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Tapestri® Platformによる、悪性黒色腫組織から

単離した核のシングルセルDNA解析

• 新鮮凍結組織の単離核から高品質なシングルセル

ゲノムデータを取得します。

• 変異の同定において、シングルセルデータは対応す

るバルク次世代シークエンシング（NGS）データと

強く相関します。

• シングルセルデータは、バルク解析では解決できな

い腫瘍サンプルのクローン構造と進化の独自の再

構成を可能にします。

• Tapestri Platformは、バルク解析では検出で

きないような0.15%の僅かなクローンを検出する

ほど高感度です。

Takeaways Abstract

近年のがんゲノム解析の発展により、がんは、体細胞変異を反復的に

獲得し、クローンの拡大と選択によって進化することが明らかになりました
1。このため、腫瘍内及び腫瘍間のゲノム不均一性が主たる研究対象と

なりました。

バルク解析は、がんの生物学及びゲノミクスの理解に大きく貢献してきま

した。しかしながら、1細胞レベルの腫瘍の遺伝的不均一性は、バルク

解析で得られる平均化されたデータでは見逃されてしまいます。バルク解

析による低頻度変異の同定には極めて高いレベルのリードデプスが求め

られ、1%以下の変異を確実に確認することは依然として重要な課題と

なっています。さらに、選択された細胞集団内及び細胞集団間における、

希少な変異及び共起している変異は、平均化されたデータでは不明瞭

です。例えば、近年のある研究において、バルクエクソーム解析の偽陽

性率の問題が浮き彫りになりました2。

シングルセル解析は、バルク解析の課題を克服し、がん不均一性

及び系統発生の複雑性について、細胞レベルで洞察することを可

能にします。本アプリケーションノートでは、固形腫瘍組織サンプル

の特徴を明らかにし、疾患の進化を理解するための、Mission

BioのTapestri Platformの持つターゲット・シングルセルDNA

シークエンス能力を紹介します。Mission BioとFrancis Crick

InstituteのCharles Swanton Laboratory（ロンドン、イギリ

ス）との共同研究において、悪性黒色腫が転移した組織と正常

肝組織を用いて、Tapestri Platformのターゲット・シングルセル

DNAシークエンス解析を行いました。同一検体内で空間的に離

れている転移巣を解析することで、各サンプルのゲノムシグネチャを

明らかにしました。
Figure 1. Tapestri Single-Cell DNA

Tumor Hotspot Panelを用いて解析した各

固形腫瘍サンプルの由来
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Figure 2. Tapestri Microfluidic Workflow

Introducing the Tapestri
Platform
Tapestri Platformは、ハイスループットなターゲット・シングル

セルDNA解析のコンプリートソリューションであり、質の高いバリ

アントコール（SNV及びindel）を行います。液滴マイクロフル

イディクスと新しい二段階ワークフロー、ハイマルチプレックス

PCR及び細胞バーコードを採用しているため、数千シングルセ

ル内でターゲット領域の増幅を一度に行うことができます。ベン

チトップ型装置であるTapestri Instrument及び最適化さ

れたTapestriキット（カートリッジと消耗品が含まれていま

す）で調製したシングルセルライブラリーを、illumina®プラット

フォームでシークエンスします。その後、直観的に使用できるソフ

トウェア（Tapestri Pipeline及びTapestri Insights）に

よって、データを解析して可視化します。

造血器腫瘍用3及び固形腫瘍用のカタログパネルが用意され

ていますが、これらは関心のある特定の領域に基づいてカスタマ

イズすることが可能です。Tapestri Platformは、こうしたパネ

ルによって、サブクローン細胞集団内で共起している変異、変

異の接合性及び僅かなクローン（最小0.1%）の検出を実

現しています。さらに、培養細胞株、骨髄穿刺液、全血から

単離したPBMC、新鮮凍結組織から単離した核など、様々な

サンプルを解析することができます。

本アプリケーションノートでは、汎用的な核単離プロトコル、

Tapestri Single-Cell DNA Tumor Hotspotパネル及び

Tapestri Platformによって、悪性黒色腫の転移巣の解析

結果を紹介します。

Tumor Hotspot Panelを用いた

Tapestriワークフロー

Experiment & Methods

Tapestri Platformは、シングルセルDNA解析のエンド・

ツー・エンドソリューションです。新しい2段階マイクロフルイディク

ス技術によって、Tapestri Instrument内のカートリッジで数

千のシングルセル又はシングル核を液滴内に封入しました

（Figure 2）。プロテアーゼで核は溶解され、DNAが遊離さ

れました。このライセート調製の後、サーマルサイクラーによる熱

変性でプロテアーゼを失活させました。第2段階として、シング

ル核ライセートを先のカートリッジに戻し、ゲノム上の特定領域

を増幅にするために、バーコードビーズ、マルチプレックスPCRプ

ライマー及び試薬と混合しました。この段階において、

Tapestri Single-Cell DNA Tumor Hotspot Panelを

使用しました。このパネルは、244のアンプリコンからなり、様々

な固形腫瘍と幅広く関連する59の癌遺伝子及び腫瘍抑制

遺伝子を標的としています（Table 1） 。

バーコードの組み込みと標的領域の増幅が完了した後、ライブ

ラリーの調製、精製及び定量を行い、illuminaプラットフォーム

でシークエンスしました。Tapestri Pipelineソフトウェアで

Fastqファイルを処理し、Loomファイルを作成しました。この過

程で、リードは細胞バーコードに基づいてグループ化され、各細

胞の変異プロファイルが構築されます。この後、Loomファイル

をデスクトップ用ソフトウェアであるTapestri Insightsに読み

込ませ、データのフィルタリング、可視化及び解釈を行いました。
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Table 1. Tapestri Single-Cell DNA Tumor Hotspot Panel

遺伝子リスト。

転移巣間の不均一性を明らかにするために、ある1検体に由

来する4つの転移巣及び1つの正常肝組織がFrancis Crick

Instituteから提供されました（Figure 1）。これらの組織は、

採取後に極低温で凍結されました。凍結組織を滅菌処理済

みメスでスライスして断片をまとめた後、Frozen Tissue for

Single-Nuclei DNA Sequencing user guide4に従って、

処理しました。このプロトコルはシンプルで、通常のTapestriの

ワークフローに追加されるハンズオンタイムは1時間程度です。

各組織サンプルから平均3.4 x 106（1.4 – 7.7 x106）

個の核を単離し、最大150,000核/ランをTapestriの解析

に使用しました。illumina HiSeq® 2500 systemによる解

析に先立ち、各シングルセルライブラリーの一部を illumina

MiSeq® systemでシークエンスしてライブラリーQCを行いまし

た。

メラノーマの転移巣からの核抽出

Results

単離核から高品質なシークエンスデータが得られ（Table

2）、5サンプルで合計26,549核（平均スループット = 約

5,300核/サンプル）がシークエンスされました。さらに、パネル

の読み取り均一性は一貫して平均85%超であり、78X/アン

プリコン/核のカバレッジデプスは高品質なバリアントコールの実

施に十分でした。

質の高いパネルと新鮮凍結固形腫瘍核

シークエンシングデータ

Table 2. 各サンプルのパネル及びシークエンスのパフォーマンス。パネルの

均一性（Panel uniformity）は、平均カバレッジデプスの20%以上

のカバレッジデプスでカバーされた領域の割合を表しています。

シングルセルデータはバルクNGSデータと

強く相関

Tapestri Platformで検出された疾患関連変異は、過去に

バルク解析で同定された変異と一致しました。さらに、疑似バ

ルク解析（Tapestriのシングルセルデータから細胞バーコード

を情報解析で除いたもので行った解析）と比較して、疾患関

連変異のバリアントアレル頻度（VAF）の集合は、バルクデー

タとよく相関しました。Figure 3は、肺転移サンプルにおける相

関を示しています（y切片 = 0.01、R2 = 0.97、傾き =

1.04）。このデータは、Tapestriのシングルセルデータの集合

がバルク解析のVAFを、高い一致度をもって、再現することを

示しています。
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Figure 3. Tapestri Platformのシングルセルデータをバルクデータに

変換して算出したVAFは、過去にバルク解析で得たデータと強く相関しまし

た（肺転移サンプル）。

真のクローン構造の検出、転移巣全体の

進化系統樹の再構築

様々な転移性腫瘍のシングルセル解析によって、腫瘍の不均

一性、クローン構造及び疾患の系統樹に関する、他に類を見

ない、多くの洞察を得ることができました。

各クローン内で共起している特異的な変異によって、各サンプ

ル内のクローンの構成を決定しました。

すべてのサンプルの全細胞における変異の割り当てをTable 3

に示しました。疾患関連変異を6種推定し、これを基に5つの

組織で合計5種のクローンを同定しました。すべてのクローンに

存在する変異パターンを基に、ファウンダークローンの候補を定

義しました（BRAF p.V600K及びKDR ncSNVの二重変

異）。

このデータを基に、2つのクローン進化の系譜を推定しました。

ファウンダークローンの癌遺伝子NRAS p.Q61L変異の獲得

によって、Clone 1を導く1つ目の系譜を定義しました。がんの

進展に伴い、この癌遺伝子の変異アレルで増幅・野生型アレ

ルの欠失が起こり、Clone 2が形成されると考えられました

（BRAF p.V600K/ KDR ncSNV/ NRAS p.Q61L）。

このクローンでは、野生型NRASアレルは検出されませんでした。

そして、Clone 2はMTOR ncSNV変異を獲得し、四重変異

クローンであるClone 3を形成しました。

Clone 4を形成するがん遺伝子NRAS p.G13R変異の獲

得によって、2つ目の系譜を明らかにしました。このクローンは、

BRAF p.G593Dの獲得によって、四重変異であるClone 5

に進化しました。両系譜におけるBRAF p.V600K変異の

VAFの増加は、シングルセル解析によってのみ観察可能であり、

遺伝学的不均一性のさらなる層を明らかにし、体細胞遺伝

子変異（増幅）による疾患の進展を表している可能性を表

Table 3. Tapestri Platformによって全サンプル間で同定されたすべてのクローン。すべてのクローンに存在する変異パターンを基に、ファウンダークローンを推定

しました。WTは野生型アレル、HETはヘテロ接合性変異、HOMはホモ接合性変異を表しています。
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しています。Figure 4に系統樹モデルを示します。

Figure 4. A. 各クローンの進化を表す系統樹。B. すべての組織サンプル

におけるクローンの分布。

*ファウンダークローン。**Clone 1と異なり、Clone 2では野生型アレル

が検出されませんでした。

Tapestri Platformは正常と推定される組織内で僅かなク

ローンが検出されたことは重要ですが、これはこのサンプルにお

ける悪性疾患の程度を考慮すると驚くことではありませんでした。

三重変異クローン（Clone 1及びClone 2）が正常肝組織

で検出されたことから、正常と推定される組織内における悪性

疾患の存在が示唆されました（Figure 5）。これらのクロー

ンは、合計0.15%（5細胞）を占め、過去のバルク解析で

は検出されませんでした。治療反応の追跡や疾患の寛解と再

発のモニタリングにおいて、僅かなクローンを検出することは極め

て重要です。

希少クローンの検出

Figure 5. すべての組織における三重変異クローンの分布。正常組織で

僅かな三重変異クローン（合計5細胞）が検出されたことは、野生型細胞

の背景に存在する僅かながん細胞を検出するシングルセル解析の能力を表

しています。

腫瘍純度の正確な測定

腫瘍の純度は、一般的に、病理医による組織切片の視覚的

分析や画像解析によって決定されますが、本アプリケーション

ノートでは、各サンプル内の変異型又は野生型細胞の分布に

よって、純度を明瞭に決定しました。 Figure 6では、

Tapestri Platformのシングルセル解析で同定した各サンプ

ル内の変異型及び野生型細胞の分布がまとめられており、組

織学的解析よりも正確に腫瘍の純度を測定できる可能性が

示されています。
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Conclusion

• 様々な固形腫瘍サンプルから単離した核を用いて、ライ

ブラリーが調製されました。

• シングルセル解析は、バルク解析と強く相関したため、確

信をもって、過去に得た結果と比較することが可能です。

• シングルセル解析は、各サンプル内のクローンを明確に同

定し、クローン系統樹の再構築を可能にします。

• 肺組織で観察された異なる系譜のクローンは、疾患の複

雑な進展を表しています。

• 僅かなクローン（0.15%）を検出したことは、疾患の

進展のモニタリングにとって重要です。

• シングルセルの遺伝子レベルで、腫瘍の純度が測定され

ました。

Figure 6. 全サンプルにおける変異型細胞の分布（灰色）は、腫瘍の純

度の程度が多様であることを示しています。シングルセルのジェノタイプデータ

を用いることで、野生型細胞を直接的に検出し、ダウンストリーム解析から除

外することができます。
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