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研究成果の概要（和文）：本研究では単に食道がん原発巣切除標本のマルチサンプリングから進化解明を行う基
礎研究の内容から、食道がんに対する重要なアームのひとつであるCRT治療感受性(抵抗性)の機序解明や予測法
の確立に活かすという臨床研究へと方向性をシフトした。食道がん28例に対してCRTを実施したところ14例が抵
抗性群であり、4例については治療前と再発後に各々4～6検体のゲノム精緻解析を実施した結果、再発時の系統
樹様式と再発クローン特異的シグネチャー、ゲノムコピー数変異の特徴を明らかにした。また、食道がん原発巣
99例ついてはメチル化解析も併施しており、オミックス解析の結果、特定の遺伝子変異との関係性について明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：Recent trends of the current research field of cancer evolution in the world
 compels us to shift from basic research to engender the results to forge the more clinical outcome.
 We treated CRT for 28 cases of esophageal cancer (EC) cases, fourteen cases were resistant to the 
treatment. In 4 out of 14 resistant tumors, we implemented the multi-sampling analysis of 4-6 
specimens from pre-CRT tumors and post treatment recurrent tumors for applying to NGS analysis. 
Consequently, we discovered the recurrence specific evolutional phylogenic tree of evolution, the 
recurrence specific mutation signatures and the specific copy number aberration observed especially 
in recurrent tumors. Thanks to this grant, we could discover one of the approaches to connect the 
basic knowledge of the cancer evolution to the clinical works. In addition, we conducted the 
methylation analysis of 99 cases of primary EC, and identified a methylation associated mutated 
gene. 

研究分野：消化器外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
食道癌は消化器悪性腫瘍の中で悪性度の高
い癌腫として知られる。その理由は一般的に
重要臓器が隣接しリンパ流が豊富である為
と考えられるが、食道癌細胞自体の悪性度の
高さも考えられている。様々な癌腫における
株化細胞レベルの悪性度の解析はなされて
いるが、実際の原発巣におけるゲノムまたは
エピゲノムレベルにおける進化(evolution)に
ついて解析し、比較した研究はない。 
 これまでに原発巣の「進化」をマルチサン
プリングのアプローチをしたのは、膵臓癌
(Yachidaら Nature. 2011)、腎癌(Gerlingerら、
New Eng J  Med. 2012)であった。大腸癌は自
験例(Uchi R., PLoS Genet. 2016, Saito, et al. 
Nat Commun. in revision)あり、その結果、大
腸がんは Darwinian から Neutral への進化
のシフトであることを明らかにした。 
 食道癌に関してこの様な研究はなされて
おらず、癌腫別の比較・統合解析により、「な
ぜ食道癌は悪性度が高いのか？」について明
らかにすることが期待され、当初われわれは
大腸がん同様に、旧目標 1 として、『食道が
ん原発巣切除臨床検体のマルチサンプリン
グ進化解明』を予定していた。ところが、進
化研究の先駆者である Swanton C.のグルー
プの McGanahan らが NSCLC に対する
Pembrorizmab の抗腫瘍効果は clonality の
高い neoantigen を有する症例群において著
効することを明らかにした (Science. 2016 
351:1463-9)。世界の動向として、『進化研究
の成果を臨床に活かすこと』へとシフトした。
したがってわれわれは食道がんに対する重
要なアームのひとつである治療感受性（抵抗
性）の機序解明や予測法の確立に活かすこと
へと方向性を変更した（改正目標 1: A）。 
 また、われわれは先行研究にて、食道扁平
上皮癌（ESCC）144 症例について全エキソ
ン解析を行い、ドライバー変異と重要な
pathwayや signatureを報告した。当初の研
究計画にあった、実際の原発巣におけるゲノ
ムまたはエピゲノムレベルにおける進化
(evolution)について解析する（改正目標 2: B）。 
 
 なお、申請当時に掲げた、旧目標 2『発癌
環境生活因子・関連遺伝子多型と 4因子との
関係』については特に有意な結果を認めなか
った。旧目標 3『自験例多数例 exome DBに
よるMRAによるドライバー遺伝子の確認』
については、われわれの先行研究で同定して
おり、TP53、FBXW7, Cyclin D1などの遺伝
子については近年の癌パネル搭載遺伝子と
比較したところコンセンサスをえられた、と
考えている。さらに旧目標 4『シングルサン
プル解析の有用性』および旧目標 5『バイオ
マーカー』については、進化研究の臨床応用
についての方法についてのテーマであり、改
正目標 1で代用した。 
 
 

２．研究の目的 
A: 癌が難治であることはその多様性に原因
があり、多様性を生じる機序を解明できれば、
多様性を克服するための治療標的分子を明
らかにする、あるいは数理統計学的に多様性
を客観的に評価することが可能になれば、新
たな治療抵抗性（感受性）評価のためのバイ
オマーカーとすることができる。したがって、
進化解析の成果を臨床にこの観点から、食道
がんに対する放射線化学療法（CRT）により、
いかに進化するのか？ 
 食道癌に対する化学放射線療法（CRT）は
有効な治療だが高頻度に再発し、耐性機構の
解明は喫緊の課題である。本研究は「腫瘍免
疫の腫瘍内不均一性」に着目し、CRT後再発
に至る機構を明らかにする。一部にのみ存在
する異常を捉えるために食道癌原発巣をマ
ルチサンプリングし、次世代シークエンサー
を用いて癌・宿主免疫の腫瘍内不均一性の変
遷（CRT前～再発）を解析する。①癌細胞に
より抗原提示される腫瘍特異的変異抗原
（neoantigen）を同定し、②宿主の抗原認識
に重要な腫瘍浸潤 T 細胞の受容体多様性
（TCRレパトア）を経時的に評価する。再発
のドライバーとなる免疫機構を回避する
neoantigenや TCRレパトアの質的異常を同
定することで、CRT耐性に至る腫瘍免疫異常
を解明し、治療効果予測バイオーカーや治療
標的の発見に繋げたい。 
 
B: 本研究ではさらにエピゲノムレベルの解
析を併施し ESCC の発癌および癌進展にお
ける意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
A: 食道癌 CRT 症例の感受性群と抵抗性群の
ゲノムプロファイルの違いと経時的マルチサ
ンプリングによる進化解明： 
1）食道がん 28 例に対して 50-70 Gy、シスプ
ラチン+ 5-FU 施行。1 年以内の再発を抵抗性
群(14 例)、無再発例を感受性群(14 例)として、
各症例の術前採血および生検 DNA を採取した。
エキソームシーケンスは regulatory element
を カ バ ー す る Whole-exome sequencing 
SureSeect V5 + Reguratoly 113.7Mb 
(Promoter+Enhancer)を用いた。 
 
2）治療抵抗性（再発）4症例については、原
発巣を CRT 前（①～④）および再発時（⑤～
⑦）、複数ヵ所採取。正常検体（末梢血）も採
取する。各検体から DNA/RNA 抽出、腫瘍内不
均一性解析に用いた。 
 
B: 外科的切除を行った術前無治療の
ESCC90例の癌部と非癌部より DNAを抽出
し bisulfite処理の後、メチル化アレイを行い
網羅的に解析、既知の SNP アレイ・全エキ
ソン解析と臨床病理学的因子を合わせた統
合プロファイルを作成した。 
 



４．研究成果 
A: CRT 耐 性 ク ロ ー ン の 系 統 樹 . 
(Non-responder) 
1) 再発時の進化系統
樹：再発病変では、初
発時と一部の変異を共
有するものの、新たな
変異が多数出現し『治
療誘導性の進化』が想
定されることが明らか
にされた。また、代表
症例では再発病変にの
みに認めた変異遺伝子
が観察された。これら
の変異は未治療時にサブクローンとして存
在、もしくは再発時に新たに獲得され、抵
抗性に寄与すると考えられる。 
 
2）再発例における特異的 signature の同定： 
再発腫瘍で増加していた signature を同定
した。下図では左側から再発後、治療前、
日本人自験例(144 例)、中国高リスク群(88
例)(Nature 2014)、中国低リスク群(113
例)(Nat Genet 2015)、TCGA (Nature 2017)
における、A>T 変化の割合を示す。したがっ
て再発後に特徴的な siganture の変化であ
った。 
したがって、マルチサンプリングによる進化
研究により、治療抵抗性遺伝子およびゲノ
ム上のsignatureの特性を明らかにしえた。 

 
3）再発例のゲノム変異の特徴・クローン進
化：多領域シーケンスの変異とコピー数解
析結果より CRT 後の再発腫瘍では、コピー
数 profile が一致していることから、未治
療時クローンの多くが、CRT 後も生き残る。
一方、CRT を生き残ることで再発腫瘍は、無
数の中立変異を獲得し、未治療時と異なる
変異を多く有する。すなわち進化の系統樹
が枝分かれすることも明らかした。 
以上、現在、論文投稿中である。 
 
B: メチル化ステータスに基づいた階層的ク
ラスタリングによって、全症例を３群（高メ

チル化群、中等度メチル化群、低メチル化群）
に分類することが可能であった。次に統合プ
ロファイル解析を行ったところ高メチル化
サブグループにおいて、LRP1B の focal 
deletion が高頻度に見出されたが（p=0.04）、
飲酒のリスク因子、喫煙習慣などについて特
に有意差はない。LRP1B は LDL 受容体ファミ
リーのひとつであるが、その点突然変異は非
小細胞肺癌に多く認められ腫瘍形成に関与
すると報告されている。他方、扁平上皮癌に
おけるLRP1B高メチル化が浸潤転移に関与す
るとの報告もある(Cancer Res. 2004, Cancer 
Sci.2006)。しかし、臨床病理学的因子で比較
しても LRP1B(+)症例は特に有意差を認めて
いないが、LRP1B focal deletion 症例は有意
に予後不良であった。リンパ節転移の頻度や
分化度にも有意差を認めていない。本研究に
おいてLRP1Bの点突然変異のみならず高メチ
ル化の併存する ECSC サブグループは臨床的
に高い悪性度を示すことから、LRP1B が食道
発癌から進展に到るまで恒常的に重要な役
割を担うことを明らかにした。 
 尚、われわれは遺伝子多型解析について、
感受性マーカーのひとつとして解析を行っ
た。すなわち、Candace D らは膀胱腫瘍にお
いて、rs1014971 の SNP は、膀胱癌のリスク、
APOBEC3B 発現の増加、APOBEC signature 変
異の増加と関連していたことを報告した(Nat 
Genet. 2016)。食道がんにおいても SNP array
の結果、APOBEC3A/B 遺伝子領域の上流近傍の
SNP (rs1014971, rs5757391) のリスクアレ
ル頻度と APOBEC3A/B 遺伝子の発現、メチル
化および APOBEC signature のデータをまと
め、APOBEC 関連 SNP のリスク多型との関わり
を調べた。その結果、食道癌患者では risk 
genotype(T/T)は健常者よりやや多い傾向に
あることを明らかにした（投稿中）。 
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