、親水性から疎水性までの幅広い性質の代謝物をカバーするた

めに複数の分析系が必要であり、それぞれの分析系にあわせた試料調製、データ解析が必要で

ある。しかし、クエンチング、抽出、前処理、誘導体化などの試料調製における条件の最適化

は現時点で不十分であり、分析法の統一も難しく、個々のデータの互換性と再現性の確保が最

重要課題となっている。また、検出器に質量分析計を用いる場合は定量値を取得することが容

易ではなく、一般的にはピーク面積（高さ）の値を用いた相対比較解析であること、化合物名

が同定できない Unknown 成分が多く存在することも現状における限界である。実用的なデー

タベースの構築のためにも、まずは、安定同位体標準品の整備を含めた定量データ取得のため
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の手法の開発が重要である。また、これまで行われてこなかった詳細な条件検証を地道に行い、

そのデータに基づいた技術開発を再度行うことが望まれる。さらに、各機関間でのデータ統合、

大規模解析の実施を目指して、技術の平準化に向けた取り組み、プロトコル構築、ガイドライ

ンの作成を行うことも必要であろう。地道な技術開発を行うことができる日本の研究者の強み

を活かし力を結集することが、世界に先駆けて取り組むべき重要な課題であると考えられる。

また、現状のメタボロミクスは、ある時点での代謝物の量比を解析するいわゆるスナップ

ショット解析が主流であり、代謝のダイナミクスをとらえることが容易ではない。このため、

代謝フラックス解析のような動的側面を捉える手法のさらなる開発が望まれる。また、代謝物

は遺伝子のように増幅することができないためシングルセルやオルガネラなどの局在解析にお

ける極微量成分分析のための技術開発も求められている。

マルチオミクス／トランスオミクスを実現するためには、それぞれの階層においてオミクス

データを取得して統合する形ではなく、統合を目的としたデータ取得方法の検討も必要である。

例えば、他のオミクスデータをもとに重要タンパク質と代謝物に対象を絞りそれらの定量値の

取得を主として統合解析を進めるとともに、並行して従来のノンターゲット（ワイドターゲッ

ト）での包括的な測定を行っておく。包括的な解析において重要分子と相関を示す分子が見つ

かった場合は、それらについて再度定量値を取得して、統合解析を行う、といったように、そ

れぞれのオミクス計測技術のスループット、データの性質を考慮したデータ取得が統合オミク

スの実施においては非常に重要となる。また、ゲノム、エピゲノム、トランスクリプトーム、

プロテオーム、メタボロームなどの階層間にわたる解析を、数学的／情報科学的な高度な手法

をもって包括的に、人手や事前知識に頼らず、データ主導のバイアスの少ない方法で実行でき、

そのためのアルゴリズム、ソフトウエアの開発を行い、さらにこれらを使いこなせる人材の育

成が課題である。特に、階層内の組合せおよび階層間の組合せをいかに解析するかは極めてチャ

レンジングな課題である。

（6）その他の課題

現状のオミクス研究、特にメタボローム・プロテオームは高額装置をその技術基盤としてい

る。質量分析計の高性能化は未だ着実に進んでおり、２〜３年で装置をアップデートしない限

り、国際的な競争力を失ってしまう可能性が危惧されるが、大学等アカデミア研究機関での質

量分析計への設備投資は停滞気味である。また、質量分析計によるオミクス解析はその原理か

ら、一台の装置で並列計測ができないため、多検体のハイスループット計測を必要とする医学

研究などにおいては、複数の装置を並列で運用することが必須となる。これらの装置の導入費

用やその維持管理費の捻出が大きな課題であり、個別の研究室での対応は難しい。

また、統合オミクスを目指した研究開発を進めるためには、技術的な課題を解決することも

重要であるが、その取り組み方、体制が非常に重要である。同一条件、同一サンプルにより得

られたオミクスデータ群を用いた分析をすることが特に重要であるが、複数の異なるオミクス

データ計測とデータ解析を密接に行う必要があり、単独の研究室で実施可能なレベルを越えて

いる。また、どのようにデータを取得し統合するかについて基本的な部分においても構築でき

ていない現状で、それぞれのオミクスデータを別の拠点で取得する形では、状況を変えること

は難しい。

これらの課題を解決するためには、国内に拠点を設置して重点的に投資し、国内の研究者が
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利用できるようにすべきである。世代交代が早く、高価かつ保守点検に専門知識を要する質量

分析計をはじめとした計測技術・機器の維持・運用・更新はそれに特化した拠点に一任できる

よう、機器およびデータ解析環境の双方における大規模集約化が必要となり、国策としての集

約化が重要である。研究開発についても、各研究機関で手分けして行うのではなく、必要な技

術の開発、その最適化、さらにデータ取得に向けたプロトコル構築までの技術を一拠点に集約

し実施することが望ましい。また、オミクスは大規模データの解析に立脚しており、分野の進

展には情報科学の研究者と技術者が必須である。情報科学の研究者と医学・生命科学の実験系

の研究者が研究デザインの段階から協力してプロジェクトを立案できる体制を整える必要があ

る。そのため、大学や研究機関での組織編成を抜本的に見直し、計測・解析は表裏一体となっ

て組織運営を行うべきであり、国を挙げてデータ計測・解析のインフラ整備を行なうなど、戦

略的な取り組みが必要である。それらインフラ整備によって、結果的に質の高い各種オミクス

情報が集積され、将来の生命科学・医科学における重要な研究基盤になるものと考えられる。

また、インフォマティクスの人材育成が重要な課題となっている。現在、日本においてはゲ

ノムやトランスクリプトームに関連したインフォマティクスの人材はある程度確保されている

が、プロテオーム・メタボローム研究に関わる研究者は依然として少ない。海外との競争力を

高めるためにはインフォマティクス研究者の育成が急務であると思われる。このような人材の

課題についても、拠点化によって、ハイレベルの研究者のもと技術開発と同時にオンザジョブ

トレーニングを行い効率的な人材育成を実施することで解決に向かうと考えられる。海外にお

けるアンダーワンルーフ型の研究所の設立が注目される中、オミクス領域においては日本が世

界に先駆けて国家戦略として課題解決に向けたプロジェクトを実施することによって、世界の

オミクス研究の中心的な存在となることが期待される。
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（7）国際比較

国・
地域

フェーズ 現状
トレ
ンド

各国の状況、評価の際に参考にした根拠など

日本

基礎研究
（技術開発）

○ →

・超高性能カラムを用いた高深度プロテオミクス技術開発やリン酸
化や糖タンパク質の精製および解析技術開発が盛んに行われている。

・大規模なヒト組み換えタンパク質ライブラリを用いたターゲット
プロテオミクス のためのリソースが公開された 6）。

・アジアオセアニア地区で初めてのプロテオーム関連質量分析デー
タのリポジトリおよびデータベースが構築された 53）。

・メタボロミクスの技術レベルは高いが、特定の拠点とそれ以外で
レベルの差が大きい。

・標準化に向けた動きが加速している。
・新学術「代謝統合オミクス」が立ち上がった。また、国内 4 拠点
を結んだ「トランスオミクス医学研究拠点ネットワーク形成事業」
も始動した。

・統合オミクス解析を進める研究チームの核となる融合型人材（生
命科学以外に情報・数理科学、計測技術など複数の分野に通じた
人材）の登用および育成は不足している。

応用研究 ○ →

・がんを対象とするプロテオーム解析による診断マーカーの探索／
開発が盛んに行われている 59）。

・ヒト cDNA ライブラリを用いた大規模なタンパク質相互作用解析
を基盤とした創薬研究が展開されている。

・がん、免疫、幹細胞領域でメタボロミクス研究が盛んに行われて
いる。

・代謝中心の統合オミクス解析は発酵産業からの関心が高く、従来
の代謝工学の延長線上で今後産業応用につながる可能性がある。

・オミクス計測の機器開発は一部国内企業が質量分析計を開発して
世界展開を図っているが、シーケンサーはほぼ外資に占められて
いる。クオンタムバイオシステムズのように 1 分子塩基配列およ
びアミノ酸配列シーケンシング技術で市場参入を目指すスタート
アップ企業も存在する。

米国

基礎研究
（技術開発）

◎ →

・定量プロテオーム解析のための標準化の推進など、疾患プロテオー
ム研究を意識した基礎研究が盛んである 60,61）。

・ターゲットプロテオミクスのための解析プラットフォームである
Skyline の開発 62）。

・がん代謝、免疫代謝が猛烈な競争に突入している。哺乳類全身の
代謝恒常性維持機構ではプリンストン大学の Joshua Rabinowit
らが世界の先端を切り開いているほか、Duke 大学の Jason 
Locasale らがメタボロームとエピゲノムの相互連関で活発に成果
を発表している。

応用研究 ◎ ↗

・Cancer Moonshot プロジェクトの一環として潤沢な臨床検体など
を対象としたプロテオゲノミクス研究が非常に活発に行われている。

・がん関連タンパク質の定量のための MRM アッセイがデータベー
ス化されている 63）。

・薬剤応答を、オミクス技術を用いて定量的に解析するなどの応用
研究も盛んである。

・オミクス計測の基盤を担うシーケンサー、質量分析計ともに技術
開発でトップを走る。さらに、革新的アイディアを世に送り出す
スタートアップ企業が次々に生まれている。
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欧州

基礎研究
（技術開発）

◎ ↗

・質量分析計における測定原理の開発やソフトウエアの開発などオ
ミクス研究のための要素技術開発をリードしている。

・DDA データの解析プラットフォームである MaxQuant の開発、
最大規模のプロテオームデータリポジトリである PRIDE の開発・
運営 51）、合成ペプチドライブラリを用いた各種リソース整備等が
盛んである 3,4）。

・ベルギーのコペンハーゲン大学に Center for Protein Research
（Novo Nordisk foundation：~100 million USD）が設立され、プ
ロテオーム研究が展開されている。

・伝統的にメタボローム、フラクソームなど代謝系を中心としたオ
ミクス解析が強く、世界をリードするレベルにある。

・スイス連邦工科大（ETH）には拠点が創設され、Uwe Sauer、
Ruedi Aebersold、Paola Picotti らを中心に統合オミクス解析が
本格的に行われている。このような拠点から成果も出始めており、
特に ETH は世界の先端を走る。また、免疫代謝の Mihai Netea
（ 蘭 Radboud University Nijmegen） や Erika Pearce （ 独 Max 
Planck, Freiburg）が分野を牽引する。

応用研究 ◎ ↗

・質量分析計メーカーが多数あり、アカデミアと連携して、基礎研
究で得られた成果を、迅速に実装している。

・構造プロテオミクスを薬剤の標的探索に応用する研究が行われて
いる。

・定量プロテオミクスを中心とした受託研究を行う企業
BIOGNOSYS（スイス）、人工遺伝子を元に作製した組み換え
タンパク質を用いた定量プロテオーム解析の受託を行う企業
POLYQUANT（英国）が設立。

・理論研究のレベルが伝統的に高く、世界中で用いられるようになっ
た欧州発の解析手法は多数にのぼる。ソフトウエアやデータベー
スの開発力も高い。EBI（European Bioinformatics Institute）
はその代表的機関で、最近は特に EBI GWAS Catalog などゲノム
医療関連のツール開発に注力している。

中国

基礎研究
（技術開発）

△ ↗

・他で開発された技術の導入が種であり、オリジナルの成果は多い
とは言えないが、莫大な研究費が投入され、最新装置を複数台並
べて大規模な研究が展開されている。

・特異的な DNA 配列を用いた転写因子の網羅的探索法を開発 64）。
・Beijing Proteome Research Center（BPRC） に て Phoenix 

Project が開始され 102.4 million USD が投資された 65）。
・ゲノム、トランスクリプトームなど核酸配列のオミクス研究では
世界的な研究成果を出すところまで急速に発展している。しかし、
プロテオームやメタボロームなどクラフトマンシップを要求する
オミクス階層についてはそこまで発展していない。

応用研究 △ ↗

・近年急速に増加しているが、独自技術を利用したものは見当たら
ない。

・20 台以上の質量分析計を用いたハイスループットなプロテオーム
解析システムを構築し、がんなどの疾患を中心に解析を進行中。

・BGI（Beijing Genome Institute）などはシーケンサーに立脚した
受託計測だけではなく質量分析にも進出しつつある。しかしメタ
ボロームやプロテオーム測定の基盤となる質量分析の基礎技術開
発ではまだ世界の最先端とは差がある。

韓国

基礎研究
（技術開発）

△ →

・他で開発された技術の導入が主であり、基礎技術開発研究などは
あまり目立った動向はない。

・プロテオゲノミクスや HUPO のヒトプロテオームプロジェクトに
関わる研究が盛んに行われている。

・KAIST の Sang Yup Lee が代謝工学では気を吐くが、統合オミク
ス解析に顕著な動きはない。

応用研究 △ →

・近年増加傾向
・複数の企業が受託業務を行っているが、独自の技術に基づくもの
は調査した限り見当たらない。

・オミクス計測、統合オミクス解析ともに目立った動きは見られない。

（註１）フェーズ

　　　　基礎研究フェーズ：大学 ･国研などでの基礎研究レベル

　　　　応用研究 ･開発フェーズ：技術開発（プロトタイプの開発含む）・量産技術のレベル

（註２）現状
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　　※我が国の現状を基準にした相対評価ではなく、絶対評価である。

　　　　◎：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えている、　〇：ある程度の活動 ･成果が見えている、

　　　　△：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えていない、　×：特筆すべき活動 ･成果が見えていない

（註３）　トレンド

　　　　↗：上昇傾向、　→：現状維持、　↘：下降傾向
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２．１．６　一細胞オミクス解析技術、細胞系譜・地図技術

（1）研究開発領域の定義

一細胞ごとにゲノム、エピゲノム、トランスクリプトーム、プロテオーム、メタボロームな

どのオミクスを計測・解析する技術の総称を指す。またこのような技術や一細胞での蛍光タン

パク質遺伝子、ないし DNA タグによる細胞標識・追跡技術との融合によって細胞分化の系譜

を追跡し、オルガノイド系、胚発生系等の細胞社会、臓器を構成する一細胞の挙動を正確に理

解し、究極的にはすべての細胞種のアトラスを構築するような研究が該当する。類似の領域に

一細胞が持つ少数種類の分子や細胞のマクロな形態・機能を計測する一細胞解析がある。

（2）キーワード

　シングルセルゲノム、シングルセルトランスクリプトーム、シングルセルエピゲノム、シン

グルセルプロテオーム、シングルセルメタボローム、空間的解析、シングルセルオミックス連関、

オミックス同時解析、細胞系譜追跡、Human Cell Atlas（ヒト細胞アトラス）、細胞地図、3
次元全臓器イメージング、DNA シーケンサー、RNA-seq、イメージング、多光子顕微鏡、ラ

イトシート顕微鏡、蛍光タンパク質、組織透明化、DNA バーコード法、バイオインフォマティ

クス

（3）研究開発領域の概要

［本領域の意義］

多細胞生物は、１個の受精卵が分裂を繰り返すことによってその機能を獲得する。細胞はど

んどん個数を増やす一方で、適切な細胞に分化することで、骨や皮膚、筋肉などの分化した細

胞に運命づけられ、新しい機能を獲得する。また、細胞は増殖と分化を繰り返しながら、適切

な配置に移動し、臓器を形成する。正常な個体として発生する過程や成熟後に、がん化してし

まう細胞が現れたり、機能不全になって、個体に影響を及ぼしてしまう細胞も出現する。この

ように細胞には個性と多様性がありながら、全体として秩序が保たれている。個と全体の両者

を見られれば、病気を引き起こす仕組みなどがより精緻にわかると期待されている。

個体の生命システム、そしてその破綻である疾患発症のメカニズムを解明するためには、細

胞レベルの分子の振る舞いを包括的に理解することが必要不可欠である。これまでも実験レベ

ルにおいては、分子・細胞を標的として介入を行い、その効果を観察することが可能であった。

しかし、このような介入が実際には細胞レベルで行われているにも関わらず、そのアウトプッ

トの解析は臓器もしくはディッシュレベルで行われてきた。細胞集団に特異的なマーカー因子

が同定されている場合には、そのマーカーを用いて細胞を選別する技術も存在するが、それに

より標識された細胞も不均一な細胞集団である可能性がある。基礎研究だけでなく臨床検査の

観点からも、生命システムの根幹を担う細胞のレベルで分子機構を包括的かつ定量的に解析す

る技術が待望されていた。

現在組織学的には哺乳類生体を構成する組織細胞は形態的に異なる少なくとも 200 種類以

上の細胞が存在していると考えられているが、これまでは技術的限界から、受精卵が発生する

過程における内・中・外胚葉分化とそれらに由来するそれぞれの臓器、組織細胞への分化に至

る個々の細胞の挙動については限られた知識しかなかった。また各臓器、組織に存在する成体
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幹細胞の組織維持・障害後再生過程についても一細胞レベルでの挙動についての知見は限られ

ていた。

多細胞生物がもつ細胞は、基本的にはほぼ同一のゲノム配列をもつ。そのため、細胞の機能

を知るには、どの遺伝子がどのぐらい機能しているかを調べる必要がある。そのため、ゲノム

配列ではなく、タンパク質を生産するために必要な中間物質である RNA や、RNA 量を変化

させるゲノム配列の修飾やクロマチン構造変化であるエピゲノム、タンパク質量、代謝産物量

を一細胞で計測する必要がある。一方で、がんでは一細胞ごとにゲノム配列そのものに変異が

入るため、その原因を知るには一細胞ごとにゲノム配列を決定しなければならない。

近年の技術的進展の結果、個々の細胞のマルチオミクスデータが得られたことで、例えば複

数の表面マーカーを複合したフローサイトメトリーにて高度に純化した成体幹細胞集団であっ

ても、個々の細胞には想像以上の不均一性が認められたこと、また細胞周期などの細胞の状態

によっても変化することが確認された。こうしたオミクスデータに基づいて細胞集団のさらな

る小集団への細分化、それら集団間関係性予測による分化系統譜解析などができるようになる

と考えられている。

3 次元的に臓器全体を観察する技術が発展し、様々な細胞ラベリング技術と組み合わせて、

細胞の位置情報に加えて細胞種・細胞状態の情報を全臓器・全身スケールで収集する技術開発

が進められている。将来的にはこうした研究の結果、各臓器・組織に存在する細胞の細分化と

それらの受精卵からの正確な発生系譜が明らかとなり、全身に存在する全ての組織細胞アトラ

スが作成されることが期待される。

これらの情報は臨床医学において疾患細胞、医療用細胞等の研究や現実の治療に用いられる

細胞の品質評価に活用でき、従来の集団細胞での情報に比べて、より精緻な性質を捉えること

を可能とし、正確な品質評価基準を与える。その他にも、診断や予防医学では一細胞解析を用

いた生検データと細胞知識を集積したヒト細胞データベースと比較することによって、より正

確に疾患のステージを把握し、それに基づいた精度の高い診断を行って治療計画の立案に貢献

することが可能になると期待される。

［研究開発の動向］

近年ゲノム科学・生化学・工学・バイオインフォマティクスなど様々な分野の発展および連

携により、単一細胞レベルの解析技術が進歩し、生物学・医学研究において大きな改革が起き

ている。単一細胞レベルでの包括的かつ定量的な分子プロファイルの記述が可能となり（一細

胞レベルのゲノム、トランスクリプトーム、エピゲノム、プロテオーム、メタボローム解析が

すでに可能）、そのデータは生命現象の本質的な分子機構の解明に有用であるだけでなく、時

空間的な分解能を持った細胞挙動の解析、臓器・個体レベルの機能と連動した解析へと応用さ

れており、単一細胞解析は生命現象の解析ツールとして確固たる地位を確立している。一細胞

オミクス技術は極めて解像度の高い包括的な分子顕微鏡と考えることもできる。

●　一細胞トランスクリプトーム解析技術

細胞は生体において、自らに内在する分子を組み合わせて、時間的かつ空間的に制御された

機能を発揮している。一細胞トランスクリプトーム解析により、このような細胞の時間的・空

間的・分子機序的な解析が同時に可能となる。またこれまでの臓器細胞集団としての解析では

埋もれていた希少な細胞集団の存在を同定し、その細胞集団における特異的な遺伝子発現制御
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機構を明らかにする研究へと発展させることができる。

2007 年頃に登場した超並列型 DNA シーケンサーの登場により一細胞レベルの RNA をシー

ケンスする技術の開発が進められており、2009-2013 年頃には、現在利用されている 3 つの技

術が、スウェーデン 1）（SMART-seq）、日本 2）（Quartz-Seq）、イスラエル 3）（CEL-seq）でそ

れぞれ開発され、一細胞 RNA シーケンス法が確立した。一細胞 RNA シーケンス法では一細

胞を容器に取り分けて、分子生物学的反応を行う。細胞の採取方法には、主にマイクロ流体装

置や液滴形成流路、FACS ソーティング技術を利用する。マイクロ流体装置としては、マイク

ロチャンバー（ウェルプレート）に一細胞を捕捉し、細胞融解から cDNA 増幅までを 96 細胞

分並列して実施できる Fluidigm 社の C1 が発売され、一細胞 RNA シーケンスの普及に大き

な貢献をした。2014 年には 1000 細胞にも満たない細胞数しか解析できないことが課題であっ

たが、2015 年には、数千から数万の一細胞 RNA シーケンスを行う装置が開発された 4,5）。こ

れは、オイルと水を混合することで生成する液滴中に、細胞と細胞を標識する DNA バーコー

ドや試薬を閉じ込める装置である。2018 年に 10x Genomics 社が装置を市販化し、高出力型

一細胞 RNA シーケンスがさかんに実施されるようになりつつある。

例えば Hulsmans らは、房室結節におけるマクロファージを FACS でソートして single-
cell RNA-seq 解析をすることで、マクロファージを 3 種類の状態に分類した 6）。このように既

存の細胞分類を超えた細胞不均一性を同定する上でシングルセル RNA-seq 解析は必須のツー

ルとなる。心筋特異的 p53 ノックアウトマウスの心筋一細胞 RNA-seq 解析により、心筋リモ

デリングにおける p53 の意義をシングルセルレベルで明らかにした 7）。あらゆる遺伝子や薬剤

の意義をシングルセルレベルで評価できるため、組織全体を解析対象としていた以前の研究と

は解像度の次元が大きく異なる。

●　一細胞トランスクリプトームによる時間軸の解像度を高めた解析

疾患発症過程において、細胞はある段階からある段階へ急激に状態を変えるわけではなく、

徐々に状態が変化していく。このような細胞状態の変遷を解析するためには、時間的に解像度

を高めた解析が必要である。

一細胞解析技術で得られるデータは、RNA や DNA、エピゲノムの変化するゲノム領域など

の分子と観察した細胞数の次元の行列が得られる。このような一細胞オミクス行列から様々な

生命機能を抽出・推定する技術が開発されている 8）。一細胞発現データから細胞の増殖や分化

時間や方向性を予測する擬時間推定法や、複数の細胞種に分岐する場合に、それに貢献する遺

伝子を予測する分岐解析、遺伝子ネットワーク解析法が開発されている。またこれまで蓄積さ

れてきた遺伝子発現データベースに対して、一細胞発現データを検索することで、類似の細胞

を同定する方法も開発されている。その他、一細胞データ特有の実験のばらつきなどを考慮し

た変動遺伝子の統計検定や、幹細胞同定、希少細胞同定などのアルゴリズムが開発さている。

また数千から数万の一細胞データを閲覧するための可視化法の研究もされている。

それには、蛍光シグナルを使った Brainbow システムのような細胞追跡法 9）が有用であるが、

ひとつひとつの細胞の包括的な分子プロファイルのダイナミックな変遷を追跡するのは容易で

ない。そこで一細胞トランスクリプトームを用いて、様々なアルゴリズムによって細胞系譜を

再構築し、細胞挙動における分子機構のダイナミクスを解析しようという試みがなされている。

それを達成するためには、まず個々の細胞の状態およびその違いを定義する必要がある。

全遺伝子発現情報を用いて個々の細胞の状態を定義する上で、発現量を様々な数理モデルに
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あてはめて次元削減を行うことができる。このような解析手法として主成分分析（線形モデル

により全体を表現する少数の変数を合成する）や t-SNE（高次元空間のデータポイントの近さ

を確率分布で表す）、diffusion map（遷移確率行列を構築し、拡散距離を測定する）などがよ

く用いられる。これらにより、全遺伝子の発現量という 20,000 程度の変数から数個の変数へ

と変換し、それを二次元（三次元）空間に落とし込んで細胞の状態の違いを考察することがで

きる。細胞の状態が時間的に変化する生命現象を解析する場合には、空間上に仮想的な時間軸

を設定して、細胞の系譜を推測することが可能である。このような手法によって生み出される

仮想的な時間軸が、実際の生物学的プロセスを極めてよく模倣していることが、あらゆる生命

現象において証明されている。このような細胞の系譜を独自のアルゴリズムで推測するプログ

ラムも複数報告されている。Monocle というプログラムは、網羅的な遺伝子発現情報を数個の

次元に圧縮した後に、細胞系譜に沿った形で２次元空間上に pseudo-time course という新た

な架空の時間軸を作り出す 10）。骨格筋分化の系や神経細胞の発生過程にこのアルゴリズムを応

用することにより、高い解像度で分化遺伝子の発現変動を捉えることが可能となり、複数の新

規分化制御因子が同定された。東大の野村、津田らは、CellTree というトピックモデル（機械

学習アルゴリズム）を用いた一細胞系譜推測プログラムを共同開発している 11）。また Oscope
というプログラムは、解析対象とする細胞の中で協調して振動する遺伝子群を抽出して細胞を

並び替えることができ、これを用いてヒト ES 細胞において細胞周期関連遺伝子と協調して振

動する新たな遺伝子グループが同定された 12）。

このような一細胞トランスクリプトーム情報から細胞の時間的系譜を推測する手法は疾患解

析にも応用されている。特にがん領域では細胞進化の研究が盛んであり、悪性黒色腫 13）、神

経膠芽腫 14）、乳がん 15）、希突起神経膠腫 16）、白血病 17）などの病態解明に応用されている。例

えば、希突起神経膠腫の患者のがん組織の細胞を一細胞レベルで解析することで、がん化して

からがん組織を形成するまでの細胞進化の系譜が明らかとなり、がん幹細胞と考えられる細胞

集団における特徴的な遺伝子発現プロファイルを同定し、個々の患者ごとの細胞分布を解析す

ることで、細胞系譜と治療応答性との関係性が明らかとなっている 18）。

●　一細胞トランスクリプトーム解析以外の細胞系譜解析法

多細胞生物は、1 つの細胞が分裂と分化を重ねて、複雑な個体を形成する。細胞系譜と分化

の関係を知ることができれば、多細胞生物の成り立ちや疾患になる仕組みが理解できる。蛍光

タンパク質と蛍光イメージング技術の発展により、線虫の全細胞系譜の同定から始まり、様々

な生物・組織で系譜解析が行われてきた。in vivo にて細胞（特に成体幹細胞）の運命を追跡

する手法として、Cre-LoxP の組み換え技術により、任意の位置・時間に任意の蛍光タンパク

質の組み合わせを発現させる技術や、CRISPR/Cas9 を利用して、ゲノム配列中のバーコード

領域に変異を入れることで、細胞を区別する方法 19）などが登場した。このランダムな人為的

DNA 配列の細胞への導入付加法（DNA バーコード法）の開発とその進化によって組織におけ

る注目一細胞の挙動を追跡できるようになりつつある。

Cre-loxp システムを応用し、特異的遺伝子プロモータを使って興味対象細胞のみを LacZ に

て標識する技術は 1999 年 Soriano20）によって開発され、その後複数種類の蛍光タンパク質を

用いた多色細胞系譜追跡法の開発 21）によって一細胞系譜追跡の可能性が開かれた。現状４色

程度の多色細胞系譜追跡が一般的になっており、15 色程度までの系譜追跡が可能となってい

るが、さらに多色の系譜追跡が開発されつつある。
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個体の疾患発症の過程において、罹患臓器の細胞は分裂する度にゲノムに変異を蓄積してい

く。すなわち一細胞レベルのゲノム配列を解析することによって、高精度の細胞系譜追跡が可

能である。例えば、脳の凍結組織から抽出した細胞核を用いて一細胞ごとの全ゲノム配列解析

を行った報告があり、これによって詳細な細胞系譜追跡が可能になるとともに、変異が入りや

すい部位は、神経細胞において特徴的な遺伝子の領域であることがわかった 22）。

しかし一細胞ごとに全ゲノム配列解析をするには膨大なコストがかかる。そこで細胞に特異

的なバーコード配列を組み込んでおき、その領域に CRISPR/Cas9 をリクルートさせ、細胞分

裂の度にそのバーコードの一部に突然変異を入れるシステムを作ることにより、このバーコー

ドのみをシークエンスすれば細胞系譜を追求できる。これは培養細胞だけでなく、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 23）、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。モデル生物でも十分機能することが証明されている 19,24）。さらにそのバーコード配列の読

み出しを次世代シークエンスではなく１分子蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（smFISH）

で行うことで、空間情報を保持したまま細胞系譜の追跡が可能となった 25）。

上記の一細胞オミクス、一細胞イメージング技術、多色ないし DNA バーコードを用いた一

細胞系譜解析はすでに成体幹細胞研究、発生研究に応用されつつある。

１つの流れは ES 細胞ないし iPS 細胞の in vitro 分化系を用い、一細胞トランスクリプトー

ム解析にて解析対象組織の発生系譜を解析する研究である。現状、in vitro 分化技術の限界も

あり、完全に正常発生を再現した形の結果は得られていない。

２つめの流れは、成体幹細胞のオルガノイド培養系を用い、成体幹細胞・ニッチ細胞の正常

および障害後再生過程における細胞動態を解析するものである。

３つめの流れとして、受精卵ないし初期胚をもちいた発生系譜研究である。線虫、魚類につ

いては研究が先行し、哺乳類においても解析は進行中である。

●　一細胞トランスクリプトームと他の情報を統合した空間的（空間発現パターン）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。空間情報を保

持したまま遺伝子発現解析をすることで、疾患発症の分子病態の空間的なダイナミクスを解析

できる。このような空間的関係性を理解する上でシングルセル RNA-seq 解析は大きな意義を

持っている。核酸のシーケンスは、一細胞を単離し、破壊して計測する必要がある。そのため、

一細胞の組織内の位置や、分子の細胞内局在などは計測できない。そこで、細胞や分子を「本

来の場所で（in situ）」で計測する手法の開発が盛んである。1988 年に、固定した組織に含ま

れる RNA を空間的な位置を保ったまま cDNA 合成をする技術が登場した。1996 年には細胞

の位置を記憶して細胞を採取し、cDNA 増幅を行う実験がされている。2014 年にはイメージ

質量分析計や質量イオンビームイメージングなどが開発され、タンパク質の空間発現分布が観

測できるようになった。

2015-2016 年には、また空間構造を保持した細胞や組織切片中で直接 RNA を逆転写あるい

はプロービングし、1 分子イメージングで配列をシーケンスする in situ sequencing と呼ばれる

MARFISH26）や seqFISH27）が開発され、複数の遺伝子由来の RNA が計測できるようになった。

一細胞レベルまで分離することを要求しなければ、レーザーマイクロダイセクションなどに

よって空間情報を保持したまま細胞集団を抽出し、トランスクリプトームを得ることで十分解
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析可能である。これまでにゼブラフッシュやマウスの胚発生 28）、心臓組織再生過程 29）におけ

る空間的トランスクリプトームデータが報告されている。

SpatialDE30）や trendsceek31）というアルゴリズムを使うことで、シングルセル RNA-seq デー

タから空間的特徴を持つ遺伝子発現パターンを予測できる。

また解析対象遺伝子が限られるが、RNA in situ hybridization によって空間情報を保持し

た遺伝子解析が可能である。このデータと一細胞 RNA-seq データを統合することで、特徴的

なトラスクリプトームをもつ細胞の位置を概ね予想することができる 32）。

このような空間情報を維持した遺伝子発現解析もハイスループット化が急速に進展してい

る。FISH の技術を多数のプローブを用いることで、同時に１つの細胞の数百の遺伝子の発現

を解析する技術が構築されている 26）。またスライドガラスに RNA を補足するプライマーを約

1000 種類程度配置しておき、その上に組織切片を貼り付けて溶解することにより、個々の細

胞から溶出した RNA をその位置において捕捉し、その位置で cDNA 合成を行うことで位置情

報を保持したままの cDNA ライブラリを作り、個々の細胞の網羅的な遺伝子発現情報を取得

することができる 33）。

●　エピゲノム・遺伝子制御関係の解析への応用

ゲノム配列の修飾やクロマチン構造、クロマチンの開閉位置などエピゲノムは、遺伝子発現

の制御に関わっており、細胞ごとに特異的なパターンを示すため、一細胞で計測できれば、細

胞機能やその成り立ちの理解が深まる。

転写因子のような制御性タンパク質は DNA と相互作用することによって、多くの遺伝子群

を同時に制御し、細胞特有の機能を生み出している。このように同時に制御されている遺伝子

群を、一細胞ごとのトランスクリプトームから抽出することができる。例えば重み付き共発現

ネットワーク解析によって、いくつかの細胞で共発現している遺伝子群を抽出することができ

る。神経細胞の一細胞解析に応用した結果、将来的に神経細胞やグリア細胞に分化する幹細胞

集団  に特徴的な遺伝子ネットワークが同定されている 34）。これをゲノムワイドに予測する上で、

エピゲノム情報は極めて重要である 35）。

近年一細胞レベルでエピゲノム情報を抽出する技術が生み出されたことで、遺伝子発現レ

ベルではなく、制御領域のレベルで細胞の状態を定義することができるようになってきた。

2013 年以降、トランスポゼースの挿入位置をシーケンスすることで、（オープンクロマチン領

域で）ゲノムの開構造をシーケンスする ATAC-seq36,37）、DNase-seq38）によって、ヒストン修

飾（特定のタンパク質がゲノムのどこに結合するか）を ChIP-seq39）によって、DNA メチル

化修飾を Bisulfi te-seq40,41）、5hmC-seq42）によって、クロマチン高次構造（クロマチンの接近

位置を特定する）を Hi-C43）によって、一細胞レベルでゲノムワイドに抽出する手法が報告さ

れている。これらの手法によって、エピゲノムレベルで細胞集団を分類し、細胞系譜を詳細に

解析することができる。しかしいずれの手法も、実験精度の問題で、ゲノム全体を真にカバー

しているとは言えず、今後の技術開発の発展が期待される。また解析対象であるゲノム DNA
が一細胞あたり２コピーしか存在しないので、RNA 解析とは異なり、偽陰性となる情報が多

くなることを考慮した解析が必要となる。

最近になって、１つの細胞から遺伝子発現とエピゲノムを同時に抽出する技術も確立され、

その関係性を解析することが可能になった。例えば、一細胞からエピゲノム（DNA メチル

化）とトランスクリプトームを同時に抽出することにより 44,45）、発生過程において転写因子が
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DNA に結合することにより誘導される DNA 脱メチル化の程度が大きい細胞ほど、その標的

となる遺伝子発現が高いことがわかった。

また制御関係を明確に示すためには、エピゲノム情報を遺伝学的な機能改変実験と統合する

ことも重要である。遺伝子改変モデル生物から単離した細胞を一細胞レベルでトランスクリプ

トーム解析することにより、その遺伝子の機能を詳細に解析することができる。しかし遺伝子

の機能を個別に解析するのは、スループットが低く、遺伝子間の関係性も不明瞭となる。現在

は細胞レベルの表現型を一細胞トランスクリプトームとして解析できるようになったため、こ

れを利用して CRISPR/Cas9 による網羅的な機能抑制ライブラリを用いて個々の細胞に別々

の遺伝子の機能欠失を誘導し、そのアウトプットを一細胞 RNA-seq で解析し、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-seq46）・CRISP-seq47）・CROP-seq48）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 46-49）。このとき

重要なのが、各々の細胞でどの遺伝子の機能抑制が働いたかの情報（すなわち Cas9 のガイド

RNA の情報）をトランスクリプトームと同時に抽出することである。最近この技術を用いた

報告が相次いでなされ、様々な生命現象において重要な遺伝子を網羅的に同定するだけでなく、

各遺伝子がどのような遺伝子群を制御しているかまで一気に明らかにしており、今後の疾患解

析研究に重要な役割を果たすと考えられる。

●　3 次元全臓器イメージング

もともと 3 次元的な構築を持つ生体組織を 3 次元的に観察するための技術として、100 年ほ

ど前の解剖学者、Spalteholz によって開発された有機溶剤試薬に端を発する組織透明化技術

が、2007 年のドイツの Dodt らの報告 50）を皮切りに大型サンプルをセクショニングせずに 3
次元イメージングを行うのに極めて有効であることが次々に示され、近年の当該分野の発展へ

とつながっている。現在、組織透明化手法は大別して 1） 有機溶剤を用いる方法（BABB 法、

3DISCO 法とその派生プロトコル）50-56）、2） 水溶性化合物を使用する方法 57-67）、3） 組織をア

クリルアミドゲルなどのハイドロゲルで固定し透明化する方法 68,69）に分類される。

1）の有機溶剤を用いる方法は最も先行した研究開発だが、試薬の危険性、環境への影響

（ジクロロメタンなど一部の試薬は、環境への廃棄が厳しく制限されている）や蛍光タンパク

質の保持性の問題が指摘されていた。蛍光タンパク質の保持性については、2015 年にドイツ

の Giese らが FluoClearBABB 法を報告 53）、Ertürk らが uDISCO/vDISCO 法 54,56）を報告し、

改善が進められているが、ユーザーからの反応を伺う限り未だ問題が多いようである。

2）の水溶性化合物を用いる方法は、皮膚等の生体組織を医療目的で透明化することを目指

した開発が 2000 年代前後から進められ、アルコールや糖などがテストされていた。2011 年

に日本の宮脇（理研 BSI・当時）らが、蛍光タンパク質を消退させる有機溶剤の欠点を克服

するため、水溶性化合物を使った組織透明化試薬と蛍光イメージング技術の開発に取り組み、

2011 年までに尿素を主要成分とする試薬（Scale）として発表した 57）。さらに後年、ソルビトー

ルを加えて透明度を上げるとともに、微細な解剖学的構造の保持性を高めた ScaleS を発表し

た 58）。同様の試みはアメリカの Mason（コロンビア大）らのグループによるホルムアミドを

主要成分とする ClearT 59）、日本の今井（理研 CDB・当時）らによるフルクトースまたはイオ

ヘキソールを主成分とする SeeDB / SeeDB260,61）、日本の上田ら（東京大学 / 理研 QBiC・当

時）による、大規模化合物スクリーニングを元にアミノアルコールやアミド化合物を主要要素

とした CUBIC 試薬 62,67,70-72）、日本の根本ら（北海道大学）、小野寺ら（東京大学）、イタリア
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の Pavone（フローレンス大学）らによる 2,2’- チオジエタノールを使用した透明化法 64,73,74）

などが報告されている。これらの手法はそれぞれ目的とする主要なアプリケーションが異なっ

ており、例えば CUBIC 試薬は脱脂・脱色を実施し全臓器や全身のまるごとイメージングを目

指す手法であり、一方 ScaleS や SeeDB2 は電子顕微鏡や超解像イメージングとの組み合わせ

を目指している。

3）のハイドロゲル包埋を行う方法は、Deisseroth ら（アメリカ・スタンフォード大）によっ

て報告された、組織をアクリルアミドゲル中に包埋してドデシル硫酸ナトリウム（SDS）と電

気泳動による強力な脱脂によって透明化する手法（CLARITY）68）に端を発する。CLARITY
の派生プロトコルは多数報告があるが、手法な開発グループは、Chung（アメリカ・MIT）、
Gradinaru（アメリカ・Caltech）らである。Gradinaru らは電気泳動を使用しない passive 
CLARITY 法（PACT 法）、全身透明化のための PARS 法などを開発している 69,75）。また

Chung らは組織を強力に固定するという発想を活かして、アクリルアミドの代わりにグルター

ルアルデヒドを利用した SWITCH 法も開発している 76）。

また、組織透明化技術は従来神経科学分野での活用が先行していたが、脱脂・屈折率調整お

よび脱色の要素をすべて伴った高効率な透明化手法の開発に伴い、マウス全身臓器やヒト臓器

を含む霊長類を対象とした応用も可能となってきている。CLARITY の改良版である PACT/
PARS 法、CUBIC 灌流法、3DISCO を改良した uDISCO 法では、成体マウス全身の透明化

が報告されている 54,69-71,75）。また、クロロフィルの脱色と透明化が必要な植物に対して、名

古屋大・東山らの ClearSee 法 63）、東京理科大・松永らの TOMEI 法 77）などが報告されてい

る。近年ではリン酸カルシウムを EDTA で脱灰し透明化する骨透明化法（Pact-deCal, Bone-
CLARITY, CUBIC-B など）の開発も進み 72,75,78）、さらにこれらのプロトコルをすべて組み

込んで骨を含むマウス全身などの大型サンプルを効果的に透明化するプロトコル（vDISCO、

PEGASOS）56,79）も報告されている。これらの動きから、組織透明化手法のプロトコル開発は

ほぼ飽和期に入っていると考えて良い。

組織を 3 次元的に観察するには、細胞の適切なラベリング法との組み合わせが重要である。

ウイルスベクターを用いた全脳回路観察 80,81）、高速（次世代）マウス遺伝学によるトランスジー

ンの新規導入と解析 62,71,82）など、遺伝学的手法によるラベリングは早期から適応が進んでいた。

近年ではアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを改良し、末梢投与でほぼ全脳がラベル可能な

改変AAVベクターも報告されている 83）。さらに、組織化学的な染色技術（低分子、核酸プローブ、

抗体など）を利用する試みも相次いでいる。各種臓器や全身の低分子染色剤あるいは抗体によ

る染色と 3 次元観察との組み合わせ例が報告され始めており、アルツハイマー病のアミロイ

ド蓄積や神経活動の全脳可視化、ヒト胎児の 3 次元観察などの応用が進んでいる 52,58,62,71,84,85）。

また、抗体の multiplex ラベリングや in situ hybridization の 3 次元化の試みが CLARITY の

開発グループから報告されている 76,86） 。
これらのサンプルから取得されるデータの解析について、特に臓器全体の 3 次元イメージを

解析することを目的としたデータ解析パイプラインが、複数の研究グループから報告されてい

る。上田らのグループは先んじて CUBIC 法における画像解析パイプラインを開発し、神経活

動をラベルできるトランスジェニックマウスを用いたオミクス的な解析例を報告した 62,70,87）。

続いて、アメリカ・内田らのグループ（ハーバード大）が狂犬病ウイルストレーサーを導入し

た脳の解析例を報告 80）、また同じくアメリカ・Tessier-Lavigne のグループが、cFos の全脳免
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疫染色により神経活動をラベルした脳を解析するパイプライン「ClearMap」を報告 85）、アメ

リカ・Deisseroth らのグループは神経活動によって遺伝学的に細胞をラベルできるマウス系

統やアデノ随伴ウイルスツールを用いて、ある条件下で活動した神経とその軸索のプロジェク

ションを同時にラベルし、CLARITY による透明化と 3 次元イメージングで観察・定量化する

パイプライン「CAPTURE」を構築し報告している 88）。さらに近年では、全脳アトラスと細

胞解像度のイメージデータを用いてインタラクティブに解析を行えるマウス全脳のコンピュー

タ解析フレームワークが、スウェーデンのカロリンスカ研究所を中心としたグループから報

告されている 89）。また日本からも、マウス全脳からすべての細胞の位置を取得して「点描画」

として描出し、各細胞の位置に解剖学的情報を付加した細胞解像度アトラス「CUBIC-atlas」
が報告されている 90）。本アトラスでは各細胞位置の周囲にある種の確率分布をもたせることで、

レジストレーションしたサンプルデータ中の細胞位置をアトラス中の最も近傍と考えられる細

胞位置にアノテーションする手法が用いられている。

（4）注目動向

［新展開・技術トピックス］

●　多検体計測装置としての一細胞 RNA-seq
一細胞 RNA-seq を大量サンプル計測法として捉えなおす動きがある。例えば、CRISPR/
Cas9 による遺伝子ノックアウトライブラリによって、一細胞ごとにランダムに遺伝子を

ひとつずつ破壊し、一細胞 RNA-seq を実施することで、数千から数万の遺伝子破壊とそ

の結果のトランスクリプトームを 1 度の実験で得られる 47,48）。また、表面タンパク質に

DNA バーコードを付加し、一細胞 RNA-seq によりトランスクリプトームと同時に DNA
バーコードもシーケンスすることで、表面タンパク質の種類を同定する方法もある 91）。

細胞が増殖・分化するまえに、一細胞ごとに異なる変異をゲノムに挿入し、増殖・分化後

に、その変異をシーケンスすることで、細胞の系譜を同定することができる。

●　in situ sequencing・細胞・組織中の遺伝子発現の直接大規模解析法

一細胞レベルでゲノムの３次元構造をも把握する SPRITE 法が報告され、これまでの理

解に加えてゲノムは隣の染色体同士で遺伝子発現に影響しうることなどが明らかとなっ

ている 92）。細胞の位置情報を保ったまま一細胞のトランスクリプトームデータを得る方

法の開発（STARmap）93）。本報告では培養細胞のみならず、150 μ m 厚の 3D in situ 
sequencing を成功させることに成功するなど今後の研究に風穴を開ける可能性がある。

また、シーケンス以外の方法としては Joakin Lunderberg ら（KTH Royal Institute of 
Technology、スウェーデン）による Spatial transcriptomics 法が報告されており、同様

に注目を集めている 33）。

●　多階層オミクスのシングルセルレベルでの統合

近年シングルセルレベルのゲノム・エピゲノム解析研究も発展しており、単一細胞から複

数階層のオミクス情報を同時に取得する解析が構築されつつある。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-seq94）、SIDR95）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-seq96）などが開発されて

いる。オミクス同時解析により、単一のシングルセルオミクス解析で同定された制御状態

が他オミクスとどのように関連するかを詳細に解析でき、細胞の分子制御構造の詳細な理
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解に繋がる。

●　10x Genomics 社の Chromium システム

2018 年 2 月の Advances in Genome Biology and Technology（AGBT 2018）にて、10x 
Genomics 社の Chromium システムを用いてシングルセルバーコード、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）が可能となること

が報告され、今後これらの解析技術が身近なものになると期待される。

●　Expansion Microscopy
2014 年のノーベル賞受賞対象となった超解像顕微鏡は、特殊な顕微鏡セットアップや

蛍光色素を必要とした。アメリカ・MIT の Ed Boyden らのグループおよび Kwanghun 
Chung らのグループは、通常の 1 光子顕微鏡で超解像レベルの撮像解像度を得るこ

とを目指し、サンプルを大きく膨潤・透明化させる Expansion Microscopy あるいは

magnifi ed analysis of the proteome （MAP）と呼ばれる技術を開発した 97,98）。本技術

では組織を吸水性ゲルに包埋し、組織の一部組成を処理した後にゲルの性質で組織を 4 倍

から 25 倍程度まで膨潤させることができる  97,99）。東京大学・上田らは、マウス全脳の

全細胞データを取得することを目指し、同様の発想でマウス全脳を膨潤させる新たな透明

化手法「CUBIC-X」を開発した 90）。この手法では、人工ゲルを用いずに組織そのもの

の膨潤性質を増強させる化合物をスクリーニングで発見して利用している。

●　データ解析パイプラインやソフトウェアの充実

Ø　シングルセル解析において実験間のバッチ差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 100）。また低発現の遺伝子に対して発現量をリカ

バーする MAGIC101）や SAVER102）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、Seurat103）や Scanpy104）などが開発されて

いる。さら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

りもさらに詳細な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 105）。

Ø　一般的な画像データ解析のためのオープンソースソフトウェアとして、米国、欧州を

中心として ImageJ、Fiji や Icy などが開発され広く利用されており、様々なプラグ

インの開発も進められている。また、大規模なサイズ（GB-TB サイズ）のデータへ

の適応も進んでおり、TeraStitche、BigStitcher、BigDataViewer などの解析ソフト

の頒布が行われている。今後画像データ解析の需要はますます大きくなっていくと考

えられており（BBSRC Strategic Review of Bioimaging 2018）、これらのプロジェ

クトの進展やファンディング状況は注視する必要がある。

Ø　顕微鏡を使ったタイムラプス蛍光イメージングでは、オルガノイド系、受精卵から胚

への発生系など、解析対象が複雑化すれば、視野内に存在する多数の細胞を、またそ

れらを標識するために用いる多くの蛍光色を自動識別し追尾する必要が高まる。現在

慶應義塾大学、九州大学などを中心とし、AI を用いて多数の細胞を自動識別し、追

尾するシステムが開発されつつある。

［注目すべき国内外のプロジェクト］

●　NIH Common Found, The Single Cell Analysis Program （SCAP）が 2012-2017 年に実
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施された。2018年よりNIH Common Found The Human BioMolcular Atlas （HuBMAP）
が、5.68M 米ドルでスタートした。

●　2017 年、ヒトの全細胞種類を同定する Human Cell Atlas （HCA）がスタート。ヒトの体

を構成する全主要組織での一細胞トランスクリプトームによる、細胞種、細胞 3 次元位置、

地理的、人種的な違いを考慮したヒト細胞の細胞地図を構築することを目指している。応

用としては、発生、細胞周期、細胞状態、分子ネットワーク、細胞相互作用、コホート研

究を挙げている。これは下記のような考え方に基づいている。

Ø　一細胞単位のデータ解析により細胞集団を構成する細胞の種類・状態・反応等におけ

る多様性を明らかにすること。

Ø　組織内における 3・4 次元位置を個々の細胞に付加する技術（空間トランスクリプトー

ム）やこれを推定する解析手法を組み合わせることで元の組織を計算機内で再構築し、

位置座標に基づいた細胞の地図を構築すること。

Ø　 胞間相互作用などのこれまでにその詳細が明らかになっていない細胞集団として高次

の性質を示す細胞間ネットワークを明らかにし、組織内や組織間での細胞間の関係性

を明らかにすること。

　　また、これらを統合することで、受精卵から専門化された様々な細胞（分化細胞）が形成

されていく発生過程を追跡した細胞系譜や、機能的な特徴に基づいた細胞間の関係を示す

細胞連関地図を構築できる。

　　HCA では、研究開発テーマの一般公募を行っている。2017 年 10 月には、38 プロジェク

ト（脳 / 免疫 / 消化管（胃腸）/ 皮膚 / 組織サンプル調整技術 / 解析技術）の採択が発表され、

2018 年 4 月にはソフトウェアツールの 85 プロジェクトが選ばれた。2017 年 6 月に発表

された Data Coordination Center が設立され、HCA で得られるデータの共有を目指す。

HCA は国際プロジェクトであり、英国 EMBL-EBI、米国 Broad Institute、米国 UCSC 
Genomics Institute、日本の理研などが参加している。各国のプロジェクト予算に基づい

た国際連携の下、2018 年 3 月の段階で 44 ヶ国、185 プロジェクト、482 名が参加している。

●　2016 年に、10 年間 600M$ 以上の規模の「Chan Zuckerberg Initiative」 が、スタンフォー

ド大学やカルフォルニア大学などと連携し Chan Zuckerberg BioHUB 拠点を設立した。

この研究拠点では、一細胞解析や HCA の研究開発を実施している。

●　欧州も、早期の段階から一細胞解析に着目し Platform for Advanced Single Cell 
Manipulation and Analysis （PASCA）などのプロジェクトを展開した。英国を中心とす

る機関から組織される一細胞技術の開発や技術を用いた研究を行う Single Cell Genomics 
Centre （SCGC）を発足させた 106）。ドイツ連邦教育研究省（BMBF）が Single Cell 
Omics Germany107）などの一細胞解析技術を応用した研究を支援している。

●　EC Horizon 2020 の PILOT ACTIONS TO BUILD THE FOUNDATIONS OF A 
HUMAN CELL ATLAS にて、HCA の構築に協力する研究者に対してファンドすること

を決定した。2 年間 3-5M EUR が予定されている。

●　2018 年に Wellcome Trust が 6 つの研究グループに総額 8 億円相当を配分した。

●　2014年に JST CREST/さきがけ「統合一細胞解析のための革新的技術基盤」が立ち上がり、

一細胞 ChIP-seq や RNA-seq、系譜解析、プロテオーム、メタボローム、一細胞捕捉技術、

イメージング技術などの開発が行われている。
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●　2014 年より内閣府 IMPACT「セレンディピティの計画的創出」では一細胞を高速にイメー

ジング・単離する周辺技術の開発を実施している。

●　2018 年度新学術領域研究「細胞ダイバーシティの統合的解明と制御」等、様々な研究領

域でも一細胞遺伝子発現解析を中心技術に用いる場合も多く、組織発生や破綻の理解にお

いても一細胞解析がもはやスタンダードな手法となっている。

（5）科学技術的課題

●　多彩な分子の一細胞オミクス計測

　　普及しつつある一細胞 RNA-seq であるが、機能性の非ポリ A RNA や長鎖 RNA を捉える

ことができない。cDNA 合成法や PCR 増幅技術に限界があるためである。HCA で主に利

用される高出力型一細胞 RNA-seq は、RNA の 3’端しか検出できないため、ヒト細胞の

アトラスが完成しても、RNA 配列の全長が得られない問題がある。そのため HCA の成

果は、RNA を標的とした核酸医薬、RNA 編集技術による創薬に貢献しにくい。現在は、

これらの分子を一細胞で捉えられるのは日本発の技術である RamDA-seq のみである 108）。

また、RNA は様々な修飾が知られているが、それらを一細胞でシーケンスした例はない
109）。今後は、エピトランスクリプトームの一細胞解析の開発が激化するだろう。

　　また、細胞のなかで起きる様々なイベントを polyA RNA に変換することができれば、一

細胞 RNA-seq を利用して、数千から数万サンプルでも計測できる。現在のシーケンサー

では捉えることが困難である細胞間相互作用、タンパク質量、分子局在、細胞間空間配置

などを生体内で polyA RNA に変換し、シーケンスする手法を開発する、という方向性が

ある。現在、細胞分化系譜、表面タンパク質、ゲノム編集ノックインライブラリのゲノム

挿入位置をポリ A の付加された DNA バーコードで記録し、トランスクリプトームと同時

に計測する方法が提案されている。

●　リアルタイム一細胞計測

　　オミクスは基本的に細胞を破壊する計測であり、1 つの細胞を時系列で観測することは困

難である。今後は、イメージングと分子プローブ技術により、シーケンスを用いないで、

分子を網羅的に計測する技術の開発が望まれる。また、細胞内でのイベントを細胞内の核

酸に逐次記録することで、破壊的なシーケンス技術を利用しても、擬似的にリアルタイム

に計測したことと同義となる方法の開発方向も有り得る。特にイメージングでは捉えられ

ない in vivo の深部で数ヶ月から数年に渡っておきる現象をゲノム DNA に記録し、シー

ケンスによって読み出す方法が日米で開発されている。

●　DNA シーケンサーの開発

　　一細胞オミクスは、細胞バーコード法や combinatorial indexing、マイクロ流体装置など

の技術発展により、大量のサンプルを調製できるようになった。しかし、それらのデー

タをシーケンスするには、現在のコストやスループットでは足りなくなっている。少

なくとも 2-3 桁のスループットを持つ DNA シーケンサーの開発が必須である。現在の

Sequencing by synthesis や Nanopore ベースとしたシーケンサーではこの限界を越える

のは困難であり、シーケンスの基礎原理からの開発が必要である。

　　Nanopore シーケンサーの登場で、長鎖 DNA 配列決定が可能となった。しかし、ポア数

が少なく、DNA 分子数に対して決定できるシーケンス配列種の数も少ない。そのため、
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一細胞由来の微量な核酸をシーケンスすることは困難である。DNA をシーケンスに変換

する効率の向上が期待される。また、微量 DNA を長鎖 DNA シーケンサーで配列決定す

るには、今まで通り核酸の増幅が必要である。長鎖 DNA は切断されやすく、増幅も困難

であるため、長鎖 DNA シーケンサー向けのシーケンスライブラリ作製技術の発展が望ま

れる。

　　固定された 3 次元組織内で DNA シーケンスできる技術が開発されつつある。これによっ

て、RNA の局在や組織内での発現分布が得られる。現在は、決定できる RNA 種類が千

程度であるが、細胞あたり数千の RNA が発現しているため、より決定できる種類数が増

えることが期待される。

●　一細胞系譜追跡法の高度洗練化と AI による生物学的データ解析

　　1000 色までの超多色細胞系譜追跡法と DNA バーコーディング法の融合、1000 色までの

超多色イメージングと３次元タイムラプスイメージング法と AI による個々の細胞識別と

その追跡、あるいは上記超多色の自動識別技術の開発の組み合わせによって、オルガノイ

ド、胚培養、ES/iPS 細胞分化系などによる興味対象一細胞（受精卵、生体幹細胞、単一

ES/iPS 細胞）の運命の追跡を可能とする研究開発が求められる。

　　SPRITE 法、STARmap 法など新しい技術の開発も行われ一細胞から得られる情報量は

ますます膨大となっている。さらに、一細胞の３次元タイムラプス解析（４次元解析）に

よる細胞の挙動、また複数細胞の相互作用（例えばニッチ細胞と幹細胞）などある組織の

１場面に存在する数個から 1000 個単位の細胞の挙動を一定時間観察しそれらのオミクス

データ画像データを解析するとなると、情報が膨大すぎ、従来の解析手法では無理が生じ

ることが予想される。そうした膨大なデータの中から意味のある生命現象を見出すために

は、AI 等によるビッグデータ解析を取り入れ、進展させて行く必要があると考えられる。

●　日本人特有の細胞地図の構築

　　将来的に細胞系譜や細胞地図情報を臨床に応用することを目指した際、Human Cell 
Atlas 等の国際プロジェクトの報告を参照しつつ、日本人特有のリファレンスを作成する

ことが重要になると考えられる。国際プロジェクトでは、人種間の細胞差を完全に考慮す

るのが困難であると予測されるため、日本人特有の細胞地図の構築は必須の課題となる。

●　個体全細胞解析による臓器連関解析

　　イソギンチャク 110）やマウス 111）の個体全体におけるシングルセル解析が行われ、個体レ

ベル解析による新規の細胞同定やその制御機構の解明、臓器間の細胞連関解析などが可能

になった。様々な疾患や生命現象において他臓器連関をオミックスで解析することが可能

となっており、シングルセルレベルの他臓器連関解析に発展することが期待される。

●　シングルセルオミックス解析の臨床応用

　　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 112）、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。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 113）、これにより

single-cell RNA-seq と同様に細胞種分類・細胞機能解析を行うことができる。

●　3 次元組織化学と臨床応用
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　　3 次元組織学はマルチチャンネルな情報を容易に取得できる強みがあり、この利点を活か

した組織サイトメトリーなどの適応例が報告されている 66）。また、病理診断などの臨床

応用を目指した透明化・3 次元染色技術の適応例がすでに複数報告されている 114,115）。今後、

組織染色のチャネル数、組織サイズ、染色スピードをさらに改善するとともに、応用範囲

を広げる様々な試みが加速する可能性がある。

（6）その他の課題

●　分野連携

従来よりもさらに生命医学研究におけるデータ解析、数理モデル解析、工学的デバイスの開

発、低分子化合物の作成とスクリーニング等々、複数の分野の研究者の共同研究が重要になっ

ている。一方で、我が国の研究者が育ってきた環境から、異分野は異なるキャンパスに存在し

ていて学生、院生、ポスドク時代とそれぞれ物理的に分けられた状況で育ってきているという

点も問題点として挙げられるだろう。現在、旧来の大学教育、大学院教育の枠組みのあり方、

例えば理学部、工学部、薬学部、医学部といった古い枠組み自体がすでに時代の進歩においつ

いていないのではないかという考え方もある。また、欧米ではそれらを複合し共同研究に主眼

をおいた研究施設がすでに意味を持った形で機能し、成果を上げつつあるも我が国にはほとん

どない。

一般にヒト細胞を使用するプロジェクトには検体から組織を採取することが必要である。

従って、医療現場等との密接な連携が重要であり、ここで示している一細胞解析により細胞系

譜、地図の構築を目指す研究領域も該当する。そこで、プロジェクト設立時にどの程度のサン

プルを必要とし共有化できるか、また、人材、施設、費用の面での要求及び法整備に関して準

備が重要である。国内プロジェクトとして組織体制を整理した結果、効率よく各プロジェクト

が大学病院等と連携し、検体サンプルを得て臨床医学のテーマにも貢献できると考えられる。

●　人材育成

Human Cell Atlas では情報解析者の組織化に莫大な投資を行っている。既に、細胞種決定

のための機械学習等を用いた手法などが多数報告されており、特にバイオインフォマティクス

の重要性が高まっているにも関わらず、その人材が極度に欠如している。最大の原因は、日本

では大規模なバイオインフォマティクス研究所が存在せず、旧来の実験研究所や情報科学研究

所の一研究室で大部分の生命情報科学教育が行われていることである。また、両分野を習得す

るには膨大な時間がかかり、米国の様にダブルメジャーの体制が我が国では不十分であること

も課題である。

またウェットとドライの両者をバランス良く理解した人材も今後多数輩出される必要があ

る。ENCODE や HCA などオミクスの国際プロジェクトは、バイオインフォマティクス研究

者がオーガナイズしてきた。これは、オミクス技術の開発や利活用には、高度な情報処理が必

須になっているためである。日本では、バイオインフォマティクス研究者がヘッドを務めるゲ

ノム科学のラボや大型プロジェクトはほぼなく、国際競争力に乏しい。これまで、国をあげて

バイオインフォマティクス「従事者」の育成プログラムが実施されてきたが、これは情報処理

従事者に特化した人材の育成である。シーケンス技術の発展とともに我が国でも実験と情報科

学の両方に明るい若手研究者が増えつつある。今後は、そのような人材に実験できる環境や予

算配分を行い、研究室や大型プロジェクトをマネジメントできる人材を育成することが一細胞
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オミクス分野の発展において必須である。また、そのような人材育成プログラムも必要であろう。

●　コアファシリティと高度な研究開発チームの両立

一細胞解析における一細胞マルチオミクスが強力な解析手段になり、この 2-3 年の中でも各

臓器、各種悪性腫瘍などで次々と新しい知見が見出されている現状は広く知られている。これ

らの解析は一般的にコストが高く、限られた研究施設でしか行うことができないために我が国

では裾野が広がらない現状があり、欧米との同種研究との競合力の点で明らかな差が認められ

ている。新しいオミクス解析の技術開発とともに既存技術のコストダウン、スピードアップ、

より簡便な技術開発が極めて重要である。

膵臓は膜分解酵素等を含み、細胞を単離させると細胞融解するなど、ヒト組織の多くはそ

れぞれ専用の溶解液・技術が必要である。細胞の状態が得られる結果に強く影響するため、

Human Cell Atlas では初期研究においては細胞処理の規格化を進めている。

日本では欧米との試薬・装置の価格差によって、中国や韓国、米国などの受託企業でシーケ

ンスする方が安価になっている。そのため、国内のコアファシリティのシーケンサーはほぼ稼

動しておらずシーケンサーを所有する意義が減少してきている。しかしながら、ライフライン

であるシーケンシングを海外に完全に依存することは、国内のシーケンス技術レベルの低下や

データの流出、科学発展の独立性を担保できなくなる恐れがある。感染症の診断など、迅速性

が求められる分野では、国内ですぐに利用できるコアファシリティが必須である。以上の理由

で、受託による安価な実験と国内のコアファシリティの育成を両立させなければならない。シー

ケンス技術が低下すると、一細胞オミクス技術の開発力や運用力も向上せず、低下するであろう。

他国は、一細胞オミクス技術を開発しているトップラボでは、もはや共同研究や自身のデー

タプロダクションを実施していない。研究所内外のコアファシリティに技術移転を行い、自身

は研究開発に集中しつつ、国内のユーザーがデータを得られるように工夫されている。日本で

は、技術の開発者が、開発から共同研究、支援、起業、試薬市販化、データ解析環境開発、他

技術導入・評価などを 1 つの研究室で行うのが一般的である。そのため研究開発の生産性が著

しく低下し、国際競争力も低下しつつある。コアファシリティを運営できる人材育成やその評

価システム、長期的な予算配分とともに、各研究者の大型機器購入制限などが必要であろう。

単に既存の技術を提供する作業だけでなく、最先端の技術に精通するための技術導入費用の確

保も必須である。

イメージング、データ解析の標準化、および巨大データのストレージの問題は未だに大きな

課題である。目的に応じた顕微鏡や解析パイプラインを一部の主要な研究者らが自力で構築し

ている状況であり、開発を担当していないユーザーサイドからは、透明化が簡便化される一方

でその後のイメージング、解析の部分が大きなボトルネックとして感じられ、参入が進んでい

ない部分も大きい。このような状況から、研究コミュニティ全体として本技術を活用していく

体制がまだ整っていない。特にライトシート顕微鏡など、現時点では高額であるが 3 次元観察

に適した顕微鏡の普及が必要である。データ解析については、ギガバイトからテラバイトのオー

ダーのデータを、知識や技術のないエンドユーザーが簡便に扱えるソフトウェア・ハードウェ

アの開発・普及が必要となっており、オープンソースソフトウェア（ImageJ 等）と組み合わ

せて使用できる plugin 等の開発がヨーロッパを中心に進められている。これらの標準化は基

礎研究分野のみならず、臨床診断技術等への応用の点でも非常に重要な課題となると考えられる。

●　産学連携
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一細胞解析や細胞系譜、細胞連関地図によって得られた結果を産業に提供し、活用するため

の枠組みを築くことが肝要である。解析プラットフォームを新規に構築しようとする企業とア

カデミアによる共同研究や、商品化を目指す企業とアカデミアによる共同研究など、あらゆる

面での産学連携が本研究領域で進む必要がある。英国、EU、米国を中心に、ライフサイエン

スや製薬関連の企業との産学連携を目指す複数の学術会議を提供する Oxford global116）が活動

しており、一細胞解析に特化した学術会議も含まれる 117）。産業との結びつきが強い学術会議

が存在することは、基礎研究に続く、応用研究・開発において重要である。

米国では一細胞オミックスを用いた創薬で大型のスタートアップが設立された。コファウン

ダーは HCA の代表者であり、一細胞オミックスの国際協力と並行して、産業界での競争がヒー

トアップしている。国内でも ICT 企業がヒトの遺伝子検査や健康診断データなどのヘルスケ

ア情報の統合などに参入しており、アカデミアと産業界で人材流動性が非常に高まっている。

日本においても、DNA シーケンスの利活用を基盤技術としたスタートアップが増加している

が、一細胞オミクスを産業応用しようとする例はほぼない。今後はより積極的な起業支援が必

要であろう。例として、一細胞技術を用いたバイオプシー検査は予防医学の面で精度の高い診

断を提供できるだけでなく、個人への医薬品の効果を分析するための情報源ともなり、精密医

療につながる。そして、そのような医薬品に関する情報などが細胞連関地図に付加的な情報と

して付与されると、医薬品の品質を上げるような好循環を生み出す仕組みが産学連携により可

能になると考えられる。

顕微鏡についてはドイツ・LaVision Biotec 社が、透明化した大型組織を対象としたマクロ

ズーム型ライトシート顕微鏡を商品化し販売している。現行では、本顕微鏡が世界展開してい

るほぼ唯一の大型透明化臓器対応型のマクロズームシート照明顕微鏡である。オリンパス社が

東京大学と連携し、LaVision 社と同等またはより高性能なマクロズーム型ライトシート顕微

鏡の個注販売を小規模に開始しているが、現時点では国内向けに限られる。ドイツ・Zeiss 社

が販売しているライトシート型顕微鏡は、より小型のサンプルを高倍率で見ることを目的とし

ているが、小型の透明化サンプルへも適応可能ではある。

またオリンパス社は Scale 法や SeeDB 法で透明化した組織に最適化された多光子用対物レ

ンズを理化学研究所と連携して開発・販売している。近年ではライトシート顕微鏡も様々な光

路構築がテストされており、斜めから 2 軸で観察するアメリカ・ASI 社の diSPIM 型顕微鏡な

ども透明化組織の観察に適用できる。
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（7）国際比較

国・
地域

フェーズ 現状
トレ
ンド

各国の状況、評価の際に参考にした根拠など

日本

基礎研究 〇 →

・一細胞完全長 Total RNA-seq 法 RamDA-seq 108）や高出力・高感度
を両立した一細胞 RNA-seq 法 Quartz-Seq2118）、世界最速の一細
胞検索エンジン開発 CellFishing.jl119）, 遺伝子制御ネットワーク予
測 SCODE120）などで世界をリードしている（理研）。

・生殖細胞（京大）やオルガノイド（横浜市大）の一細胞オミック
ス解析で世界をリード。再生医療、がん、免疫分野への応用で発
展が見込まれる。臨床応用例などほぼない。

・生細胞での一細胞質量分析で、エレクトロスプレーイオン化法に
おいて世界をリードしている {Mizuno:2008hk}。

・理研・宮脇らの Scale 法 57,58）、理研・今井らの SeeDB 法 60,61）、東
大 / 理研・上田らの CUBIC 法 62,67,70-72,90）、北大・根本ら、東大・
小野寺らの 2,2’- チオジエタノールによる透明化法 64,74）、名古屋大・
東山らの ClearSee 法 6 3）、東京理科大・松永らの TOMEI 法 77）など、
動植物を対象とした多数の透明化法の開発・応用。Scale におけ
るアルツハイマー病組織の 3 次元観察 5 8）、SeeDB 法における超解
像度と組み合わせ 61）、CUBIC 法における全細胞網羅的観察と解
析パイプラインの整備、睡眠・覚醒の機能回路同定、がん細胞の
全身転移観察、3D 病理学など 62,67,70,87,90,114）。

応用研究
・開発

△ →

・横河電機が一細胞イメージング & 採取装置を開発しコンソーシア
ムを構築。Takara CloneTech 社が一細胞採取装置 iCELL8 を上市

・国内メーカーによる透明化試薬販売、ライトシート用 cMOS カメ
ラ販売、最適化対物レンズ販売、ライトシート顕微鏡の個別受注
開始等。

・日本には産業と結びつけるための企業を積極的に受け入れる意見
交流の場がないことが課題である。

米国

基礎研究 ◎ ↗

・シングルセル解析の技術・応用が飛躍的に進展
・マイクロ流体デバイスを利用した高出力な一細胞 RNA-seq 法

Drop-seq/inDrop RNA-seq で世界をリードしている（Harvard 
U.）。ゲノム編集ライブラリで網羅的な遺伝子ノックアウトを実施
して一細胞 RNA-seq で捉える Perturb-seq （Broad Inst.）、トラ
ンスクリプトームと細胞表面タンパク質を同時に捉える CITE-seq 
（NYU）など一細胞 RNA-seq を利用した新技術開発が盛ん。
・一細胞トランスクリプトームの解析環境 Seurat がデファクトにな
りつつある （NYU）

・Human Cell Atlas プロジェクトの提案にも米国のブロード研究所
が中核機関として参画している。

・ヒト / マウス一細胞発現アトラス （CZI BioHub）がある。
CLARITY、SWITCH、iDISCO、Ce3D な ど の 透 明 化・3 次 元
免疫染色手法の開発と応用例（ウイルスラベル脳、cFos ラベル
脳など） 52,66,68,69,75,76,78,84-86,121）、ライトシート顕微鏡開発 122,123）、
Expansion microscopy 法 開 発 97,98）、in situ sequencing 開 発

26,124,125,121）

応用研究
・開発

◎ ↗

・高出力型一細胞 RNA-seq 用の装置を開発・販売（10x Genomics, 
Inc）され、デファクトスタンダードになりつつある。HCA 代表
者が一細胞オミクス技術を利用した創薬スタートアップ Celsius 
Therapeutic が 65M 米ドルを確保

・シングルセル解析の臨床応用も飛躍的に発展。例：Aviv Regev ラ
ボなどが臨床検体を多数解析

・CLARITY 専用機の商品化
　sCLARITY システム（Quorum Technologies Inc.　カナダ）
　X-CLARITY システム（Logos Biosystems　アメリカ・韓国）
・iDISCO ベースの脳神経活動データベース化と起業化（Certerra　
アメリカ）

・米国では Human Cell Atlas などのプロジェクトに資金を企業が
提供しており、産業に結びつきうる体制がある 126）。
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研
究
開
発
領
域

基
礎
基
盤
科
学
技
術

—
分
子
・
細
胞

欧州

基礎研究 ◎ ↗

・SMARTer 法による一細胞 RNA-seq の開発でリード。
・UK （sangar, EBI/EMBL） や ス ウ ェ ー デ ン（Karolinska 

institutet）が HCA で中心的な役割を果している。ヒト脳やヒト
発生（胎児）由来の網羅的な一細胞発現アトラスを構築中。

・オランダ Hubrecht Institute は一細胞トランスクリプトームから
の希少細胞同定、幹細胞予測ソフトウェア開発や消化器オルガノ
イドの解析でリード

・BABB 法によるマウス全脳イメージングの最初期の報告、
3DISCO、uDISCO、vDISCO、FluoClearBABB 法 の 開 発
50,51,53,54,56）、脊髄疾患モデルやウイルスラベル脳への応用例 51,53）、
2,2’- チオジエタノールを使用した透明化法 73）、ヒト 3 次元病理
開発 115）、ライトシート顕微鏡開発と透明化組織への応用 127）

・Spatial Transcriptomics による組織からの空間的遺伝子発現解析
33）

・画像解析ツールの開発（ilastik, Icy, TeraStitcher, BigStitcher, 
BigDataViewer, CARE 等）

応用研究
・開発

◎ ↗

・スウェーデンでは、空間発現量を計測する手法や装置を開発して
いる （Spatial Transcriptomics）

・顕微鏡メーカーによるライトシート顕微鏡の開発・販売（Zeiss 社　
ドイツ、LaVision Biotec 社　ドイツ）

中国

基礎研究 〇 ↗

・発表論文は玉石混合だが、数的に急激に増加している。世界的に
利用されている技術は少ない。シングルセル解析でも欧米に負け
ずに結果を出している。マウスの全臓器を対象とした一細胞トラ
ンスクリプトームを世界で初めて実現：Mapping the Mouse Cell 
Atlas by Microwell-Seq. Cell 2018. Center for Stem Cell and 
Regenerative Medicine, Zhejiang University School of Medicine, 
Hangzhou 310058, China

・Scale/SeeDB/CUBIC 派生プロトコル（FLUIT 法、UbasM 法）
の報告 65,128）

応用研究
・開発

〇 ↗

・より低価格の一細胞 RNA-seq の試薬を 10x genomics と共同で開
発（MGI/BGI）

・欧米、日本に比べて倫理的抑制が低く、ヒト臨床サンプルを用い
た大胆な研究が行われている。

韓国

基礎研究 △ →

・総合家電・電子部品・製品メーカーの付属研究所より一細胞マル
チオミックス法やがんの一細胞トランスクリプトームの論文が出
ている（Samsung Medical Institute）

・CLARITY 派生プロトコル（ACT-PRESTO 法他）60 の報告。
・Human Cell Atlas に参画する上で、一細胞解析に関する 2019 年
から 2020 年までの予算を National Research Foundation （NRF）
に計上している 129）。

応用研究
・開発

△ →

・安価にシーケンス受託する企業があり、アジアではシーケンス外
注先になっている（Mircogen）。マイクロ流体装置の研究が盛んで、
開発のポテンシャルがある。

・CLARITY 専用機の商品化
　X-CLARITY システム（Logos Biosystems　アメリカ・韓国）

（註１）フェーズ

　　　　基礎研究フェーズ：大学 ･国研などでの基礎研究レベル

　　　　応用研究 ･開発フェーズ：技術開発（プロトタイプの開発含む）・量産技術のレベル

（註２）現状

　　※我が国の現状を基準にした相対評価ではなく、絶対評価である。

　　　　◎：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えている、　〇：ある程度の活動 ･成果が見えている、

　　　　△：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えていない、　×：特筆すべき活動 ･成果が見えていない

（註３）　トレンド

　　　　↗：上昇傾向、　→：現状維持、　↘：下降傾向

（8）参考文献

1）Ramsköld D, Luo S, Wang Y-C, Li R, Deng Q, Faridani OR, et al. Full-length mRNA-Seq from single-
cell levels of RNA and individual circulating tumor cells. Nature Biotechnology. Nature Publishing 



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
204

CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
204

Group; 2012 Aug;30（8）:777–82.
2）Sasagawa Y, NIKAIDO I, Hayashi T, Danno H, Uno KD, Imai T, et al. Quartz-Seq: a highly 

reproducible and sensitive single-cell RNA sequencing method, reveals non-genetic gene-expression 
heterogeneity. Genome Biol. BioMed Central; 2013 Apr 17;14（4）:R31.

3）Hashimshony T, Wagner F, Sher N, Yanai I. CEL-Seq: Single-Cell RNA-Seq by Multiplexed Linear 
Amplifi cation. Cell Reports. Elsevier; 2012 Sep 27;2（3）:666–73.

4）Klein AM, Mazutis L, Akartuna I, Tallapragada N, Veres A, Li V, et al. Droplet Barcoding for Single-
Cell Transcriptomics Applied to Embryonic Stem Cells. Cell. Elsevier; 2015 May 21;161（5）:1187–201.

5）Macosko EZ, Basu A, Satija R, Nemesh J, Shekhar K, Goldman M, et al. Highly Parallel Genome-wide 
Expression Profi ling of Individual Cells Using Nanoliter Droplets. Cell. 2015 May;161（5）:1202–14.

6）Hulsmans M et al. Macrophages Facilitate Electrical Conduction in the Heart. Cell. 169, 510-522 （2017）
7）Nomura, S. et al. Cardiomyocyte gene programs encoding morphological and functional signatures in 

cardiac hypertrophy and failure. Nat. Commun. in press
8）Zappia L, Phipson B, Oshlack A. Exploring the single-cell RNA-seq analysis landscape with the 

scRNA-tools database. Schneidman D, editor. PLoS Comput Biol. Public Library of Science; 2018 
Jun;14（6）:e1006245.

9）Livet J, Weissman TA, Kang H, et al. Transgenic strategies for combinatorial expression of fl uorescent 
proteins in the nervous system. Nature 2007; 450: 56.

10）Trapnell C, Cacchiarelli D, Grimsby J, et al. The dynamics and regulators of cell fate decisions are 
revealed by pseudotemporal ordering of single cells. Nat Biotechnol 2014; 32: 381

11）duVerle DA, Yotsukura S, Nomura S, et al. CellTree: an R/bioconductor package to infer the 
hierarchical structure of cell populations from single-cell RNA-seq data. BMC Bioinformatics 2016; 
17: 363

12）Leng N, Chu LF, Barry C, et al. Oscope identifies oscillatory genes in unsynchronized single-cell 
RNA-seq experiments. Nat Methods 2015; 12: 947

13）Tirosh I, Izar B, Prakadan SM, et al. Dissecting the multicellular ecosystem of metastatic melanoma 
by single-cell RNA-seq. Science 2016; 352: 189

14）Patel AP, Tirosh I, Trombetta JJ, et al. Single-cell RNA-seq highlights intratumoral heterogeneity in 
primary glioblastoma. Science 2014; 344: 1396

15）Gao R, Davis A, McDonald TO, et al. Punctuated copy number evolution and clonal stasis in triple-
negative breast cancer. Nat Genet 2016; 48: 1119

16）Wang J, Cazzato E, Ladewig E, et al. Clonal evolution of glioblastoma under therapy. Nat Genet 2016; 
48: 768

17）Li S, Garrett-Bakelman FE, Chung SS, et al. Distinct evolution and dynamics of epigenetic and 
genetic heterogeneity in acute myeloid leukemia. Nat Med 2016; 22: 792

18）Tirosh I, Venteicher AS, Hebert C, et al. Single-cell RNA-seq supports a developmental hierarchy in 
human oligodendroglioma. Nature 2016; 539: 309

19）McKenna A, Findlay GM, Gagnon JA, Horwitz MS, Schier AF, Shendure J. Whole organism lineage 
tracing by combinatorial and cumulative genome editing. Science. American Association for the 
Advancement of Science; 2016 May 26;:aaf7907.

20）Soriano P. Generalized lacZ expression with the ROSA26 Cre reporter strain. Nat Genet. 1999 
Jan;21(1):70-1.



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
205

研
究
開
発
領
域

基
礎
基
盤
科
学
技
術

—
分
子
・
細
胞

21）RedHorse K, Ueno H et al. Coronary arteries form by developmental reprogramming of venous cells. 
Nature. 2010 Mar 25;464(7288):549-53. 

22）Lodato MA, Woodworth MB, Lee S, et al. Somatic mutation in single human neurons tracks 
developmental and transcriptional history. Science 2015; 350: 94

23）Alemany A et al. Whole-organism clone tracing using single-cell sequencing. Nature. 556, 108-112 
（2018）

24）Perli SD, Cui CH, Lu TK. Continuous genetic recording with self-targeting CRISPR-Cas in human 
cells. Science 2016; 353. pii: aag0511

25）Frieda KL, Linton JM, Hormoz S, et al. Synthetic recording and in situ readout of lineage information 
in single cells. Nature 2017; 541: 107

26）Chen KH, Boettiger AN, Moffi tt JR, et al. RNA imaging. Spatially resolved, highly multiplexed RNA 
profi ling in single cells. Science 2015; 348: aaa6090

27）Shah S, Lubeck E, Zhou W, Cai L. In Situ Transcription Profiling of Single Cells Reveals Spatial 
Organization of Cells in the Mouse Hippocampus. Neuron. 2016 19;92（2）:342–57.

28）Junker JP, Noël ES, Guryev V, et al. Genome-wide RNA Tomography in the zebrafi sh embryo. Cell 
2014; 159: 662

29）Wu CC, Kruse F, Vasudevarao MD, et al. Spatially Resolved Genome-wide Transcriptional Profi ling 
Identifi es BMP Signaling as Essential Regulator of Zebrafi sh Cardiomyocyte Regeneration. Dev Cell 
2016; 36: 36

30）Svensson V et al. SpatialDE: identifi cation of spatially variable genes. Nat Methods. 15, 343-346 （2018）
31）Edsgärd D et al. Identifi cation of spatial expression trends in single-cell gene expression data. Nat 

Methods. 15, 339-342 （2018）
32）Satija R, Farrell JA, Gennert D, et al. Spatial reconstruction of single-cell gene expression data. Nat 

Biotechnol 2015; 33: 495、Achim K, Pettit JB, Saraiva LR, et al. High-throughput spatial mapping of 
single-cell RNA-seq data to tissue of origin. Nat Biotechnol 2015; 33: 503

33）Ståhl PL, Salmén F, Vickovic S, et al. Visualization and analysis of gene expression in tissue sections 
by spatial transcriptomics. Science 2016; 353: 78

34）Luo Y, Coskun V, Liang A, et al. Single-cell transcriptome analyses reveal signals to activate dormant 
neural stem cells. Cell 2015; 161: 1175

35）Paul F, Arkin Y, Giladi A, et al. Transcriptional Heterogeneity and Lineage Commitment in Myeloid 
Progenitors. Cell 2015; 163: 1663

36）Buenrostro JD, Wu B, Litzenburger UM, et al. Single-cell chromatin accessibility reveals principles of 
regulatory variation. Nature 2015; 523: 486

37）Cusanovich DA, Daza R, Adey A, et al. Multiplex single cell profi ling of chromatin accessibility by 
combinatorial cellular indexing. Science 2015; 348: 910

38）Jin W, Tang Q, Wan M, et al. Genome-wide detection of DNase I hypersensitive sites in single cells 
and FFPE tissue samples. Nature 2015; 528: 142

39）Rotem A, Ram O, Shoresh N, et al. Single-cell ChIP-seq reveals cell subpopulations defined by 
chromatin state. Nat Biotechnol 2015; 33: 1165

40）Smallwood SA, Lee HJ, Angermueller C, Krueger F, Saadeh H, Peat J, et al. Single-cell genome-wide 
bisulfi te sequencing for assessing epigenetic heterogeneity. Nature Methods. 2014 Jul 20;11（8）:817–
20.



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
206

CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
206

41）Farlik M, Sheffield NC, Nuzzo A, et al. Single-cell DNA methylome sequencing and bioinformatic 
inference of epigenomic cell-state dynamics. Cell Rep 2015; 10: 1386

42）Mooijman D, Dey SS, Boisset JC, et al. Single-cell 5hmC sequencing reveals chromosome-wide cell-to-
cell variability and enables lineage reconstruction. Nat Biotechnol 2016; 34: 852

43）Nagano T, Lubling Y, Yaffe E, et al. Single-cell Hi-C for genome-wide detection of chromatin 
interactions that occur simultaneously in a single cell. Nat Protoc 2015; 10: 1986

44）Angermueller C, Clark SJ, Lee HJ, et al. Parallel single-cell sequencing links transcriptional and 
epigenetic heterogeneity. Nat Methods 2016; 13: 229

45）Macaulay IC, Haerty W, Kumar P, et al. G&T-seq: parallel sequencing of single-cell genomes and 
transcriptomes. Nat Methods 2015; 12: 519

46）Dixit A, Parnas O, Li B, et al. Perturb-Seq: Dissecting Molecular Circuits with Scalable Single-Cell 
RNA Profi ling of Pooled Genetic Screens. Cell 2016; 167: 1853

47）Jaitin DA, Weiner A, Yofe I, et al. Dissecting Immune Circuits by Linking CRISPR-Pooled Screens 
with Single-Cell RNA-Seq. Cell 2016; 167: 1883

48）Datlinger P, Rendeiro AF, Schmidl C, et al. Pooled CRISPR screening with single-cell transcriptome 
readout. Nat Methods 2017; 14: 297

49）Adamson B, Norman TM, Jost M, et al. A Multiplexed Single-Cell CRISPR Screening Platform 
Enables Systematic Dissection of the Unfolded Protein Response. Cell 2016; 167: 1867

50）Dodt, H.U. et al. Ultramicroscopy: three-dimensional visualization of neuronal networks in the whole 
mouse brain. Nat Methods 4, 331-336 （2007）. DOI: 10.1038/nmeth1036

51）Ertürk, A. et al. Three-dimensional imaging of solvent-cleared organs using 3DISCO. Nat Protoc 7, 
1983-1995 （2012）. DOI: 10.1038/nprot.2012.119

52）Renier, N. et al. iDISCO: a simple, rapid method to immunolabel large tissue samples for volume 
imaging. Cell 159, 896-910 （2014）. DOI: 10.1016/j.cell.2014.10.010

53）Schwarz, M.K. et al. Fluorescent-protein stabilization and high-resolution imaging of cleared, intact 
mouse brains. PLoS One 10, e0124650 （2015）. DOI: 10.1371/journal.pone.0124650

54）Pan, C. et al. Shrinkage-mediated imaging of entire organs and organisms using uDISCO. Nat 
Methods 13, 859-867 （2016）. DOI: 10.1038/nmeth.3964

55）Klingberg, A. et al. Fully Automated Evaluation of Total Glomerular Number and Capillary Tuft 
Size in Nephritic Kidneys Using Lightsheet Microscopy. J Am Soc Nephrol 28, 452-459 （2017）. DOI: 
10.1681/ASN.2016020232

56）Cai, R. et al. Panoptic vDISCO imaging reveals neuronal connectivity, remote trauma effects and 
meningeal vessels in intact transparent mice. bioRxiv （2018）. doi: https://doi.org/10.1101/374785

57）Hama, H. et al. Scale: a chemical approach for fl uorescence imaging and reconstruction of transparent 
mouse brain. Nat Neurosci 14, 1481-1488 （2011）. DOI: 10.1038/nn.2928

58）Hama, H. et al. ScaleS: an optical clearing palette for biological imaging. Nat Neurosci 18, 1518-1529 
（2015）. DOI: 10.1038/nn.4107

59）Kuwajima, T. et al. ClearT: a detergent- and solvent-free clearing method for neuronal and non-
neuronal tissue. Development 140, 1364-1368 （2013）. DOI: 10.1242/dev.091844

60）Ke, M.T., Fujimoto, S. & Imai, T. SeeDB: a simple and morphology-preserving optical clearing agent 
for neuronal circuit reconstruction. Nat Neurosci 16, 1154-1161 （2013）. DOI: 10.1038/nn.3447

61）Ke, M.T. et al. Super-Resolution Mapping of Neuronal Circuitry With an Index-Optimized Clearing 



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
207

研
究
開
発
領
域

基
礎
基
盤
科
学
技
術

—
分
子
・
細
胞

Agent. Cell Rep 14, 2718-2732 （2016）. DOI: 10.1016/j.celrep.2016.02.057
62）Susaki, E.A. et al. Whole-brain imaging with single-cell resolution using chemical cocktails and 

computational analysis. Cell 157, 726-739 （2014）. DOI: 10.1016/j.cell.2014.03.042
63）Kurihara, D., Mizuta, Y., Sato, Y. & Higashiyama, T. ClearSee: a rapid optical clearing reagent for 

whole-plant fl uorescence imaging. Development 142, 4168-4179 （2015）. DOI: 10.1242/dev.127613
64）Aoyagi, Y., Kawakami, R., Osanai, H., Hibi, T. & Nemoto, T. A rapid optical clearing protocol using 

2,2'-thiodiethanol for microscopic observation of fi xed mouse brain. PLoS One 10, e0116280 （2015）. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0116280

65）Chen, L. et al. UbasM: An effective balanced optical clearing method for intact biomedical imaging. 
Sci Rep 7, 12218 （2017）. DOI: 10.1038/s41598-017-12484-3

66）Li, W., Germain, R.N. & Gerner, M.Y. Multiplex, quantitative cellular analysis in large tissue volumes 
with clearing-enhanced 3D microscopy （Ce3D）. Proc Natl Acad Sci U S A 114, E7321-E7330 （2017）. 
DOI: 10.1073/pnas.1708981114

67）Kubota, S.I. et al. Whole-Body Profi ling of Cancer Metastasis with Single-Cell Resolution. Cell Rep 
20, 236-250 （2017）. DOI: 10.1016/j.celrep.2017.06.010

68）Chung, K. et al. Structural and molecular interrogation of intact biological systems. Nature 497, 332-
337 （2013）. DOI: 10.1038/nature12107

69）Yang, B. et al. Single-cell phenotyping within transparent intact tissue through whole-body clearing. 
Cell 158, 945-958 （2014）. DOI: 10.1016/j.cell.2014.07.017

70）Susaki, E.A. et al. Advanced CUBIC protocols for whole-brain and whole-body clearing and imaging. 
Nat Protoc 10, 1709-1727 （2015）. DOI: 10.1038/nprot.2015.085

71）Tainaka, K. et al. Whole-body imaging with single-cell resolution by tissue decolorization. Cell 159, 
911-924 （2014）. DOI: 10.1016/j.cell.2014.10.034

72）Tainaka, K. et al. Chemical Landscape for Tissue Clearing based on Hydrophilic Reagents. Cell 
Reports in press （2018）. 10.1016/j.celrep.2018.07.056

73）Costantini, I. et al. A versatile clearing agent for multi-modal brain imaging. Sci Rep 5, 9808 （2015）. 
DOI: 10.1038/srep09808

74）Sekitani, T. et al. Ultrafl exible organic amplifi er with biocompatible gel electrodes. Nat Commun 7, 
11425 （2016）. DOI: 10.1038/ncomms11425

75）Treweek, J.B. et al. Whole-body tissue stabilization and selective extractions via tissue-hydrogel 
hybrids for high-resolution intact circuit mapping and phenotyping. Nat Protoc 10, 1860-1896 （2015）. 
DOI: 10.1038/nprot.2015.122

76）Murray, E. et al. Simple, Scalable Proteomic Imaging for High-Dimensional Profiling of Intact 
Systems. Cell 163, 1500-1514 （2015）. DOI: 10.1016/j.cell.2015.11.025

77）Hasegawa, J. et al. Three-Dimensional Imaging of Plant Organs Using a Simple and Rapid 
Transparency Technique. Plant Cell Physiol 57, 462-472 （2016）. DOI: 10.1093/pcp/pcw027

78）Greenbaum, A. et al. Bone CLARITY: Clearing, imaging, and computational analysis of 
osteoprogenitors within intact bone marrow. Sci Transl Med 9 （2017）. DOI: 10.1126/scitranslmed.
aah6518

79）Jing, D. et al. Tissue clearing of both hard and soft tissue organs with the PEGASOS method. Cell 
Res 28, 803-818 （2018）. DOI: 10.1038/s41422-018-0049-z

80）Menegas, W. et al. Dopamine neurons projecting to the posterior striatum form an anatomically 



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
208

CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
208

distinct subclass. Elife 4, e10032 （2015）. DOI: 10.7554/eLife.10032
81）Wang, L. et al. The coding of valence and identity in the mammalian taste system. Nature 558, 127-

131 （2018）. DOI: 10.1038/s41586-018-0165-4
82）Susaki, E.A., Ukai, H. & Ueda, H.R. Next-generation mammalian genetics toward organism-level 

systems biology. npj Syst Biol Appl 3, 15 （2017）. DOI: 10.1038/s41540-017-0015-2
83）Chan, K.Y. et al. Engineered AAVs for efficient noninvasive gene delivery to the central and 

peripheral nervous systems. Nat Neurosci 20, 1172-1179 （2017）. DOI: 10.1038/nn.4593
84）Liebmann, T. et al. Three-Dimensional Study of Alzheimer's Disease Hallmarks Using the iDISCO 

Clearing Method. Cell Rep 16, 1138-1152 （2016）. DOI: 10.1016/j.celrep.2016.06.060
85）Renier, N. et al. Mapping of Brain Activity by Automated Volume Analysis of Immediate Early Genes. 

Cell 165, 1789-1802 （2016）. DOI: 10.1016/j.cell.2016.05.007
86）Sylwestrak, E.L., Rajasethupathy, P., Wright, M.A., Jaffe, A. & Deisseroth, K. Multiplexed Intact-

Tissue Transcriptional Analysis at Cellular Resolution. Cell 164, 792-804 （2016）. DOI: 10.1016/
j.cell.2016.01.038

87）Tatsuki, F. et al. Involvement of Ca2+-Dependent Hyperpolarization in Sleep Duration in Mammals. 
Neuron 90, 70-85 （2016）. DOI: 10.1016/j.neuron.2016.02.032

88）Ye, L. et al. Wiring and Molecular Features of Prefrontal Ensembles Representing Distinct 
Experiences. Cell 165, 1776-1788 （2016）. DOI: 10.1016/j.cell.2016.05.010

89）Fürth, D. et al. An interactive framework for whole-brain maps at cellular resolution. Nat Neurosci 
21, 139-149 （2018）. DOI: 10.1038/s41593-017-0027-7

90）Murakami, T.C. et al. A three-dimensional single-cell-resolution whole-brain atlas using CUBIC-X 
expansion microscopy and tissue clearing. Nat Neurosci 21, 625-637 （2018）. DOI: 10.1038/s41593-
018-0109-1

91）Stoeckius M, Hafemeister C, Stephenson W, Houck-Loomis B, Chattopadhyay PK, Swerdlow H, et 
al. Simultaneous epitope and transcriptome measurement in single cells. Nature Methods. Nature 
Publishing Group; 2017 Sep;14（9）:865–8.

92）Sofia A. Q et al. Higher-Order Inter-chromosomal Hubs Shape 3D Genome Organization in the 
Nucleus. Cell VOLUME 174, ISSUE 3, P744-757.E24, JULY 26, 2018.

93）Wang et al. Three-dimensional intact-tissue sequencing of single-cell transcriptional states. Science 
27 Jul 2018:Vol. 361.

94）Macaulay IC et al. Separation and parallel sequencing of the genomes and transcriptomes of single 
cells using G&T-seq. Nat Protoc. 11, 2081-103 （2016）

95）Han KY et al. SIDR: simultaneous isolation and parallel sequencing of genomic DNA and total RNA 
from single cells. Genome Res. 28, 75-87 （2018）

96）Clark SJ et al. scNMT-seq enables joint profiling of chromatin accessibility DNA methylation and 
transcription in single cells. Nat Commun. 9, 781 （2018）

97）Chen, F., Tillberg, P.W. & Boyden, E.S. Optical imaging. Expansion microscopy. Science 347, 543-548 
（2015）. DOI: 10.1126/science.1260088

98）Ku, T. et al. Multiplexed and scalable super-resolution imaging of three-dimensional protein 
localization in size-adjustable tissues. Nat Biotechnol 34, 973-981 （2016）. DOI: 10.1038/nbt.3641

99）Chang, J.B. et al. Iterative expansion microscopy. Nat Methods 14, 593-599 （2017）. DOI: 10.1038/
nmeth.4261



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
209

研
究
開
発
領
域

基
礎
基
盤
科
学
技
術

—
分
子
・
細
胞

100）Haghverdi L et al. Batch effects in single-cell RNA-sequencing data are corrected by matching 
mutual nearest neighbors. Nat Biotechnol. 36, 421-427 （2018）

101）van Dijk D et al. Recovering Gene Interactions from Single-Cell Data Using Data Diffusion. Cell. pii: 
S0092-8674（18）30724-4 （2018）

102）Huang M et al. SAVER: gene expression recovery for single-cell RNA sequencing. Nat Methods. 15, 
539-542 （2018）

103）Butler A et al. Integrating single-cell transcriptomic data across different conditions, technologies, 
and species. Nat Biotechnol. 36, 411-420 （2018）

104）Wolf FA et al. SCANPY: large-scale single-cell gene expression data analysis. Genome Biol. 19, 15 
（2018）

105）McInnes L & Healy J. UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection for Dimension 
Reduction. arXiv:1802.03426v1

106）https://www.ebi.ac.uk/about/news/press-releases/single-cell-centre
107）http://icb-scog.helmholtz-muenchen.de/
108）Hayashi T, Ozaki H, Sasagawa Y, Umeda M, Danno H, NIKAIDO I. Single-cell full-length total RNA 

sequencing uncovers dynamics of recursive splicing and enhancer RNAs. Nature Communications. 
Nature Publishing Group; 2018 Feb 12;9（1）:619.

109）Davalos V, Blanco S, Esteller M. SnapShot: Messenger RNA Modifi cations. Cell. 2018 Jul 12;174
（2）:498–498.e1.

110）Sebé-Pedrós A et al. Cnidarian Cell Type Diversity and Regulation Revealed by Whole-Organism 
Single-Cell RNA-Seq. Cell. 173, 1520-1534 （2018）

111）Han X et al. Mapping the Mouse Cell Atlas by Microwell-Seq. Cell. 172, 1091-1107 （2018）
112）Kim C et al. Chemoresistance Evolution in Triple-Negative Breast Cancer Delineated by Single-Cell 

Sequencing. Cell. 173, 879-893 （2018）
113）Lake BB et al. Neuronal subtypes and diversity revealed by single-nucleus RNA sequencing of the 

human brain. Science. 352, 1586-1590 （2016）
114）Nojima, S. et al. CUBIC pathology: three-dimensional imaging for pathological diagnosis. Sci Rep 7, 

9269 （2017）. DOI: 10.1038/s41598-017-09117-0
115）Tanaka , N. et al. Whole-tissue biopsy phenotyping of three-dimensional tumours reveals patterns of 

cancer heterogeneity. Nature Biomedical Engineering 1, 796-806 （2017）. DOI: 10.1038/s41551-017-
0139-0

116）https://www.oxfordglobal.co.uk/
117）https://www.oxfordglobal.co.uk/singlecell-congress/
118）Sasagawa Y, Danno H, Takada H, Ebisawa M, Hayashi T, Kurisaki A, et al. Quartz-Seq2: a high-

throughput single-cell RNA-sequencing method that effectively uses limited sequence reads. bioRxiv. 
Cold Spring Harbor Laboratory; 2017 Jul 21;:159384.

119）Sato K, Tsuyuzaki K, Shimizu K, Nikaido I. CellFishing.jl: an ultrafast and scalable cell search 
method for single-cell RNA-sequencing. bioRxiv. Cold Spring Harbor Laboratory; 2018 25;:374462.

120）Matsumoto H, Kiryu H, Furusawa C, Ko M, 2017. SCODE: An effi cient regulatory network inference 
algorithm from single-cell RNA-Seq during differentiation. Academicoupcom

121）Wang, X. et al. Three-dimensional intact-tissue sequencing of single-cell transcriptional states. 
Science 361 （2018）. DOI: 10.1126/science.aat5691



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
210

CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
210

122）Tomer, R., Ye, L., Hsueh, B. & Deisseroth, K. Advanced CLARITY for rapid and high-resolution 
imaging of intact tissues. Nat Protoc 9, 1682-1697 （2014）. DOI: 10.1038/nprot.2014.123

123）Bouchard, M.B. et al. Swept confocally-aligned planar excitation （SCAPE） microscopy for high 
speed volumetric imaging of behaving organisms. Nat Photonics 9, 113-119 （2015）. DOI: 10.1038/
nphoton.2014.323

124）Lubeck, E., Coskun, A.F., Zhiyentayev, T., Ahmad, M. & Cai, L. Single-cell in situ RNA profi ling by 
sequential hybridization. Nat Methods 11, 360-361 （2014）. DOI: 10.1038/nmeth.2892

125）Lee, J.H. et al. Highly multiplexed subcellular RNA sequencing in situ. Science 343, 1360-1363 （2014）. 
DOI: 10.1126/science.1250212

126）https://www.chanzuckerberg.com/human-cell-atlas/comp-tools
127）Silvestri, L., Costantini, I., Sacconi, L. & Pavone, F.S. Clearing of fixed tissue: a review from a 

microscopist's perspective. J Biomed Opt 21, 081205 （2016）. DOI: 10.1117/1.JBO.21.8.081205
128）Hou, B. et al. Scalable and DiI-compatible optical clearance of the mammalian brain. Front 

Neuroanat 9, 19 （2015）. DOI: 10.3389/fnana.2015.00019
129）http://www.riken.jp/~/media/riken/pr/blog/2017/171220_1p.pdf



CRDS-FY2018-FR-04 国立研究開発法人科学技術振興機構 研究開発戦略センター

研究開発の俯瞰報告書

ライフサイエンス・臨床医学分野 （2019年）
211

研
究
開
発
領
域

基
礎
基
盤
科
学
技
術

—
分
子
・
細
胞

２．１．７　細胞外微粒子・エクソソーム

（1）研究開発領域の定義

生 体内には、外部から侵入する（外因性）または細胞から生じる（内因性）さまざまな「細

胞外微粒子」が存在している。外因性微粒子としては環境中の PM2.5 などが、内因性微粒子

としては、エクソソームやメンブレンベシクル（MV）といったものが挙げられる。エクソソー

ムはほぼ全ての種類の細胞が分泌する小型（直径 30 ～ 100 nm 程度）の膜小胞で、血液や尿・

髄液・涙・唾液などの体液や細胞培養液中に数多く存在している。また、細菌も同様に細胞膜

からなる細胞外微粒子、MV（直径 20 ～ 400 nm 程度）を産生していることが明らかになっ

ている。どちらも共通して、内部に含有される分子（脂質・タンパク質・RNA など）が他の

細胞に受け渡されることで、１細胞レベルを越えた様々な細胞間情報伝達を担うことが近年判

明し、その機能が注目されている。細胞の状態や疾患の進展、細胞間コミュニケーションに影響、

関連していると考えられており、医療、創薬、診断、微生物叢など多くの研究領域にて、その

機能解析やバイオマーカー探索が進められている。

（2）キーワード

エクソソーム、細胞外微粒子、mRNA ／ miRNA、がん微小環境、神経変性疾患、バイオマー

カー、リキッドバイオプシー、ドラッグデリバリーシステム、ナノ粒子、PM2.5、細胞外小胞、

オートファジー、メンブレンベシクル、細胞間相互作用

（3）研究開発領域の概要

［本領域の意義］

【外因性（PM2.5 など）】

近年、環境中の様々な微粒子（外因性微粒子）の生体内への影響が注目されておえり、具体

例としては PM2.5 やカーボンナノチューブなどと疾患との関連性の研究が進められている。

しかしながら、外因性微粒子については、定量分析、観察技術の制約から生体内への取り込み

過程、分布や局在等の挙動などの多くが未解明のままとなっており、有害微粒子の対策が遅々

として進んでいない。動態解析のための新技術開発により、微粒子が惹起する生命現象の本質

を理解し、環境や生体に影響を及ぼす微粒子の機能解明を目的とした研究開発を推進すること

は環境や健康に関する各種課題解決に貢献し、きわめて重要である。

【内因性（エクソソーム）】

エクソソームの発見自体は古く、1970 年代には細胞内の不要物排出機構として存在が知ら

れていた。しかし、2007 年に Lötvall らによって、エクソソーム内に分泌細胞由来の mRNA
や miRNA が含まれ、それらが他細胞に受け渡されることによって、遺伝子発現情報の交換に

関与することが発見された 1）。その後、エクソソームは新たな細胞間情報伝達機構として注目

され、新規機能解析やエクソソームを応用または標的とした創薬研究が世界中で活発に行われ

ている。例えば、免疫系においては、免疫細胞間での抗原情報の交換や、免疫細胞の活性化／

不活性化など、様々な免疫機能制御に関与する可能性が示されている 2）。神経系では、細胞内

での凝集により様々な神経変性疾患の原因となりうるタンパク質が、エクソソームによって細

胞外へ放出され、周囲の細胞へと伝播される事が明らかとなり、神経変性の進展に関与する可
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能性が示されている 3） 。一方、がん細胞が放出するエクソソームには、血管新生や転移、免

疫逃避に関連する分子が含まれることが示されており、がん細胞進展に適した微小環境構築

に重要な役割を担うと考えられている 4）。更に、エクソソームに含まれる特定のタンパク質や

RNA の発現様式が、細胞の状態や疾患の進展と関連し、細胞のバイオマーカーとして有用で

あることが示されており、様々な疾患の早期診断や治療効果の判定などへの応用が大きく期待

されている。本研究領域の興隆に伴い、基礎生物学者のみならず、臨床研究、公衆衛生、ナノ

テクノロジー、検出技術開発、バイオインフォマティクスなど様々な分野の研究者が参入して

おり、分野横断的な融合研究が行われつつある。しかし、これらの研究の基盤となるエクソソー

ムの解析技術や試料の調製法などは未熟であり、研究の進展に突破口となり得る新たな技術の

開発が求められている。

【内因性（MVs）】
細菌は地球上で最も多様で広範囲な環境に生息する細胞性生物の一つであり、環境・健康・

食料に渡って我々の生活に直接関わっている。そのほとんどの細菌は細胞外に細胞膜により構

成される 20-400nm 程度の細胞外微小粒子を放出する 5,6）。細菌が形成する細胞外微小粒子は

メンブレンベシクル（MVs）と呼ばれ、その種類と機能は多岐に渡っていることが分かってき

た。例えば、MVs は細菌間での情報伝達（細菌間コミュニケーション）や遺伝子のやり取り

（遺伝子水平伝播）などの「細胞間相互作用」、感染した動・植物細胞への毒素の運搬や抗生物

質耐性などの「細菌の病原性」、ウイルスや宿主の免疫系から逃れるなどの、「防御機構」、さ

らには、細菌の栄養獲得や地球の「物質循環」にも寄与している 7,8）。細菌由来の MVs は広く

環境中にも存在し、日常的に我々は暴露されているが、その影響については不明なままである
9）。MVs の機能や作用機序はまだ全容が解明されていないが、細菌の多様性を考慮し、古細菌

や真菌も同様な膜小胞を放出することを考えると、MVs 研究は微生物間、微生物 - 動・植物

間相互作用を包括する生命ネットワークの理解のための一つの大きな柱となると言える。加え

て、MVs の応用研究は盛んに行われるようになっており、例えば、MVs 表層に酵素を並べた

ナノ触媒としての利用や、宿主の免疫を誘導することから、ワクチンとして欧米ですでに認可

されている。近年では、ガン細胞など特定の細胞をターゲットにした、薬物輸送システムの開

発も行われている 10）。

［研究開発の動向］

【内因性（エクソソーム）】

近年、内因性の微粒子として、細胞が細胞外に放出する膜小胞、細胞外小胞（extracellular 
vesicles, EV）の役割に注目が集まっており、その中でもエクソソームに関する研究が加速度

的に進展している。5 年前には年間 500 報程の論文数であったが、2017 年には 2000 報にも

及ぶ論文が発表され、様々な生理機能や病態発症との関連が示唆されるとともに、その知見を

診断や治療に利用する研究開発が進んでいる。

エクソソームに関する新知見として、脂肪組織が多量のエクソソームを放出しており、こ

のエクソソームを介して種々の臓器の遺伝子発現を制御したり、インスリンに対する感受性を

制御したりしていることが明らかとなっている 11,12）。また、脂肪から分泌される善玉ホルモン

アディポネクチンの作用機序は長らく不明であったが、血管内皮細胞からのエクソソームの
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産生を促進することで、その抗炎症機能を発揮することが示されている 13）。エクソソームは、

RNA の細胞外排出のみならず、細胞内で傷害を受けた不要な DNA を細胞外へと排出するこ

とにより、細胞老化を防いでいる可能性が示されている 14）。更に、脳の視床下部に存在する

幹細胞から髄液中に放出されるエクソソームが miRNA を介して老化の進展を抑制すること

が、マウスを用いた実験系で示唆されている 15）。

脳内のアストロサイト（グリア細胞）由来のエクソソームが、血液脳関門を通り抜け、末梢

の臓器の機能や血中のリンパ球の応答を制御する可能性が示唆され、エクソソームを介した脳

－全身臓器連関研究の発展が期待されている 16）。

応用利用に目を向けると、エクソソームは体液中で非常に安定であるとともに、小胞内に含

まれるタンパク質や RNA はエクソソームの脂質二重膜に守られており分解されない。また、

採取後長期間保存された体液中においてもエクソソームは比較的安定である為、エクソソーム

は臨床検査における新たな疾患バイオマーカーとして有望視されている。様々な疾患との相関

が調べられているが、特に血中に放出されたがん細胞由来エクソソームの miRNA は、健常細

胞由来エクソソームと構成の違いが注目されており、がんの早期診断のツールとして相関関係

が調べられている 17）。これらのデータを元に、国立がん研究センターが NEDO（新エネルギー・

産業技術総合開発機構）の支援の下、体液中マイクロ RNA 測定技術基盤開発事業を 2014 年

度に東レ、東芝など 9 機関と共同で開始しており、血液１滴から 13 種類のがんの早期診断が

できる次世代診断システムの開発を進めている。ステージ 0 期の超早期がんでも 98% 以上の

確率で判別できる画期的な技術の確立を目指している。また、神経細胞由来エクソソームには、

タウやα - シヌクレイン、TDP-43 など、神経細胞内で凝集することによりそれぞれ、アルツ

ハイマー病やパーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症の発症原因となるタンパク質が含まれてお

り、各疾患の発症との関連性が注目されている。現在、脳由来のエクソソームを用いた研究や

診断には、腰椎穿刺によって採取した脳脊髄液を用いられるが、脳由来エクソソームの一部が

末梢血にも検出される可能性が示され、それらのマーカーとして NCAM1 や L1CAM などが

報告されている 18）。さらに、尿中のエクソソームは腎臓や前立腺、膀胱疾患の新たな診断マー

カーとして、髄液中のエクソソームは脳内の腫瘍や神経変性疾患マーカーとして、羊水中のエ

クソソームは胎児の状態を反映するマーカーとして期待されるなど、様々な体液を用いたバイ

オマーカーの開発が活発に行われている。

エクソソームの機能が明らかになるにつれ、近年ではその機能を応用した様々な治療法の

開発が行われている。例えば、間葉系幹細胞由来のエクソソーム内には、血管新生促進性

miRNA や抗炎症性 miRNA、コラーゲン沈着促進性 miRNA などが含まれ、角化細胞の遊走

と増殖、血管新生を促進することで、創傷治癒を促進する 19）。更に、心筋幹細胞から放出さ

れるエクソソームは、心筋梗塞後の損傷部位の治癒を促進することがブタを用いた実験で確認

されている 20）。同様に、ヒト神経幹細胞由来のエクソソームは、マウスにおいて脳梗塞後の

損傷部位の治癒を促進することが示され 21）、米国の ArunA Biomedical 社が、2019 年までに

ヒトにおける効果の検証を行う予定である。

また、エクソソームを用いた制がん研究も数多く行われている。例えば、がん患者の樹状

細胞から放出されたエクソソームには、様々ながん細胞由来のタンパク質が含まれており、が

ん細胞特異的な細胞傷害性 T 細胞の強い活性化を引き起こすことが知られている為、この機

序を用いた抗腫瘍免疫療法の臨床試験が開始されている 22）。一方、がん細胞由来エクソソー
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ムには血管新生や転移などがんの微小環境の構築や、免疫逃避に関与する種々の分子が含まれ

ており、がんの進展を促進することが知られている。中でも最近、免疫チェックポイントに関

与する PD-L1 ががん細胞由来エクソソームに発現しており、細胞傷害性 T 細胞の活性を抑制

することで、オプジーボなどによる抗 PD-1 療法の効果に影響を与えることが報告されており
23）、エクソソーム上のこれらの分子を阻害することで、がん進展を抑制する試みが活発に行わ

れている。

一方、エクソソームはリポソームなどの人工物とは異なる、天然のドラッグデリバリーシス

テム（DDS）としても期待されており、種々の siRNA や低分子化合物などを目的の細胞へと

運ぶ試みがなされている。エクソソームの膜表面には様々な細胞接着分子や糖鎖が発現してお

り、その発現様式によって、エクソソームがどの細胞と親和性があるかが明らかになりつつある。

更に、エクソソームの特性を改変・応用することによる新規 DDS の開発が行われている 24）。

EV 研究が世界的に注目されるにつれ、各国で大型研究プロジェクトが開始されている。既

に米国では NIH による戦略的大型プロジェクト（Extracellular RNA Communication）が開始

されており、Gordon Conference や Keystone Symposia といった国際的に権威のある会議にお

いても 2016 年より分科会が発足している。欧州の医薬品研究開発官民パートナーシップ「革新

的医薬品イニシアチブ（IMI）」の支援を受け進められている CANCER-ID プロジェクトでは、

EV を含めた研究が既に実施されている。日本においても、2017 年の文部科学省の研究開発戦

略目標としてエクソソーム研究を１つの柱とする「細胞外微粒子に起因する生命現象の解明と

その制御に向けた基盤技術の創出」が選定され、JST による戦略的創造研究推進事業が発足した。

【内因性（MVs）】
1960 年頃より細菌外に細胞膜成分が放出されていることが報告され、MVs の存在が示唆さ

れていた。その後、電子顕微鏡によって微細構造が確認され、様々な細菌でその生産が確認さ

れた。MVs の免疫原性や宿主への毒性が明らかになるにつれ、脚光を浴び始め、細菌の病原

性との関わりが研究されるようになった。その結果、病原性細菌においては、MVs には特定

の毒素が濃縮され、宿主細胞に運搬されることが明らかとなった 25）。2010 年頃からは、急速

に発展してきたタンパク質の網羅的な解析が様々な細菌で行われるようになり、その解析結果

から MVs の機能や形成機構を推定する研究が盛んに行われた。その結果、MVs と細胞膜は

異なるタンパク質の組成を持つことが示唆され、MVs の膜組成の生化学的な解析と合わせて、

MVs には特異的に物質が取り込まれることが議論されている。また、タンパク質の網羅的な

解析により、同じ細菌の間でも増殖する環境によって MVs の中身が変わることが明らかとな

り、環境に応じた MV の形成機構や役割があること考えられるようになった。2014 年には海

洋などの環境中にも MV が豊富に存在することが明らかとなり、生態システムでの物質循環

への寄与が注目されるようになった 8）。

MVs の中身として、DNA、RNA （mRNAs, rRNAs, tRNAs, small RNAs（sRNA））、たん

ぱく質、情報伝達物質、抗生物質などが報告されており、それらのほとんどは MV を受容し

た細胞で機能することが確認されている。例えば、DNA については、細菌はお互いに遺伝子

のやりとりを種の壁を超えて行うことが可能であり、これは遺伝子の水平伝播と呼ばれている。

遺伝子の水平伝播は生物の進化を考える上で、非常に重要なテーマである一方で、薬剤耐性遺

伝子の伝播にも関わっていることから、医療分野においては問題視されている。遺伝子の水平
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伝播がおこるメカニズムはいくつか知られていたが、MVs もそれを媒介する新たな機構とし

て報告された 26）。さらに、MVs 自体も抗生物質を吸着、分解し、細菌が抗生物質から逃れる

のに役立っていることが明らかとなっている。

RNA については、MVs に RNA が含まれることが長い間明らかになっていたが、RNA シー

ケンシング技術の急速な発展によって、その中身が解析されるようになった。さらに MV に

含まれるいくつかの sRNA は宿主の mRNA に対して相補配列を持っており、タンパク質の発

現を阻害することが報告されている 27）。従って、細菌の MVs は界を超えてタンパク質の発現

制御に直接的に影響を与える可能性がある。

情報伝達物質については、2005 年には細菌間コミュニケーションで用いられるシグナル化

合物が MVs によって運搬されていることが明らかになり、MVs を介した細菌間情報伝達機構

が発表された 7）。その後、情報伝達物質が高濃度に MV に濃縮されていることも明らかとなり、

細菌に様々な情報伝達の形式があることが分かってきた 28）。

上記のような MVs の普遍性と多様な機能が明らかになってくるにつれ、MV 形成機構の解

明に力が注がれることとなった。細菌の構造は、グラム陰性菌とグラム陽性菌で大きく二分さ

れる。グラム陰性菌は内膜と外膜の二重膜を有し、外膜が外側に露出している。グラム陽性菌

は細胞質膜のみを有し、細胞質膜は厚い細胞壁で覆われているため、MVs を形成しないと長

らく思われ、MVs 形成機構はグラム陰性菌を中心に研究されてきた。グラム陰性菌において

MVs 形成に影響を与える因子はいくつか同定されており、電子顕微鏡解析と生化学的解析に

より、細胞膜がたわんで、出芽するようにして MV が形成されると考えられた 5）。その後、超

解像顕微鏡の開発によって MV の形成過程を細胞が生きたまま観察できるようになり、MV 形

成過程が詳細に解析されるようになってきた。その結果、細胞外膜がたわむ機構に加えて、溶

菌を介した MV 形成機構が存在することが明らかになった 29）。この溶菌機構には、細胞壁の

分解酵素であるエンドリシンが関わっている。エンドリシンは、MV 形成因子としては最も広

く細菌に保存されており、ファージ（細菌に感染するウイルス）が宿主細胞を壊して外に出て

行く際に用いられる。2017 年には、グラム陽性菌の MV 形成にもエンドリシンが関わること

が明らかとなり、グラム陽性菌の MV 形成機構がはじめて明らかとなった 30）。エンドリシン

を介したグラム陰性菌とグラム陽性菌における MV 形成機構はいずれも集団の一部の細菌の

細胞死を伴い、細菌における細胞死の新たな役割が明らかとなった。複数の MV 形成機構が

明らかになるにつれ、それぞれの環境に応答して MV が形成され、その MV 形成機構によっ

て MV の種類や機能が変わってくることが分かってきた。

（4）注目動向

［新展開・技術トピックス］

【外因性（PM2.5 など）】

●　外因性微粒子による免疫活性化機構の解明

外因性微粒子も、その成分は多種多様であり、生体に及ぼす影響を理解するためには、どの

微粒子がどの細胞にどのような反応を起こさせているのかを正確に理解する必要がある。呼吸

器粘膜での反応、血中に入ってからの反応など、いろいろな可能性を想定したモデル系が作ら

れつつあり、とくに免疫活性化機構についての研究が進みつつある。ある種の外因性微粒子に

ついては、特異性の高い受容体が存在することもわかってきた。
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【内因性（エクソソーム）】

●　研究ガイドライン整備

エクソソームはエンドソーム由来の細胞外小胞（EV）であるが、現在の技術においても、

マイクロベシクルなど他の EV と厳密に分離することは困難であり、便宜的に 10,000 × g で

沈降しない EV を small EV（主にエクソソーム）と呼ぶことが増えている 31）。エクソソームは、

その検出・単離が難しく、更には種々の分類方法があるため、どのような方法により精製した

EV をエクソソームと呼ぶのかが研究者間で統一されておらず、実験データの解釈や再現性の

確認を困難にしている。その為、近年、国際細胞外小胞学会（ISEV）が設立され、世界的な

研究者コミュニティーが形成されつつあり、国際基準の MISEV ガイドラインが提案されてい

る 32,33）。また、このような混乱を回避する方法の１つとして、各論文における実験条件を記録

する EV-TRACK というデータベースが公開されている 34）

●　細胞外小胞の新たな分離法・精製法の開発

エクソソームの膜表面に特異的に発現しているリン脂質ホスファチジルセリンと結合する分

子を用いることで、超遠心法などの従来法と比較して、100 倍以上高純度にエクソソームを精

製かつ高感度にエクソソームを検出する技術が開発され、富士フイルム和光純薬より、国産試

薬として世界販売が開始されている 35）。既に国内外の公的研究機関や民間検査機関などで導

入されている。また、この他にも微粒子の粒径、形状、電荷などの特性を利用して分離するさ

まざまな方法が模索されつつある。

●　研究対象生物の拡大

これまでのエクソソーム研究は主に哺乳類などの動物を対象とした研究が行われてきたが、

近年、植物もエクソソーム様の EV を放出することが明らかとなった。このエクソソームを用

いることで、植物にとって有害となる真菌の増殖や毒性を抑制し、自身の防御を担う可能性が

示唆されている 36,37）。

【内因性（MVs）】
●　溶菌や細胞死を介した新奇 MV 形成機構の発見

前述のように、グラム陰性菌において MV は細胞が生きたまま細胞外膜がたわんで形成さ

れると考えられており、グラム陽性菌においてはその形成機構はほとんど理解されていなかっ

た。2016 年と 2017 年に超解像顕微鏡やクライオ電子線トモグラフィ法などの最先端のイメー

ジング技術を利用して、それぞれグラム陰性菌とグラム陽性菌で溶菌あるいは細胞死を介した

MV 形成機構が発表された 29,30）。この新奇 MV 形成機構の発見は当該分野に大きな影響を与

えている。例えば、DNA や RNA などの細胞質成分がどのようにして MV に包括されるかは、

外膜がたわむモデルでは説明できなかったが、溶菌モデルで説明できるようになった。また、

細菌間で共通して、MV 形成に関わる遺伝子が見つかったことで、ゲノム情報から MV 形成を

系統的に解析できるようになった。これによって、近年爆発的に増えているシーケンスデータ

が活用できるようになった。これまでに細胞死由来の膜成分は単純に細胞残渣として扱われて

いたが、それらが MV として機能することが明らかになり、細菌における細胞死を見直す動

きに至っている。とりわけ、抗生物質処理によって MVs が生じることが明らかとなり、その

MVs の細菌の病原性への関与について今後の解析する必要性が出てきた。MVs を利用したワ

クチン開発は急速に発展しており、MVs の大量調整に迫られているが、MV 形成機構の解明

は MVs の大量調整に大きく貢献する。
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●　1 細胞ライブセルイメージングの発展

2014 年にノーベル賞を受賞した超解像顕微鏡の開発や 2017 年にノーベル賞を受賞したク

ライオ電子顕微鏡の開発に代表されるような、生物学における革新的なイメージング技術が発

展してきた。MVs の形成過程と挙動解析には、水溶液中での MVs のイメージングが欠かせな

い。MV 形成に関して、関わる分子の同定をもとにして様々なモデルが推察されているが、実

際にそのモデルが正しいのかが可視化されているのはほんの数例のみである 29,30）。これらの新

しいイメージング技術が取り入れられることで、これまで唱えられてきた仮説の検証が可能と

なる。さらには、1 細胞ライブセルイメージング技術によって、これまでブラックボックスで

あった、MV が形成されてからその中身が受け渡されるまでの、一連の過程が可視化できるよ

うになり、MVs の作用機序が理解できるようになる。こうしたイメージング技術は、MV の

宿主への侵入経路、つまりは MV を介した細菌と動・植物の相互作用を解明するためにも重

要な技術となる。

●　実環境中の MVs の解析

多くの MV 研究は培養した細菌、とりわけ病原性細菌を中心に解析が進められてきた。し

かしながら、細菌は環境中の至るところに存在し、MVs も同様に環境中に偏在していること

が示唆される。2014 年には海洋中の MVs についての解析が発表され、地球の物質循環への寄

与が推定されている 8）。生態的な知見を取り入れることで、MVs 研究の環境中における新た

な役割の解明や動態解析が可能となると思われる。これに関連して、環境 DNA の解析は生態

システムを理解する一つの有力な方法であるにも関わらず、それらの DNA がどのような状態

で環境中に存在するのかについて、きちんと議論されてこなかった。環境 DNA の大半が細菌

由来の細胞外 DNA によって占められているとも言われており、MV が環境遺伝子プールになっ

ている可能性も含め、環境 DNA の形態を理解する必要である。

●　MVs を利用した新しい療法開発

MVs は免疫を活性化させることが様々な細菌で確かめられている。その性質を利用して、

髄膜炎菌では欧米、オーストラリアなどではワクチンが認可され、BEXSERO として商品化

されている。さらに 2017 年には大腸菌由来の MVs にガン抑制効果があることが分かり、新

しい免疫療法が提示された 38）。そのメカニズムは分かっていないものの、MVs はがん細胞に

蓄積しやすいことも知られており、特定の細胞を標的とした薬剤輸送システムのプラットホー

ムとしても MVs は注目を浴びている。

［注目すべき国内外のプロジェクト］

【海外】

●　The International Society for Extracellular Vesicles （ISEV）

　　細胞外微粒子に関わる研究者の情報交換の場として、2012 年にスウェーデンで発足した

国際学会。

●　Outer Membrane Vesicles （OMVs） from “Vaccinobacter”: A Synthetic Biology 
approach for effective vaccines against infectious diseases and cancer（2014年 -2019年）

　　MVs を基盤としたワクチンやがんの免疫療法開発の大型プロジェクト。ERC によって

2014 年から 5 年計画でサポートされ、一部計画の延長も決まっている。

●　Extracellular RNA Communication（2013 年 -）
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　　 米 国 NIH common fund に よ る 研 究 プ ロ グ ラ ム。 関 連 し て Extracellular RNA 
Communication Consortium が発足している。細胞外 RNA の分泌、輸送、受容細胞に与

える影響などに関する生物学的原理確立や臨床的有用性の評価を目的とする。

●　American Society for Exosomes and Microvesicles
　　米国にて 2012 年に発足したエクソソームやマイクロベシクルに関する学会。上述の

Extracellular RNA Communication Consortiumと連携。学会誌Mattersを出版。その他、

欧州では、ドイツ、フランス、オーストリア、英国、ベルギー、オランダで、アジアでは、

韓国、シンガポールで同様の学会が活動している。

●　Intravacc （Institute for Translational Vaccinology）
　　オランダ保健福祉スポーツ省によって設立。Intravacc を中心とした、MVs を利用したワ

クチンの研究開発を行なわれている。

【国内】

●　日本細胞外小胞学会が 2014 年に発足。日本 RNAi 研究会と年会を毎年広島にて共催。

●　JST-ERATO「野村集団微生物制御プロジェクト」（2015 年度 -2020 年度）

　　最先端の１細胞分析、イメージング、生化学的アプローチを駆使し、MVs を中心に微生

物細胞間相互作用を解析することで、微生物集団の環境適応機構を明らかにすることを目

指している。

●　 AMED「細菌由来メンブレンヴェシクルを利用した粘膜ワクチンの基盤的研究」（2016 年

-2018 年）

　　MVs のワクチンとしての有効性を解析するために、AMED のプロジェクトが 2016 年に

スタートした。

●　JST-CREST/ さきがけ「細胞外微粒子に起因する生命現象の解明とその制御に向けた基盤

技術の創出」（2017 年度 -2024 年度）

　　エクソソーム、マイクロベシクルを始めとした内因性微粒子と PM2.5 などの外因性微粒

子を研究対象とし、これらの細胞外微粒子に対する生体応答機序の解明や、その解明にお

いて必要な各種計測技術の開発、微粒子の体内動態制御による将来の医療や産業応用等に

向けた基盤研究を推進する。また本領域の特色として、内因性微粒子と外因性微粒子の研

究コミュニティーの融合を掲げ、生体応答に共通する原理発見や、相乗効果による生命現

象の解明など、分野横断的なアプローチによる研究進展を目指している。

●　農林水産省「細胞外小胞を用いた農水包括的好循環サイクルの機能性強化のための革新的

研究開発プラットフォーム」（2018 年 -）
　　牛乳や発酵食品など動物由来のエクソソームに加え、野菜や果実などに含まれるエクソ

ソームの機能解析によって、農作物の機能向上やヒトの健康長寿の実現を目指す。

●　AMED「認知症研究開発事業」

　　平成 30 年度の AMED 認知症研究開発事業として、「ヒト脳由来エクソソームを利用した

認知症患者を層別化する手法の開発研究」、「ヒト脳由来等のエクソソームを利用した認知

症の病態解析または創薬ターゲットの開発」として公募が開始されており、侵襲性の低い

末梢血内に含まれる脳由来エクソソームを用いた、認知症の早期診断法、創薬ターゲット

開発が行われている。
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（5）科学技術的課題

【外因性（PM2.5 など）】

●　外因性微粒子の生体応答

外因性微粒子には PM2.5 や花粉・黄砂といった、無機物、有機物を問わない多種多様なもの

が含まれ、これらが生体にどのような影響を及ぼすのかは、ほとんど解明されていない。これ

らの微粒子に対する生体応答を担う主役は、マクロファージや好中球などの貪食細胞で共通し

ており、内因性・外因性微粒子に対する応答の相乗効果によって様々な炎症性疾患の発症が加

速される可能性がある。エクソソームの生成を阻害することによって、その相乗効果を中和で

きれば、外因性微粒子に起因する喘息やアレルギーなどの治療法の開発に繋がる可能性がある。

そのためには精製された微粒子と、生体試料による実験系確立が必要だが、この問題に取り組

む研究者の数は必ずしも多くはない。微粒子研究者とライフサイエンス研究者との活発な共同

研究が望まれる。

【内因性（エクソソーム）】

●　1 細胞 /1 粒子レベルでのエクソソーム解析技術

現在の技術で解析されるエクソソームは、様々な細胞が放出したエクソソームの総和であり、

それらが平均化されたものしか解析することができない。例えば、末梢血からエクソソームを

単離し、病的細胞由来エクソソームの解析を行う場合においても、圧倒的多数の健常細胞由来

エクソソームの影響により、バイオマーカーの検出感度が低くなる。よって、検査対象とする

臓器や細胞に特異的なマーカーを用いたエクソソームの選別法の確立が求められる。更に、１

細胞 / １粒子レベルでエクソソームを解析する技術は未だ不十分であり、これらの技術の確立

により、より感度の高い診断法の開発につながることが期待される。また、現在の技術では、

エクソソームを他の EV と厳密に区別することが困難であり、より高純度にエクソソームのみ

を解析することができれば、さらなる高感度化が期待できる。

●　エクソソーム生成機構解明

エクソソーム研究の根本的課題として、エクソソームの生成（形成・放出・機能分子の内包化）

機構の解明が重要である。これらの機構の解明によって、特定の細胞や臓器特異的にエクソソー

ムを欠損させ、その生理機能を解明することが可能となる。加えて、エクソソームの生成を制

御する薬剤を開発し、それらを用いた治療法の確立も今後大きく期待される。また、体内にお

いて、どのエクソソームがどこへ行くのかの生体内動態もほとんど解明されておらず、その動

態を制御する分子機構の解明によって、より標的精度の高い DDS の開発に貢献する可能性を

持っている。

●　特異的な除去方法の開発

病的細胞由来エクソソームを対象としたバイオマーカーの同定と、それらを用いた診断法の開

発研究が盛んに行われている一方で、病的細胞由来エクソソームのみを特異的に除去する方法

の開発はほとんど進展していない。病的細胞由来エクソソームに特異的な表面マーカーの同定

により、正常細胞由来エクソソームに影響することのない除去法の開発が望まれる。また、エ

クソソームは脂質二重膜に囲まれている為、内容物に直接アプローチすることができない。今

後の技術開発によって、内容物を操作する技術の確立が期待される。
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【内因性（MVs）】
●　MVs による DNA や RNA の運搬

sRNA が細菌の MVs に含まれており、それらの一部は宿主細胞のタンパク質発現を制御する

ことが報告された 26）。また、植物が産生する細胞外微粒子によって伝達される sRNA が真菌

の病原タンパク質の発現を抑えることが新たに見出されている 37）。DNA や RNA は生物が共

通して用いている遺伝物質であり、生物の本質に関わる。ヒトに及ぼす影響も含め、細胞外微

粒子によって伝播する遺伝物質が生物界全体に渡って、界を超えたクロストークに関わってい

る可能性があり、今後はその検証と、それらが生命ネットワークの中で果たしている役割を明

らかにしていく必要がある。CRISPR-Cas の研究で著名な研究グループも細菌の MV による

RNA 輸送の研究に乗り出しており、競争が過熱する可能性がある 39）。

●　ファージ（バクテリアに感染するウイルス）と MV の関係の解明

MV 形成機構の一つにファージが関わっていることが明らかとなった 29,30）。以前から MVs は

ファージの宿主への感染を防除することが報告されていたが、MVs がファージの宿主域を広

げるのに役立っていることも報告された 40）。さらには MVs によってファージが運搬されるこ

とも明らかとなり、その機能性が注目されている 30）。ファージは我々がこれまでに考えてい

た以上に宿主に対して多様な働きかけを行っていることが次々に報告されており、その存在意

義を捉え直す潮流ができている。MVs 研究は新たなファージの位置付けを示す可能性がある。

加えて、これまでの DNA 染色を指標に環境中のファージ量を推定する手法は、ファージと

MV を区別できていなかったため、既知の知見・手法の見直しも必要となってきている 41）。

●　MV による中身の受け渡し

MV によってその中身が他の細胞に受け渡されることは DNA,RNA, タンパク質や細胞間シグ

ナル物質で解析されているものの、その詳細な受け渡しのメカニズムは、最重要課題の一つで

あるにも関わらず、何も分かっていない。MV は特異的に細胞に付着することも報告されてお

り 28,42）、当該機構を明らかにするためにはライブセルイメージングを含めた、観察技術開発が

必要である。MVs の積荷の受け渡し機構を明らかにすることは、MVs がどの範囲の生物にま

で影響を及ぼすのか、そのインパクトの真の理解に繋がるだけでなく、MV による物質運搬制

御の糸口が得られ、その成果は MV を模倣した人工微粒子の設計にも役立つ。

●　腸内における MVs の働きの解明

腸内細菌は MV を産生し、便からも MVs が回収されることから、腸内細菌の MVs が生体に

影響を与えている可能性は高い。近年次々に腸内細菌の働きが明らかになっているなかで、

MVs の機能はまだ注目されておらず、腸内細菌群と宿主の相互作用を解明するブレイクスルー

が期待される。

●　MVs の種類と機能の多様性の解明

単一細菌種によって産生された MV であっても、その大きさや中身は不均一である。これは、

MV 形成経路が複数存在することに由来すると考えられる。これまでに、MVs は細菌が生き

たままで放出すると考えられてきたが、細胞死を介す形成過程も存在することが明らかとなっ

た。こうした異なる経路によって形成された MV はその性質や機能が異なる。現在、MVs は

一緒くたにされて解析されているが、今後それぞれの MV の種類を分けて解析することで、

MV の本当の機能が明らかになり、その基礎的知見に基づいたより効果的な応用利用が見込ま

れる。さらに、MVs の分類を行うことで、例えば、実環境から単離した MVs の働きを類推で
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きるようになり、診断のマーカーにもなり得る。環境中から単離した MV に含まれるタンパク

質や DNA、RNA を解析することはすでに可能であり、当該オミクス分野の発展とともに、環

境 MVs の解析が活発化すると考えられる。その情報解析基盤として、MVs の多様性とそれぞ

れの特徴、機能を明らかにする必要がある。さらに、1MV 解析が可能になれば、上記の課題

の多くに大きく貢献出来る。具体的には、1MV に含まれる DNA, RNA, タンパク，代謝産物

の定量・定性である。我が国の分析器機分野は微量分析においても優れているので、その技術

開発は他国をリード出来るはずである。そして、MV ごとの DNA, RNA, タンパク，代謝産物

のデータベース化を進め、1MV ごとの機能と効果を検証することで、その MV データベース

が財産となる。

●　MV の人工合成

MV のワクチンや抗生物質の輸送体としての利用が世界で始まりつつある。しかし、まだまだ

問題がある。それは、MV が不均一なものなので、社会実装にはより均一な製品にする必要が

ある。しかし、まだ世界の多くの MV（のワクチン応用も含めて）の研究者はそれに気付いて

いない。一方、我が国の MV 研究者らは、MV 生成機構の解明に成功して、その不均一性を証

明し、その基礎的な重要性をいち早く世界に発信している 43）。よって、MV の不均一性の質の

理解にはアドバンテージがあり、MV のワクチン利用についても、世界と十分競合出来ると考

えられる。そのためには、分野融合によるMVの人工合成に取り組む必要性がある。具体的には、

リポソームを使用した DDS に関わる様々な分野（の研究者）との連携が必要であろう。そして、

任意のタンパク質、核酸、その他の物質などの封入・局在化の技術開発も必須となる。言い換

えると、MV をミミックした新たな人工膜粒子（一重膜型また二重膜型）開発研究分野が必須

となる。

●　ナノチューブと MVs の関係の解明

MVs の他に細菌が細胞外に形成する膜構造体として、2011 年にナノチューブと呼ばれる、幅

が 50-70nm、長さが数μ m に及ぶチューブが報告された 44）。これらナノチューブは細胞間を

架橋し、細胞質内の成分を交換できることが観察されている。その結果、抗生物質の分解に関

わるようなタンパク質の交換も起き、受け取った細胞には一過性の表現型が現れる。同様の構

造物は多くの細菌で観察されているにも関わらず、ナノチューブの実体の根本的な部分も含め

て、どれほど細菌の生態に関わっているのかは分かっていない点が多い。ナノチューブと MV
の関係について、お互いの形成に関わっていることも示唆されており 45）、今後両者の関係も

含めて、基礎的な知見を蓄積する必要がある。

●　イメージング技術の開発

数 nm 程度の構造物の動態解析にはイメージング技術の発達は欠かせない。これには、顕微鏡

のみならず、サンプルの固定技術やマイクロ流体デバイスなど、サンプルを調整する側の技術

の発展も伴う。

（6）その他の課題

●　研究体制

エクソソーム研究は、世界中で加速度的な広がりを見せており、欧州の研究者を中心として

国際細胞外小胞学会（ISEV）が設立された。その支部として日本細胞外小胞学会（JSEV）が

近年設立され、毎年広島で総会が開催されている。このような取り組みにより、エクソソーム
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を研究する日本人研究者は徐々に増えており、研究者コミュニティーの形成がなされつつある。

今後、工学系など異分野の研究者が加わることによって、本研究分野の更なる活性化が期待さ

れる。特に、JST の戦略的創造研究推進事業の開始に伴い、多くの研究者が新たに参入してい

るが、一時的なブームで終わらせるのではなく、情報や技術を共有するなど有機的な連携を取

ることによって、研究を支援する体制の構築が重要である。とくにさきがけでは若い気鋭の研

究者達が挑戦的な課題に取り組んでいるが、基本的に個人研究であり、しかも３年半という短

期間の資金しか保証されないため、終了後に本分野を牽引するだけの体力をつけられるかどう

かという点が懸念される。優秀な人材への継続的なサポートが可能なシステムが求められる。

●　コンセンサス形成

エクソソームの検出や単離の難しさ、さらには種々の分類方法があるため、どの細胞外小胞

をエクソソームと呼ぶのかは、未だに世界中でコンセンサスが得られておらず混乱している。

国際基準の MISEV ガイドラインに従った研究手法の共通化は有用であるが、それと同時に、

このガイドラインに基づく新たな研究手法の開発も非常に重要である。特に、現在の主流であ

る超遠心法や PEG 沈殿法を用いたエクソソームの単離法では、多くの夾雑物が混入している

為、これらのエクソソームを用いた実験結果が、真にエクソソームの機能を反映しているとは

厳密には言い難い。革新的なエクソソーム解析技術の確立と普及が早急に求められている。

●　制度整備

今後、ウシ・ブタなどの家畜や野菜・果物に含まれるエクソソームの人体への影響が解明さ

れるに従い、それらを用いた予防法や治療法などの開発が行われる可能性がある。エクソソー

ムの中には RNA や DNA が含まれており、これらの異種の遺伝子情報がヒトのゲノムに与え

る影響や継代的影響は明らかになっていない。遺伝子治療などに準じた法整備が必要になるの

か否か、今後の検討が必要になるであろう。

●　ワクチン開発

耐性菌の出現によって、抗生物質が効かなくなる時代に向かっていると言われているなかで、

早急な対策が必要である。抗生物質に代わる治療方法としてワクチンの接種が挙げられており、

有効なワクチンの開発が必要である。こうしたワクチンの利用は、「ワン・ヘルス」という考

えのもと、耐性菌出現の温床となっている畜産や養殖産業においても有効性が検討されている。

MVs はすでに欧米など海外ではワクチンとして認可されて、そのマーケットは広がって来て

いるが日本においては、まだ認可されていない。遺伝子組換え技術も合わせると、多様な MV
ワクチンのデザインが可能であり、抗生物質の輸送体としての利用も検討されるなど、MVs
は次世代の感染症治療技術のプラットホームとなっている。こうした分野の研究開発を加速さ

せるための環境整備が必要である。
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（7）国際比較

国・
地域

フェーズ 現状
トレ
ンド

各国の状況、評価の際に参考にした根拠など

日本

基礎研究 ◎ ↗

・2017 年に JST の戦略的創造研究推進事業が発足し、多くの有力
研究者や若手研究者が参加して研究に取り組んでいる。

・日本は脂質、RNA、生体膜などの研究に伝統があり、国際的に優
位な位置にいる。

・エクソソーム研究と関連の深いオートファジー研究において、大
隅良典博士がノーベル賞を受賞し、研究の相乗効果が期待される。

・多くの臨床系研究室で、バイオマーカーとしてのエクソソーム研
究が盛んに行われている。

・JST の CREST とさきがけ「細胞外微粒子」研究領域。日本細胞
外小胞学会の活動。

・ERATO など、MVs の基礎的研究に関する大型プロジェクトも行
われており、MV 形成に関する基礎研究の成果は世界をリードし
ている。

応用研究
・開発

◎ ↗

・国立がんセンターにおいて、エクソソームを用いた 13 種類のが
んの早期診断法の開発が行われており、その有用性の評価が注目
されている。

・富士フイルム和光純薬が、高純度エクソソーム精製法、高感度エ
クソソーム検出法の開発に成功し、国内外の公的・民間臨床検査
に使用され始めている。

・多くの製薬企業が、エクソソーム創薬の将来性を重要視しており、
産学連携による研究が開始している。

・JST の CREST とさきがけ「細胞外微粒子」研究領域。日本細胞
外小胞学会の活動。

・AMED など MVs をワクチンとして利用するための大型プロジェ
クトが行われており、今後はその成果を社会実装に結びつける段
階になってくる。

米国

基礎研究
◎ ↗

・この数年で、数多くの研究者がエクソソーム研究に参入しており、
様々な新規機能に関する論文が、トップジャーナルに多数掲載さ
れ始めている。

・Gordon や Keystone 会議など著名な学会において、エクソソーム
を主題とした会議が開催されている。

・NIH からがん・認知症・ウイルス感染などにおけるエクソソーム
の役割に関して大型の研究グラントがサポートされている。

・R.Schekman（2013 年ノーベル生理学医学賞受賞）などの有力な
細胞生物学者の参入。

・2017 年の ASM 年会では、MVs についてのシンポジウムが開
催されるなど、研究者同士の連携が取られはじめている。また、
MVs の生態的な役割について、NSF の大型予算がついて基礎的
研究が推進されている

応用研究
・開発

◎ ↗

・エクソソーム創薬を目的とした臨床研究が多数行われており、そ
の結果が近いうちに明らかになると期待されている。

・エクソソームを用いた診断や治療法の開発を目指したベンチャー
会社が幾つか設立されている。

・NIH が Extracellular RNA Comminication に funding。
・細菌の MVs を利用したワクチン開発のベンチャー企業が設立さ
れ、実用に向けて準備がなされている。
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欧州

基礎研究 ◎ →

・エクソソーム研究の黎明期を支えてきた有力研究者がフランスや
スウェーデンなどに在籍しており主導的位置にある。

・国際細胞外小胞学会などを中心として、解析技術法などのガイド
ラインの普及にも力を入れている。

・欧州の医薬品研究開発官民パートナーシップ「革新的医薬品イニ
シアチブ（IMI）」の支援を受けた研究が開始されている。

・Raposo, Théry など、本分野のパイオニアの存在。
・スウェーデンのウメオ大学のグループなどを中心にして MVs の
病原性への関与について盛んに研究されてきた。こうした基礎的
研究が現在のワクチン開発の流れに繋がっている。

応用研究
・開発

◎ →

・米国に比べると顕著な活動は認められないが、臨床応用や創薬開
発は着実に行われている。

・エクソソームの解析機器で有名な英 NanoSight 社が、同じく英国
の大手企業 Malvern 社に吸収され、技術開発が加速すると期待さ
れている。

・オランダ保健福祉スポーツ省によって設立された非営利団体が一
つの拠点となり、MVs を利用した感染症に対するワクチン研究開
発で世界をリードしている。

中国

基礎研究 〇 ↗

・多くの研究者がエクソソーム研究に参入している。論文数も日本
の２倍以上あり、トップジャーナルにも掲載され始めている。エ
クソソームに関する特許申請も盛んに行われている。

・MVs の病原性への関与について研究がなされている。

応用研究
・開発

〇 ↗

・エクソソームを標的とした創薬、診断法の開発にも熱心であり、
存在感を増しているが、独自技術による産業化はまだあまり認め
られない。

・臨床実験の規制が緩く、海外から優秀な研究者を迎え入れている
ため、MV ワクチン研究が活発になるにつれ、一気に研究開発が
盛んになる可能性がある。

韓国

基礎研究 〇 ↗

・研究者数はまだ比較的すくなく、バイオマーカーなど臨床研究が
中心である。

・Korean Society for Extracellular Vesicles の存在。
・2008 年には Korean Society for Extracellular Vesicles、が設立され
るなど、早い時期から細胞外微粒子に着目した研究を推進している。
逸早く、タンパク質の網羅的解析技術を MVs 研究に導入した。

応用研究
・開発

〇 ↗
・がん細胞をターゲットにした免疫療法のプラットフォームの利用
を視野に入れた MVs の研究を、浦項工科大学校のグループを中
心に精力的に行っている。

（註１）フェーズ

　　　　基礎研究フェーズ：大学 ･国研などでの基礎研究レベル

　　　　応用研究 ･開発フェーズ：技術開発（プロトタイプの開発含む）・量産技術のレベル

（註２）現状

　　※我が国の現状を基準にした相対評価ではなく、絶対評価である。

　　　　◎：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えている、　〇：ある程度の活動 ･成果が見えている、

　　　　△：他国に比べて顕著な活動 ･成果が見えていない、　×：特筆すべき活動 ･成果が見えていない

（註３）　トレンド

　　　　↗：上昇傾向、　→：現状維持、　↘：下降傾向
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