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研究成果の概要（和文）：Fusobacteriumは主に口腔内に生息するmicrobiomeの一種で、一般的には歯周病の原
因菌として知られている。これまで、Fusobacterium nucleatumが食道癌の進展・浸潤に関与していることを報
告してきたが、今回、Fuso 陽性症例はLINE-1メチル化レベル（ゲノム全体のメチル化レベル）が有意に低いこ
とを世界で初めて明らかにした。次に、消化器癌300例以上を解析し、LINE-1低メチル化症例では有意にLINE-1
増幅が起っていることを示した。また、LINE-1低メチル化食道癌症例では腫瘍免疫が抑制されていることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), which primarily inhabits the oral 
cavity, causes periodontal disease. F. nucleatum influences the development and progression of 
esophageal cancer. First, we showed that F. nucleatum tumors had lower LINE-1 methylation level 
(global DNA methylation). Second, we could demonstrate that LINE-1 hypomethylation was associated 
with LINE-1 copy number in esophageal cancers. Third, we found that tumor LINE-1 hypomethylation 
level was associated with a diminished peritumoral lymphocytic reaction. 

研究分野：外科腫瘍学、腫瘍免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸内細菌叢microbiomeは薬剤などにより後天的に変化させうるものであり、疾患治療のターゲットとしてもきわ
めて有望である。よって、“Fusobacteriumという口腔内に存在する菌が、食道癌のメチル化や腫瘍免疫に関与
する”という今回得られた結果は臨床応用に直結する可能性があり、創薬へ向けた橋渡し研究として極めて意義
深いものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌におけるエピジェネティックな異常には、DNAメチル化の異常、ヒストン修飾の異常、ゲ
ノムインプリンティングの異常などがあげられる。癌における DNA メチル化異常の特徴とし
て、ゲノム全体の低メチル化と、ある特定の遺伝子プロモーターの CpG island における部分的
な高メチル化がある。LINE-1 はゲノム全体の約 17％を占める転位因子であり、そのメチル化
レベルはゲノム全体のメチル化レベルの指標となりうる (Baba Y et al. Mol Cancer 2010, Baba 
Y et al. Cancer Lett 2016)。我々は、２００例以上の食道癌組織の LINE-1メチル化レベルを
Pyrosequence により測定し、低メチル化症例は予後不良であることを明らかにしてきた
（Iwagami S, Baba Y et al. Ann Surg 2012)。また、LINE-1低メチル化症例ではゲノム DNA 
の欠失、増幅などのコピー数異常を高頻度に認め、CDK6などに代表される癌関連遺伝子の増幅
により癌の悪性度に寄与していた (Baba Y et al. Clin Cancer Res 2014)。また、ユビキチンリ
ガーゼである UHRF1 がゲノム全体のメチル化レベルを制御していることを in vitro の実験系
で証明した(Nakamura K, Baba Y et al. Oncotarget 2016)。 

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。
Microbiomeは、近年、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
との関連が報告され、注目を集めている先端性の高い分野である。多くの環境因子、遺伝的因子、
エピジェネティックな因子によって調節・変更され、その人の特有な細菌状態が形成される。
Microbiomeの多様性は、体の部位、個人間、年齢、食事などによっても変化し、また時間的に
も変化する。Fusobacteriumは主に口腔内に生息するmicrobiomeの一種で、歯周病の原因菌と
して知られているが、大腸癌の発癌・浸潤へ関与することが示されていた。我々は、食道癌 325
症例の Fusobacterium nucleatum(F. nucleatum）の DNA量を定量リアルタイム PCR法にて
測定し、F. nucleatum陽性症例が有意に予後不良であることを明らかにした。 (Yamamura K, 
Baba Y et al. Clin Cancer Res 2016)。このことから、食道癌の発癌・浸潤過程においても、
microbiomeが重要な働きをしていることを実証された。 
我々は、Microbiome（腸内細菌叢）が食道癌のエピゲノム（特に LINE-1メチル化レベル）
に影響を及ぼし、癌の悪性度に寄与するという仮説を立てた。 

 
２．研究の目的 
500 例以上の食道癌データバンクを用いて、食道癌における Microbiome(ヒト微生物叢)とエピ
ジェネティック変化(LINE-1≒ゲノム全体のメチル化)の関連を網羅的に解析し、革新的な
biomarkerを開発することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
食道癌サンプルを 16S rRNA シークエンスにより解析し、microbiome を網羅的に評価する計画で
あったが、最初に、これまで研究を行ってきた Fusobacterium nucleatum と LINE-1 メチル化レ
ベルの関係を評価することとした。 
 
４．研究成果 
食道癌データベースを用いて、Fusobacterium nucleatum と LINE-1 メチル化レベルの関係を評
価したところ、Fusobacterium 陽性症例では有意に LINE-1 メチル化レベルが低いことが分かっ
た（図１）。このことから、Fusobacterium nucleatum が食道癌の LINE-1 メチル化レベルに影響
を及ぼし、癌の悪性度に寄与することが示唆された。 
 



次に、食道癌細胞株 TE8 と Fusobacterium nucleatum を共培養して、LINE-1 メチル化レベルが
変化するかを in vitro で検証した。若干 LINE-1 メチル化レベルは低下したが有意な変化は認
められなかった（図２）。In vitro での検証は難しいと判断し、LINE-1 メチル化と LINE-1 増幅
の関係を証明していくこととした。 

食道癌癌患者術後検体の癌部及び非癌部ペアのサンプルより DNA を抽出し、LINE-1 ORF2 をター
ゲットとした LINE-1 増幅解析 qPCR を行った（LINE-1 は ORF2 側よりゲノムへ新規挿入されるた
め）。癌部及び非癌部ペアで qPCR の結果を比較することにより、LINE-1 の新規挿入が癌部で多
く起こっていることが明らかになった（図 3）。 

腸内細菌が腫瘍免疫に影響を与えて癌の悪性度獲得に寄与するというデータが近年いくつかの
研究グループから報告されていることをうけて、Fusobacterium nucleatum→LINE-1 メチル化→
腫瘍免疫という関係を明らかにしたいと考えた。そこで、まず Fusobacterium nucleatum と腫瘍
免疫の関係を検証することとした。腫瘍中のリンパ球浸潤を HE標本で評価し、腫瘍免疫 
High, intermediate, low と分類した。すると、Fusobacterium が多い症例では腫瘍免疫が抑制
されていることが分かった。次に、CD3 の免疫染色を行い、CD3 腫瘍浸潤リンパ球について検証
した。そうすると、Fusobacterium 陽性症例では CD3 リンパ球が有意に少ないことが明らかにな
った（図４）。このことから、Fusobacterium は腫瘍免疫の抑制などのメカニズムにより癌の悪
性度に関与していることが示唆された。 
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