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研究成果の概要（和文）：我々は、上部消化管腺癌におけるF. nucleatumの検出系をreal-time PCRで確立し
た。全115例（83.3%）中40症例（34.8％）においてF. nucleatumのnusG遺伝子が検出された。多数の臨床病理学
的・分子生物学的因子に関して検討を行ったところ、いずれの因子においてもF. nucleatumの有無で有意な差は
認められなかった。腫瘍の占拠部位、ピロリ感染の有無、免疫学的因子（CD8やFOXP3の浸潤細胞数）においても
有意な差は認められなかった。予後にも有意差を見いだせなかった。上部消化管腺癌においてF. nucleatum有す
る腫瘍の特徴は見いだされなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a detecting method of F. nucleatum, targeting 
nusG, using real-time PCR. We examined the clinicopathological, molecular characteristics, and 
prognostic effect of the tumor with F. nucleatum (+) tumors, compared to those without. In a total 
of 115 cases with gastroesophageal adenocarcinoma, F. nucleatum was detected in 40 cases (34.8%). We
 analyzed factors like gender, age, tumor location, H pylori infection status by gastroscopy, 
disease stage, PD-L1 expression on tumor cells, intra-/peri-tumoral CD8(+) lymphocyte infiltration, 
intra-/peri-tumoral FOP3(+) lymphocyte infiltration, EBV infection, MSI status, Ki-67 intensity, 
TP53 mutation, HER2 status, LINE-1 methylation level, and CpG methylator phenotype (by using MGMT, 
CHFR, and CDKN2A). However, there was no significant differences. We could not find any prognostic 
difference between the two, in disease-specific survival, time to recurrence, relapse-free survival,
 or overall-survival.

研究分野：消化器外科学、食道癌・食道胃接合部癌・胃癌、microbiome
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研究成果の学術的意義や社会的意義
microbiome は癌、肥満、炎症性腸疾患、非アルコール性脂肪性肝疾患との関連が明らかにされ、注目を集めて
いる研究の一つである。これまで我々は大腸癌患者では腸内細菌叢の中でFusobacterium が健常人よりも多く生
息し、Fusobacterium が多い症例では予後が不良であることを解明した。今回、胃腺癌や食道胃接合部腺癌にお
けるFusobacteriumの有無が、臨床病理的・分子生物学的に、あるいは予後・再発に影響を与えるかについて検
討したが、有意な差が得られなかった。上部消化管癌においてFusobacteriumは腫瘍の悪性化に関与していない
可能性が高いと考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Microbiome とは人体に生存する微生物群とその遺伝子および代謝活性の総称である。人体に
おいては、13 兆のヒト細胞が 130 兆の細菌細胞と共存しており、また、2 万のヒト遺伝子が、
500 万～800万の細菌遺伝子、いわゆるmicrobiome と共存している（Cho I et al. Nat Rev 
Genet. 2012）。 近年、microbiome は癌、肥満、炎症性腸疾患、非アルコール性脂肪性肝疾患
など様々な疾患との関連が明らかにされ、注目を集めている研究の一つである。Microbiome は
疾患の予防や治療、また様々なバイオマーカ-として要望なターゲットとなり得る可能性がある。
様々な癌腫において、microbiome の変化が発癌、癌の進展に寄与することが報告されている。
大腸のMicrobiome の変化が上皮のバリア機構を破綻させ、慢性炎症により大腸癌の進展を促
進することが報告された（Gallimore AM et al. N Eng J Med. 2013）。更に、In vivo で腸内細
菌を変化させることで大腸癌の発生率が増加えることが報告されている（Arthur JC et 
al.Science. 2012, Belcheva et al. Cell.2014）。肝臓癌においては肥満による腸内細菌叢の変化
が肝細胞癌の促進に寄与していることが報告されている（Yoshimoto et al. Nature 2013）。 
これまで、我々は大腸癌患者では腸内細菌叢のなかで Fusobacterium が健常人よりも多く生
息していることを見出した。さらに、切除検体のパラフィン固定標本よりmicrobiome の評価
を行い、Fusobacterium が多い症例では大腸癌の予後が不良であることを解明し報告している。
切除検体からmicrobiome の評価が可能であり、予後因子または癌治療のターゲットとして個
別化治療のマーカーとして用いられることが期待される。胃癌においては Helicobacter pylori 
感染が発癌の原因の一つであることは良く知られているが、胃粘膜の細菌叢の変化と胃癌の関
係については未知な部分が多く、十分に解明されていない。本研究では、上部消化管腺癌にお
ける Fusobacterium Nucleatumに注目し、その臨床病理学的意義について検討することとす
る。 
 
 
２．研究の目的 
上部消化管腺癌（胃腺癌、食道胃接合部腺癌）症例における Fusobacterium Nucleatumを検
出し、その臨床病理学的特徴を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
203 例の上部消化管腺癌の FFPE から DNA を抽出し、StepOnePlus™ Real Time PCR 

system(Applied Biosystems)を用いて Taqman probe法にて細菌 DNAに共通の保存配列であ

る 16S配列を検出した。さらにその中で Fusobacterium Nucleatumの nusG遺伝子を検出す

る。用いたプライマーの塩基配列を以下に示す（表 1）。Thresholdに関しては 0.2を採用した。 
 
＜表 1．本研究で用いたプライマーの塩基配列＞ 

 
 
４．研究成果 
（1）Real-time PCR 法による Fusobacterium Nucleatum の検出 
サンプルからの DNA 抽出が可能となった 138 例中 115 例（83.3%）において 16S DNA が検出され
た。さらにこのうち 40 症例（34.8％）において Fusobacterium Nucleatum の nusG 遺伝子が検
出された。これら 40症例を Fusobacterium Nucleatum 陽性とし、残りの 75 症例を陰性とし、
臨床病理学的に検討することとした。 
  
（2）Fusobacterium Nucleatum 検出の有無による臨床病理学的因子の比較解析 
 
 
 
 



 
＜表 2．臨床病理学的・分子生物学的因子の比較＞ 

total Negative Positive

Total No. of patients 115 75 (65%) 40 (35%)
 
Gender 0.82*

Female 25 (22%) 17 (23%)   8 (20%)
Male 90 (78%) 58 (77%) 32 (80%)

 
Age at surgery (mean ± SD) 69.3±12.1 68.9±12.5 70.1±11.5 0.88
 

Body mass index (kg/m2) (mean ± SD)
*not all cases

22.7±3.2 22.7±3.4 22.8±2.9 0.80

 
Siewert classification 0.84

Type I   8 (  7%)   5 (  7%)   3 (  7%)
Type II 66 (57%) 41 (54%) 25 (63%)

Type III   7 (  6%)   5 (  7%)   2 (  5%)
G 34 (30%) 24 (32%) 10 (25%)

Barrett's esophagus 0.79*
Absent 68 (78%) 43 (77%) 25 (81%)
Present 19 (22%) 13 (23%)   6 (19%)

Helicobacter pylori
*not all cases

0.99*

Negative 4 (33%) 2 (40%) 2 (29%)
Positive 8 (67%) 3 (60%) 5 (71%)

Disease stage 0.69
I 28 (24%) 20 (27%)   8 (20%)

II 32 (28%) 21 (28%) 11 (27%)
III 44 (38%) 26 (34%) 18 (45%)
IV 11 (10%)   8 (11%)   3 (8%)

 
Lymphatic invasion
*not all cases

0.84*

Absent 51 (48%) 34 (49%) 17 (46%)
Present 56 (52%) 36 (51%) 20 (54%)

Adjuvant chemotherapy
*not all cases

0.35*

Absent 56 (67%) 38 (70%) 18 (60%)
Present 28 (33%) 16 (30%) 12 (40%)

Recurrence
*not all cases

0.41*

Absent 69 (63%) 43 (60%) 26 (68%)
Present 41 (37%) 29 (40%) 12 (32%)

PD-L1 tumor proportion score≥1
*not all cases

0.46*

Absent 47 (85%) 30 (88%) 17 (81%)
Present   8 (15%)   4 (12%)   4 (19%)

Intratumor CD8 counts (mean ± SD)
*not all cases

306.5±225.4 309.1±191.2 302.2±278.3 0.38

Peritumor CD8 counts (mean ± SD)
*not all cases

329.5±231.0 314.9±230.8 353.6±235.2 0.47

Intratumor FOXP3 counts (mean ± SD)
*not all cases

157.2±97.3 173.2±106.7 130.6±74.4 0.24

Peritumor FOXP3 counts (mean ± SD)
*not all cases

168.2±97.8 164.6±96.7 174.0±102.0 0.80

EBV status 0.99*
Negative 114 (99%) 74 (99%) 40 (100%)
Positive     1 (  1%)   1 (  1%) 0

MSI status (6markers) 0.31
MSI-High 11 (11%)   5 (  8%)   6 (18%)
MSI-Low   3 (  3%)   2 (  3%)   1 (  3%)

MSS 83 (86%) 57 (89%) 26 (79%)

TP53  NGS status 2
*not all cases

0.59*

Mutation 33 (57%) 20 (54%) 13 (62%)
WT 25 (43%) 17 (46%)   8 (38%)

Ki-67 positivity 0.59
0-9%   1 (  2%)   1 (  3%) 0

10-29%   7 (12%)   6 (16%)   1 (  5%)
30-49% 10 (17%)   7 (18%)   3 (14%)
50-79% 30 (50%) 18 (47%) 12 (57%)

80-100% 11 (19%)   6 (16%)   5 (24%)

HER2 IHC≥ 3+ and 10%
*not all cases

0.99*

Absent 54 (93%) 34 (92%) 20 (95%)
Present   4 (  7%)   3 (  8%)   1 (  5%)

LINE-1  methylation level (mean ± SD)
*not all cases

65.6±8.8 66.3±8.6 64.3±8.9 0.37

EGJ-CIMP3
*not all cases

0.94

0 36 (45%) 24 (46%) 12 (41%)
1 22 (27%) 14 (27%)   8 (28%)
2   9 (11%)   5 (10%)   4 (14%)
3 14 (17%)  9 (17%)   5 (17%)

Clinicopathological feature
ALL Stage

Fusobacterium P
(across

subtypes)



前頁表 2に示すとおり、多数の臨床病理学的・分子生物学的因子に関して比較検討を行ったと
ころ、いずれの因子においても Fusobacterium Nucleatum の有無で有意な差は認められなかっ
た。当初注目していた腫瘍の占拠部位、ヘリコバクターピロリ感染の有無や、免疫学的因子（CD8
や FOXP3 の浸潤細胞数）においても有意な差は認められなかった（表 2）。 
 
（3）予後解析 
 Disease-specific survival （疾患特異的生存率） 
術後-再発期間（Time to recurrence）、 Relapse-free survival（無再発生存率）、
overall-survival（全生存期間）のいずれにおいても Fusobacterium Nucleatum 検出の有無別
に有意な差は認められなかった（図 1）。 
 
＜図 1．Kaplan-Meire 曲線＞ 

 
また、再発部位による検討も行ったが、Fusobacterium Nucleatum 陽性腫瘍に特徴的な再発部
位は認めなかった（表 3）。 
 
＜表 3.再発部位の検討＞ 
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