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シングルセルにおけるコピー数変異（CNV）及び

一塩基変異（SNV）の同時検出

Takeaways
Abstract

• Tapestri Platformは、同一細胞内の
CNVとSNVを一度に検出することのできる、
初のシングルセル解析プラットフォームです。

• 既存のTapestriワークフローとSingle-
Cell DNA Panelを使用して、サンプル中
のCNVとSNVの両方を、数千細胞のス
ケールで解析します。

• 遺伝子レベル、染色体レベルで増幅と欠失
（LOHも含む）を計算します。

ーラブルなSNV及びCNVの解析能力を紹介します。Tapestri Platformの新しい機能であるシングルセルCNV解析は、全ゲノム増

幅法ではなく遺伝子特異的アンプリコンによって、遺伝子レベル又は染色体レベルでのCNV検出を実現します。癌細胞株及び腫瘍

サンプルの解析において、Tapestri Platformは、シングルセル又は単離したシングル核内のCNV及びSNVを一度に検出しました。

この解析データは、Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) database1で公開されているCNV及びバルク

シークエンス結果と相関しました。こうしたシングルセルデータは、特徴的なCNV/SNVシグネチャによるクローン分集団の検出・定義を

可能にし、僅かなクローンも高い感度で同定します。

Experiment & Methods
Tapestri Single-Cell DNA AML Panel及 び Myeloid 

PanelでMutz-8、Raji、K562及びJurkat細胞を解析しました。

さらに、過去に発表した研究 2で使用した2例の腎細胞癌

（RCC）サンプルを、カスタムパネル（338アンプリコン、カバレッ

ジ~67.9 kb）で解析しました。得られたilluminaシークエンス

データを、Tapestri Pipelineソフトウェアで解析しました。

Tapestri Pipeline ソ フ ト ウ ェ ア か ら Loom及び barcode 

distributionファイルをエクスポートし、更なる解析でSNV、

indel、CNV及びLOHを同定しました。各々のサンプルは、R

の”tapestri-cnv”メソッドによって解析されました：

がんは一細胞から発展するクローン性の疾患ですが、その生来の遺伝学的

不安定性のために、その細胞集団は不均一に進化する傾向があります。一

塩基変異（SNV）によって引き起こされる遺伝子変異に加え、ヘテロ接合

性の欠失（LOH）を含むコピー数多型（CNV）もまた、がんの進展と進

化に大きな役割を果たしています。がんの不均一性はSNVとCNVの相違に

よってもたらされ、いくつかのクローンは他のクローンよりも悪性で治療抵抗性で

す。クローン集団を正確に同定することやクローン系譜を再構築することは臨

床研究にとって重要ですが、これらはシングルセル解析によってのみ達成され

ます。これまでは、同一シングルセル内のSNV及びCNVの状態を、スケーラブ

ルな費用とスループットで、決定することができませんでした。本アプリケーション

ノートでは、Mission BioのTapestri® Platformとその試薬が持つ、スケ
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セルノーマライゼーション：まず最初に、細胞の総リード数で各

細胞のリード数を正規化しました。そして、アンプリコンのリードの

分布又はSNVに基づく階層クラスター分析によって、細胞をグ

ループ化しました。既知のCNVを有する細胞クラスターをコント

ロールとして同定し、全細胞のアンプリコン数をコントロールグルー

プのアンプリコン数の中央値で除算しました。

LOHの検出：次の変異を除外しました：a. 5％未満の細胞

でしか検出されなかった変異、b. 96%以上の細胞で野生型

（WT）としてコールされた変異。グループ化された変異に基づ

いて細胞を分類し、広範囲にヘテロ接合性（HET）が連続し

てホモ接合性（HOM）又はWTであった領域をCNVとして同

定しました。

Results

Tapestri Platformを用いた信頼性のある

CNV解析及びクローナルクラスタリング

Mutz-8、Raji、K562及びJurkat細胞を、それぞれ43%、

26%、20%及び11%で混合し、Tapestri Platform及び

Single-Cell DNA AML Panelで解析しました。AML 

Panelのアンプリコンで正規化されたシークエンスリードの割合

から、解析した各遺伝子のCNVを求めました。解析した全遺

伝子のディプロイド状態が既知であることから、Jurkat細胞を

コントロールとしました。CNVデータの教師なしクラスター分析に

よって、これら4種の培養細胞株の特徴を解明し、ヒートマップ

で可視化しました（Figure 1a）。さらに、t-SNEプロットで

CNVデータをグループ化し、純粋な細胞株で過去に確立した

SNVジェノタイプに基づいて着色しました（Figure 1b、

Table 1）。このデータは、CNVベースのクラスターと細胞株

固有のSNVシグネチャとの間に強い相関を示し、同一細胞内

におけるCNVとSNVの測定を初めて示しました。すべての遺伝

子にわたって計算されたCNV値のプロットは、Mutz-8、Raji

及びK562細胞における、遺伝子特異的CNVコールの平均

（整数）を示しています（Figure 2a）。Raji細胞及び

K562細胞の13遺伝子で観察されたCNVを、COSMICデー

タベースから得た既知CNVと比較したところ、両者の間に強い

相関（R2 = 0.92）がみられました（Figure 2b）。

Mutz-8細胞では、COSMIC情報が利用できませんでした。

Figure 1：4種の細胞株の混合集団のCNVデータに基づく（a）ヒート

マップ及び（b）t-SNEプロットは、CNVの状態に基づいて、細胞株

の集団を明確に示しました。

Table 1：過去の実験で同定した各細胞株のSNVデータ。

Figure 2：Tapestri Platformで測定した（a）CNVと（b）

COSMICデータの比較は、観察CNV及び既知CNV間の強い相関を示し

ています。

1. 

2. 
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CNVの検出感度を示すために、Raji細胞にK562細胞を

50%、10％及び5％の割合で混合し、Tapestri Single-

Cell DNA Myeloid Panelによって、SNVとCNVを解析しま

した。CNVデータに基づくヒートマップ（Figure 3a）及びt-

SNEプロット（Figure 3b）は、2種の異なる細胞タイプの集

団を明確に示しました。このことは、このプラットフォームがCNV

に基づいて、僅かな細胞集団を検出できることを示しています。

Tapestri Single-Cell DNA AML Panel及びMyeloid 

Panelの解析結果は、既存のTapestri Platformで小規模

なパネル（AMLパネル、125アンプリコン）又は大規模なパネ

ル（Myeloidパネル、312アンプリコン）を解析することによっ

て、一遺伝子ベースで、CNVを検出できることを示しています。

Figure 3：Raji細胞及びK562細胞の混合集団のCNVで作成した、

ヒートマップ（a）及びt-SNEプロット（b）は、50%から5%の比率にお

ける、CNVのクラスタリングに基づいた集団を示しています。t-SNEプロッ

トは、SNVデータに基づいて着色されています。

RCCサンプルで示されたLOH

RCCでは、3番、9番及び14番染色体を含む、いくつかの染

色体領域において、LOHの割合が高くなっています3。これらの

染色体の欠失は、重要な腫瘍抑制遺伝子の欠失をもたらし、

がんの進展を促す可能性があります。Tapestri Platformが

RCCサンプル内のLOHを推測可能か検証するために、1番、

３番、９番、10番、14番及びX染色体内の複数領域を標

的としたカスタムパネルを用いて、同一腫瘍内で異なる領域か

ら採取した2サンプル2を解析しました。アンプリコンの全体で計

算したCNV値を染色体に沿ってプロットすることによって、

Sample 1の3番、９番及び14番染色体、Sample 2の3

番及び14番染色体でLOHが潜在する領域が示されました

（それぞれFigure 4a及びFigure 4b）。

染色体全体でCNVの状態を計算し、プロットしました。こうし

たデータは、Sample 2でLOHを有する細胞において、3番染

色体上のVHL、SETD2、BAP1及びPBRM1、並びに14番

染色体上のRAD51B、PTPN21及び他の遺伝子が欠失し

ていることを示しました（Figure 4d）。Sample 1では、3

番染色体上の VHL及び SETD2 、 9番染色体上の

ADAMTSL1及びCDKN2B、並びに14番染色体上のいくつ

かの遺伝子が欠失していました（Figure 4c）。

Figure 4：（a-b）RCC患者サンプル2例から得たCNVのクラスター分

析のヒートマップは、様々な染色体が消失したがん細胞及び正常な2倍体

細胞のグループを示しました。（c-d）各遺伝子のCNVプロットは、特定

遺伝子の欠失（1コピー）を示しています。

Tapestri PipelineでコールしたWT、HET及びHOMのジェノ

タイプに基づく階層クラスター分析及びヒートマップにおいて、コ

ピー数が減少しているクローンと2コピーを有する正常クローンを

区別することができました。ここで再び、Sample 1において、3

番、9番及び14番染色体にLOHの起きている集団が示され

ました（Figure 5a）。これに対し、Sample 2では、3番及

び14番染色体にLOHの起きている集団が示されました

（Figure 5b）。最後に、LOHに加えてSNVとindelを検出

し、それらは同じサンプルで過去に得たバルク解析結果 2

（Table 2）と完全に一致しました（12/12）。このデータ

は、同一クローン集団からLOH、SNV及びindelをシングルセ

ルレベルで検出するという、Tapestri Platformの能力を示し

ています。
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Conclusion
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Figure 5：（a-b）ジェノタイプによるクラスター分析は、LOH、SNV及びindelを示しています。

Table 2：過去に発表したバルクシークエンスデータで発見した体細胞ド

ライバー変異。

Tapestri Platformによって、培養細胞株及び腫瘍サンプル

から、シングルセルレベルでCNVとSNVを一度に検出しました。

カタログ又はカスタムのTapestri Single-Cell DNA Panel

によって、遺伝子コピーの欠失又は増幅を決定しました。SNV

の検出に使用したアンプリコンでCNVを計算したことから、過去

に取得したTapestriのシングルセルデータでも、このCNV解析

を行うことができます。本アプリケーションノートでは、同一細胞

からCNV、LOH、SNV及びindelを検出することのできる、初

の製品を紹介しました。
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