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研究成果の概要（和文）：食道がんの早期診断法の確立の前に食道がん術後患者の予後改善を実装性の高い目標
とした。このためにも食道がんに対するCRT治療抵抗性症例をいち早く検出する為のバイオマーカーを探索し
た。食道がんCRT感受性症例16例と抵抗性症例17例の治療前原発巣についてRNA Seqを先行研究で実施した。その
結果CAF(Cancer associated fibroblast)のスコアが感受性症例群よりも非感受性症例群で統計学的に有意に高
いことを明らかにした。今後は原発巣におけるCRT感受性（抵抗性）因子を同定しリキッドバイオプシーで予測
して診断することを目指す。

研究成果の概要（英文）：Prior to building just an early diagnosis of esophageal cancer, we aimed to 
establish the feasible measure to improve the clinical outcome of the postoperative esophageal 
cancer cases. We scrutinized a biomarker to identify the resistant cases to the CRT treatment 
immediately against esophageal cancer cases and conducted RNA Seq in pretreatment primary tumors 
from 16 sensitive cases and those from 17 resistance cases at first. Consequently, the CRT-resistant
 issues indicated an abundant expression of CAF (Cancer-associated fibroblast) score than the 
CRT-sensitive cases with a statistical significance. Therefore, we will discover the CRT-resistant 
marker related to the malignant CAF accumulation and apply it to the liquid biopsy assay for 
clinical diagnosis. 

研究分野：消化器外科

キーワード： 放射線化学療法　治療抵抗性　治療感受性　デコンボルーション　CAF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果によりCRT抵抗性に関わるがん微小環境側における制御機構を解明できる。すなわち多様性に富む癌
細胞に対して、がん微小環境における変異は普遍的に制御できる可能性が高く、臨床的に有意義である。また、
放射線治療は局所療法のなかでも低侵襲であり様々な癌腫で用いられている。本解析の結果得られるCAFを制御
する分子は食道がん以外でも有用な可能性があり、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 

■食道がん予後改善のために：食道扁平上皮癌（ESCC）は消化管癌の中で最も悪性度の高い癌

腫であり、5 年生存率は 40%以下と低い（がん研究振興財団「がんの統計'16」）。さらにその根

治手術は侵襲性が高く手術合併症や術死のリスクも高い。ESCC は壁深達度 T1a-LMP までの

早期癌であれば高い確率で内視鏡治療による根治が得られるため、より早期での存在診断と治

療介入が重要である。また、再発転移症例においてもその早期発見は患者予後を改善する可能性

がある。 

■再発転移の超早期診断の必要性：Tomasettiらはマウス肝転移モデルを用い、顕在性転移では

治癒は全く得られないが、微小転移段階での治療介入により 40%の症例で治癒が得られること

を示した(Tomasetti et al. Science 2017)。微小転移の段階で診断ができれば治癒を見込める治

療は可能であり不要な予防的術後補助療法を回避できる。現在、転移再発の診断には PET-CTが

最も有用であるが、7mm 未満の病変の同定は困難である。そこで近年注目されつつあるのが、

クリニカルシーケンスという概念である。 

■血液中体細胞変異検出：癌は加齢や環境要因から徐々に体細胞系変異を蓄積し、段階的に発症

する疾患である。癌細胞は壊死・融解により核酸断片(circulating tumor DNA;ctDNA)を循環血

液中へ漏出することから、ctDNA中に体細胞変異を検出できればその存在を示すことができる。 

■日本人食道がんの早期再発診断： われわれは日本人食道がん 144 例原発巣におけるエキソ

ームシーケンスを実施し、高頻度に体細胞変異を生じる遺伝子を同定(Sawada G., Gastroenterol 

2016)。その結果を基に血液 ctDNAで検出する体細胞変異を搭載した食道癌パネルを作成した。

食道がん患者の ctDNAより体細胞変異検出を試みたところ 83%の検出感度が得られた。また通

常の CT や血清腫瘍マーカーより約 6 ヶ月早い再発診断が可能であるという有用性を明らかに

した(Ueda M, Oncotarget 2017)。 

 

２．研究の目的 

食道扁平上皮癌(ESCC)は悪性度の高い癌腫であり治療過程に積極的に介入し予後改善をめざ

すことが重要である。このためのアプローチとして、術後転移再発の早期診断を掲げている。食

道がんの再発転移の選択圧となる因子は原発巣における放射線化学療法感受性(CRT)抵抗性に

あることから、CRT感受性（抵抗性）をリキッドバイオプシー(ctDNA)で診断する。まず最初に

治療抵抗性についての理解を深めた上で標的を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

手術不能食道がん 33 例を対象に照射(50-70Gy)および Cisplatin 5FU 投与を実施した。1年以内

の再発例を非感受性群(17例)、非再発例を感受性群(16例)とした。4例の局所再発例については

マルチサンプリングを実施した。本報告では RNA Seq の結果について述

べる。 

 

４．研究成果 

抵抗性と感受性とを明確に区別する特異的変異遺伝子を同定するため

に WES を実施したが、特に有意な変異を同定しえなかった。しかし CNA
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ではMYCゲノム領域の増幅を認めMYCが CRT感受性を規定す

る上で極めて重要であることを明らかにした。さらにわれわ

れは CRT 治療を受けて、感受性群(16 例)と抵抗性群(17 例)

に分けて RNA Seq を実施。 

（1） GSEA 解析：GSEA 解析では有意差を認めないものの EMT

関連遺伝子セットがエンリッチされていた(nom p-

val=0.086)。 

（2） Heatmap 解析：サンプル内の発現量に応じて遺伝子を

ランク付けして、その中の細胞型に特異的なマーカー

を考慮してエンリッチメントスコアを算出したが、既

報で effector T cell/regulatory T cell の制御に関与すると報告された遺伝子(免疫チ

ェックポイント含む)で Heatmap を作成したところ、特に抵抗性群と感受性群で明らかな

傾向は見いだせていない(図 2)。 

（3） Deconvolution：次に、Immunedeconv で使われているデコンボリューションアルゴリズム

(Cancer Immunology, Immunotherapy 67: 1031–1040, 2018)では、それぞれの細胞型のシグネ

チャ遺伝子発現のマトリクスが定義されている。それぞれの細胞型の細胞数を掛け合わせ

て足したものが RNAseq の発現データと一致するとの概念より、RNASeq 実施検体を構築す

る特定の細胞、特に腫瘍免疫応答関連細胞を定量化する手法として用いた。 

ssGSEA を用いて 64 種類の免疫細胞・非免疫細胞に分類した結果、感受性群/非感受性群の治療

前検体で、最も信頼されるマーカー遺伝子ベースの解析(MCP Counter)と Deconvolution 解析

(EPIC)の両方で、CAF(Cancer associated fibroblast)のスコアが感受性症例群よりも非感受性

症例群で統計学的に有意に高いことが明らかとなった。 

 CAF と放射線感受性については

近年幾つかの報告が散見される。

Steer らは前立腺癌、乳癌細胞株

とCAFを共培養した上で放射線照

射すると、共培養しない場合と比

べて放射線による細胞死が抑制

されたことを報告した(Steer A. et al. Front Mol Biol 2019)。また、Zhang らは CAF により促進され

る Long noncoding RNA である DNM3OS が食道癌患者の腫瘍組織で高発現しており、DNA 損傷の応

答を示すことで in vitro および in vivo で有意な放射線耐性を示すことを報告した(Zhang et al. 

Clin Cancer Res 2019)。現在、われわれの既存の検体を用いて、空間的シングルセル解析を行い

放射線耐性を来した原発巣と再発巣における検体を用いて CAF と共局在する細胞群およびクロ

ストークする遺伝子について比較している。本解析の結果、放射線耐性を規定する微小環境のひ

とつとして CAF 活性化を促進する分子を同定し、バイオマーカーとしての意義について検証す

る。 
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