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研究成果の概要（和文）：大腸がんの再発の有無は原発巣における腫瘍免疫応答の違いが考えられている。術後
に再発した早期（ステージIまたはII）の大腸腫瘍症例10例に対して、マルチリージョンWESを実施した。その結
果、大腸がん症例のアームレベルのCNA（倍数性）を比較したところ、再発陽性例の原発巣の方が非再発の原発
巣に比べて有意に多く見られた（p < 2.2e-16）。SNVの数とアームレベルのCAN(7p、7q、20p、20q染色体)との
間に逆相関があることをTCGA409例の大腸がんで明らかにした。また原発巣の比較で再発陽性（n = 40）、再発
陰性（n = 232）に比べてCYTが低かった。

研究成果の概要（英文）：The presence or absence of recurrence of colorectal cancer is thought to be 
due to differences in tumor immune responses in the primary tumor. We performed multi-region WES on 
10 cases of early stage (stage I or II) colorectal tumors that recurred postoperatively. The results
 showed that arm-level CNAs (multiplicity) in colorectal cancer cases were significantly more common
 in primary tumors of recurrence-positive cases than in non-recurrent primary tumors (p < 2.2e-16), 
and that there was an inverse correlation between the number of SNVs and arm-level CANs (chromosomes
 7p, 7q, 20p, and 20q). We found an inverse correlation between the number of SNVs and arm-level 
CNAs (chromosomes 7p, 7q, 20p, and 20q) in 409 TCGA colorectal cancer cases. CYT was also lower in 
recurrence-positive (n = 40) compared to primary tumors (n = 232) and recurrence-negative (n = 232).
  Pre-metastatic sites before the initiation of the metastasis can prevent cancer metastasis in the 
future.

研究分野： 外科

キーワード： 腫瘍免疫応答　コピー数変異　TCRレパートリー　腫瘍抗原　大腸がん再発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
われわれはコピー数異常（CNA）が、原発巣における早期から進行した腫瘍へのがん進化を促進する最も重要な
選択圧であることを明らかにした。進行がんにおける中立進化の過程では、がん細胞のネオアンチゲン（NAG）
の減少と細胞傷害性T細胞のTCRレパトア多様性が、クローナルなCNAやいくつかのドライバー変異とともに、原
発部位から再発部位への術後再発発症を規定していた。本助成をいただき明らかにした結果に基づき、転移プロ
セスの開始前に、転移前の部位でCTLを活性化することは、今後がんの転移を防ぐことが可能になることが期待
され、医療費逓減が求められている今日、社会的意義は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
医療費逓減のための無駄のない医療資源の投入が求められている。大腸がんに対する高額の化
学療法における抗腫瘍効果は個人差があり、その一因として原発巣における腫瘍免疫応答の違
いが考えられている。すなわち腫瘍免疫応答は A)元々遺伝的背景で規定されているか？B) 局所
の SNVによる neoantigenにより支配されるか？明らかにしたい。遺伝的背景を示す遺伝子多
型とがん局所の腫瘍免疫応答関連分子の発現変異との関係性を明らかにすることに主眼をおい
ており臨床的にも ICI 治療適応の是非を決める重要な指標となる可能性がある。特に A)に関し
ては、令和 2 年度はミスマッチ修復酵素をコードする遺伝子 MLH1, MSH2 の生殖細胞系列変
異を有するリンチ症候群の大腸がんに注目して解析を行っている。われわれは、MSI-H 大腸癌
で、新たに収集したマルチサンプリングのデータセットと、シングルサンプリングの大規模なデ
ータセットを使用して、大腸癌の進化とそこに関わる免疫の選択圧の変化について解析した。 
 
本報告書では特に現在成果をあげた B)に関して述べる。すなわち大腸がん原発巣から転移巣を
形成する上で腫瘍抗原、免疫担当細胞による腫瘍免疫が如何に応答しているかを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
大腸がんの再発転移巣は早期発見・早期切除により生命予後の延
長が期待される。また早期発見のためには再発転移巣を形成する
機序の理解が重要である。われわれは再発を創出する進化の選択
圧として、癌ゲノムレベルの進化と腫瘍免疫応答の関与を明らか
にする。原発巣切除日から再発を確認した日までの実際の期間を
真の「無再発期間(TTP)」として、原発巣および転移巣のがんお
よび宿主免疫応答に関する様々な因子について TTPとの関係を
明らかにする。 
 特に申請時記載のごとく、大腸発がん・癌進展に寄与すると考
えられる腫瘍免疫応答関連分子の遺伝子多型とがん微小環境お
よびがん体細胞変異との関係に注目した。遺伝子多型に起因して
局所の発がん・がん進展に影響を及ぼしうる主な機構について枠
内に列挙している。たとえば、浸潤リンパ球そのものの発現低下
(CD8A, CD4)、免疫チェックポイント機構破綻による免疫疲弊
(CTLA4, PD1)、制御性 T細胞の発現(FOXP3, CCR4)、HLA発
現低下。T細胞レパトア対応不全がある。Neoantigen(免疫原性
低下)は腫瘍の体細胞変異により規定されるが、予測にはHLAの
評価が必要である。本研究では『がん微小環境における腫瘍免疫
応答関連分子の発現や変異は、全身的な遺伝学的背景(遺伝子多型)に影響をうけるのか？あるい
は、発がんまたはがん進展のために有利な同分子の体細胞変異クローンの局所の存在が生存に
寄与するのか？』明らかにする。 
 
３．研究の方法 
登録患者 術後に再発した早期（ステージ Iまたは II）の大腸腫瘍症例 10 例に対して、マルチ
リージョン WESを実施した。さらに，The Cancer Genome Atlas（TCGA）データベースの大腸が
んデータを以下のように適用した． 
 
倫理審査 本研究のデザインは、患者が入院している病院の機関審査委員会および倫理委員会に
よって承認された（九州大学病院機関審査委員会：プロトコル番号 2010-1058、がん研有明病院
機関審査委員会：プロトコル番号 12-27）。本研究は、ヘルシンキ宣言に示された原則に従って
実施されました。本研究の参加者全員から書面によるインフォームドコンセントを得た。 
 
サンプルの収集と準備  All Prep DNA/RNA Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて、新
鮮凍結腫瘍検体および隣接正常腸粘膜よりゲノム DNAおよび RNAを抽出した。 
 
TCR レパートリー解析 凍結したばかりの腫瘍サンプルから抽出した RNA から、サンプルバーコ
ード付きの TCRβ配列を、既述の方法で合成し、増幅した。取り込んだ DNAは、MiSeq（Illumina, 
San Diego, CA, USA）を用いて、ペアエンド 150bpリードオプションで配列決定した。シーケン
スデータは，MIGEC ツールおよび VDJtoolsを用いて解析した． 
 
全エクソームシークエンス SureSelect Human All Exon 50 Mb kit（Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, USA）を用いて，製造者の指示に従って DNA をキャプチャーした。取り込んだ DNA
は，HiSeq 2500（Illumina）を用いて，ペアエンドの 75-100bpリードオプションで配列決定し
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た。 
 
コピー数異常 DNAを処理し、Human Omni Express Bead Chip Kit（Illumina）にハイブリダイズ
させた。イルミナ社の GenomeStudio ソフトウェアを用いて、生の出力データから B対立遺伝子
頻度（BAF）および log R 比（LRR）を求めた。BAFと LRRを ASCAT アルゴリズムに投入し，純度
と対立遺伝子特異的な絶対的 CN を推定した。DNA の質が悪すぎて上記のキットを使用できない
場合は、ソフトウェアツール EXCAVATOR（http://sourceforge.net/projects/excavatortool/）
を用いて WESデータから CNAを検出し、そのデータを解析に適用した。 
 
Mutation call  Seq dataは、パイプライン（https://genomon-project.github.io/GenomonPagesR/）
で処理した。シークエンスリードは、デフォルトのパラメータを用いて、BWA バージョン 0.7.8
で NCBI Human Reference Genome Build 37 hg19に照合した。ポリメラーゼ連鎖反応の重複リ
ードは Picardで除去した。Mutation callは、EBcall アルゴリズムを用いて、以下のパラメー
タで行った。1) マッピング品質スコア≧20, 2) 塩基品質スコア≧15, 3) 腫瘍と正常の両方の
深さ≧10, 4) 腫瘍のバリアントリード≧4, 5) 腫瘍サンプルのバリアントアリル頻度（VAF）
≧0.02, 6) 正常サンプルの VAF≦0.01。 
 
ネオアンチゲン(NAG)の予測、HLA ジェノタイピング(Hayashi 法) 全ゲノムシークエンスデータから
の HLA ジェノタイピングには、サンプルの HLA配列の予測とともに、ショートリードデータから
正確な HLA ジェノタイピングを行うように設計されたベイズ法の ALPHLARD法を用いた。後者の
機能は、腫瘍サンプルとマッチした正常サンプルの HLA配列を比較することで、体細胞変異の同
定を可能にした。事後確率の統計的定式化は、HLAタイプ（参照配列）のペア、サンプル HLA配
列のペア、配列リードのセット、1つまたは 2つの変数のセット（j番目の要素 Ijは、j 番目の
リード xjが以下から生成されたことを示す）として記述された。 
 
Neoantimon による潜在的な腫瘍抗原(NAGs)の予測 上記の統計的手法を用いて、個々の患者の HLA
タイプを得た。次に潜在的な NAG を特定するために、https://github.com/hase62/Neoantimon 
で利用可能な自動化パイプラインを使用した。このパイプラインは、WESデータから、変異位置
を含む変異型および野生型のペプチドを簡単かつ自動的に構築し、主要組織適合性複合体（MHC）
分子への結合親和性を計算し（netMHCpan3-0による）、変異位置の VAFに基づいて RNA発現デー
タおよび腫瘍特異的 RNA発現データを統合することが可能である。 
 
RNA シークエンス（RNA-Seq）再発陽性大腸がん 10 例の原発巣において、8つの原発部位から抽出
した逆転写 RNAの集団から cDNA断片の塩基配列を決定した。Illumina HiSeq 2500システムで
最大 30億回のシングルエンドリードを生成した。 
 
４．研究成果 
 
術後の再発を規定する原発腫瘍における選択圧 われわ
れは原発巣は stage I または II期で非再発大腸がん 8
症例(PCRC)と原発巣は stage I または II期だが再発
陽性大腸がん 8 例(CRCR)間で、非同義性突然変異(SNV)
と提示抗原(NAG)およびコピー数変異(CAN)数を原発巣
において比較した。患者の主要組織適合性複合体（MHC）
分子に対するネオペプチドとその結合親和性を同定
し、半減期最大抑制濃度（IC50）が 50nM 以下の強い抗
原性を持つものをネオペプチド(NAG)と定義した。抗原
性は、CRCRよりも PCRCの方が強い傾向にあった。  
 次に、われわれの大腸がん症例のアームレベ
ルの CNA（倍数性）を比較したところ、PCRCよりも CRCR
の方がはるかに多く見られた（p < 2.2e-16）。SNVの数
とアームレベルの CNA との間に逆相関があることを確
認するため、TCGAの 409 例の大腸がんを評価した。大
腸がん症例では、7p、7q、20p、20q染色体に代表的な
クローン増幅が観察された。TCGA データベースに登録されている大腸がん症例の全染色体間の
関連性を示したところ、44アーム中 22 アーム（50％）が有意な逆相関を示した（q値＜0.1）（表
S2）。この異数性と変異負荷の逆相関は、Taylorらが報告したかつての知見から支持された。 
 
CNA の高い大腸がんでは、腫瘍免疫反応が阻害される 大腸がん症例の腫瘍免疫反応を評価した
ところ、CNが低い大腸がんでは、CNが高い大腸がんよりも細胞溶解活性（CYT）が有意に高いこ
とが 明らかになった。さらに、ステージ Iおよび IIの大腸がんに限っては、CNが高い場合と
低い場合で CYTに有意な差が見られた（p＜0.01）。また、CNと CYTの関連を調べたところ、健
常(2倍体)の大腸がん症例の多くは、異数体の大腸がん症例に比べて CYT値が高いことが示され
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た。CYT値と CN値は、ステージ Iおよび IIの大腸がんにおいてのみ逆相関していた（p = 0.0052, 
R = -0.207）。したがって、初期大腸がん症例における CTLの細胞溶解活性と二倍体染色体上の
SNVによって誘発される抗原性との関連性が明らかとなった。 

 
再発陽性大腸がん原発巣では、非再発大腸がん原発巣に比べて腫瘍免疫応答が破綻している TCGA
では、再発陽性（再発群; n = 40）の症例では、再発陰性（Non-Recurrent; n = 232）の症例に
比べて CYTが低かった。また、CYTに加えて、腫瘍免疫応答関連遺伝子の発現を比較したところ、
CD3G遺伝子の発現は、再発症例 40人に比べて非再発症例 232人（p = 0.0199）で統計学的に有
意に高値を示した。 

 
 
細胞溶解活性（Cytolytic activity; CYT）の関連性の臨床的意義 大腸がん症例の腫瘍免疫反応を評
価する重要な指標として CYTを適用した。ステージ Iおよび IIの大腸がん（大腸がん）272 例
では、CYTと OSとの間に有意な関連は見られなかったが、CYTが高い大腸がん 154例は、CYTが
低い 118 例に比べて無再発生存期間（RFS）の予後が有意に良好であった（p＜0.05）。したがっ
て、原発性腫瘍では、CNAは大腸がん症例の術後再発を助長する最も重要な必要条件であると考
えられた。 

 
考察：われわれはコピー数異常（CNA）が、原発巣における早期から進行した腫瘍へのがん進化を

促進する最も重要な選択圧である可能性を明らかにした。進行がんにおける中立進化の過程で

は、がん細胞のネオアンチゲン（NAG）の減少と細胞傷害性 T細胞の TCRレパートリーの多様性

(diversity)が、クローナルな CNA やいくつかのドライバー変異とともに、原発部位から再発部

位への術後再発発症を規定していた。したがって、本助成をいただき明らかにした結果に基づき、

転移プロセスの開始前に、転移前の部位で CTLを活性化することで、がんの転移を防ぐことが可

能になると研究代表者は確信している。 
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Chromosome Arm

原発巣 原発巣

原発巣 原発巣

原発巣

転移巣

転移巣

転移巣

原発巣

転移巣

転移巣

転移巣

転移巣

原発巣 転移巣

pvalue qvalue
0.734492 1.152292

0.792077 1.168999
0.025244 0.395251
0.850631 1.189518
0.571358 1.046158
0.426864 0.979862
0.969929 1.217473
0.204493 0.822238

0.270271 0.880279
1 1.202848

0.343145 0.918022
0.047345 0.49185
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B: 原発巣と転移巣 既報告 (Immunome) で注目された遺伝子発現 (fpkm) によるヒートマップ

A: 原発巣と転移巣 のコピー数変異の比較
図 2
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C: 原発巣に比べて転移巣で有意に過剰発現していた遺伝子 (TIM-3)
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