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研究成果の概要（和文）：われわれは大腸癌の多領域分割解析(MRA)でfounder変異と各ブロック固有の
progressor変異とがheterogeneityを形成することを示した。また前癌病変では癌の早期の段階でサブクローン
が排除され、強力なドライバー遺伝子の変異がfounder変異として選択されていくことを示し、癌の進化のモデ
ルを示した。しかしがん細胞の進化に呼応する、がん微小環境に関する視点が欠如していた。本研究では進行大
腸癌症例に対して空間情報を有するspatial transcriptome解析を施行した。その結果、浸潤前線に特異的に局
在する大腸がん細胞とクロストークする細胞が存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have shown that founder mutations and block-specific progressor mutations
 form heterogeneity in colorectal cancer by multiregion analysis (MRA). We also showed that in 
precancerous lesions, subclones are eliminated at an early stage of cancer and that mutations in 
strong driver genes are selected as founder mutations, providing a model for cancer evolution. 
However, a perspective on the stromal response was lacking. This study performed spatially 
informative spatial transcriptome analysis of advanced colorectal cancer cases. The results revealed
 the presence of “specific cells” that cross-talk with colorectal cancer cells explicitly 
localized to the invasion front.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 多領域シーケンス　がん微小環境　spatial transcriptome

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌は、日本において罹患率の高い癌であり、癌死患者総数も多く予後不良な疾患である。この為、大腸腫瘍
の進化(特に発症のメカニズム)と免疫寛容獲得の機序を解明する事が求められている。これまでのゲノム解析で
は癌細胞にのみ特化しており間質における細胞とのクロストークが不明であった。腫瘍のゲノム多様性は治療標
的の選定を困難にするが、間質における応答を治療標的とすることで将来的には最適な治療法を明らかにするこ
とができる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

われわれは、大腸発がんから進行がんへの過程において多様性を創出する機構を明らかにする

ために、まず進行大腸がん、続いて大腸腺腫および大腸粘膜内がんを対象にマルチサンプリング

での包括的ゲノム解析研究を行った。 

進行大腸がん：進行大腸がん 10 例の 75 箇所の多領域分割した検体をさらに Laser 

microdissection (LMD)で目的細胞のみ採取しゲノム DNA を抽出した。高い腫瘍内不均一性は観

察されたが、サブクローナルなドライバー変異蓄積のない中立進化を呈していた。また、ドライ

バー変異はクローナルに多く、無数の中立進化だけでも多様性の形成が可能であることを分担

研究者新井田がコンピューターシュミレーションで証明した。一方、大腸腺腫および大腸粘膜内

がん (Precancerous CRC; PCRC)：10 症例から合計 53箇所を採取し同様に解析を進め既存の進

行がんデータと比較した。その結果 PCRC の系統樹においてドライバー変異は幹より枝(サブク

ローナル)に多く存在した (P=0.010)。したがって大腸早期病変は分岐型のダーウインの自然選

択を経て進化していることを示唆していた。この様に、ひとつの癌腫がクローンが置かれた状況

に応じて、進化様式を推移させて強靱さを確保しようとする“進化シフト”を世界で初めて明ら

かにした。しかし、今日までに、がん細胞の進化に呼応するがん微小環境に関しては、これまで

の解析ではなされていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では進行大腸癌症例に対して空間情報を有する spatial transcriptome 解析を施行。原

発巣癌細胞について発現遺伝子プロファイルに基づいて分画に分ける。特に浸潤先進部癌細胞

と共局在する細胞とクロストークする遺伝子とを明らかにする。 

具体的には、浸潤先進部癌細胞と共局在することで、癌幹細胞化あるいは EMT 化を促進し、が

んドライバーキナーゼを活性化する宿主側の細胞を特定し、治療標的となる遺伝子を同定する。

具体的には、まず最初に癌細胞と共局在する細胞を同定し、悪性度を高める重要な遺伝子を同定

しクロストーク機構を解明する。特に殺細胞性を有する CTL と癌細胞とが共局在する spatial 

transcriptome 上の 1スポットにおいて、CTL を回避する機構を示唆する遺伝子 pathway を同定

する。すなわちこれが、がん微小環境における免疫寛容獲得機構の解明となる。 

 

３．研究の方法 

■大腸がん検体：大腸がん原発巣凍結検体を用いた本解析については九州大学の施設審査委員

会からの承認を受けた。腫瘍検体を OCT コンパウンドに包埋した。OCT 包埋標本は使用するまで

-80℃で保存した。診断は大腸病理医による組織学的検討により確認された。標本を-12℃のクラ

イオスタット（Cryostar NX70、Thermo Fisher Scientific）で 10μmの切片に切断した後にｍ

Visium Spatial スライドに載せ全ての工程はプロトコールに従って実施した。 

■組織固定と最適化：切片をイソプロパノールで-20℃、30 分間固定した。切片を Mayer's 

hematoxylin (Dako)で 7 分間、bluing buffer で 2 分間、eosin (Sigma)で 1分間インキュベー

トし、組織の hematoxylin and eosin (H&E) 染色を実施した。乾燥後、スライドを 85％グリセ

ロールにマウントし、顕微鏡（キーエンス社製 BZ-X810）で各捕捉部位の画像を撮像した。切片

の透過化時間を最適化して実験に用いた。 

■ライブラリー調整からシーケンスまで:透過処理後、SuperScript III reverse transcriptase 



(Thermo Fisher Scientific)逆転写酵素を添加。その後スライドから組織を除去するために、切

片を Proteinase と 1時間インキュベートした。mRNA/相補的 DNA が結合した（cDNA）表面プロー

ブを、スライドから USER 酵素（NEB 社製）で切り離した。次に、2 本目の鎖の合成、cDNA の精

製を行った。精製後 Agilent Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit を用いて、最終的なライ

ブラリのサイズ分布を解析した。濃度は Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific)を用いて

ライブラリーの濃度を決定した。ライブラリーは、Illumina NextSeq プラットフォームのペア

エンドシーケンスを用いてシーケンスを行った。  

1）spatial transcriptome 解析：大腸癌組織のシングルセル解析として、空間的転写産物プロ

ファイル解明を行った。高解像度(10〜30 個の細胞塊程度)解析を実現した。 

2）共局在細胞の同定：single cell RNA (scRNA)による組織を構成する個々の細胞における発現

プロファイルの解明をめざし単一細胞トランスクリプトームの情報を spatial transcriptome

データと統合解析し補完する。 

3）Deconvolution: Li らは大腸がん 11例の原発巣と健常組織より scRNA を実施し腫瘍細胞が

CAF(がん関連線維芽細胞)由来の EMT を来すことを明らかにした(Li H., Nat Genet 2017)。他

方 Lee らは大腸がん 29 例より採取した合計 91,103 個の CRC 単細胞を解析し、腫瘍細胞と微小

環境を構成する細胞の間に推定される相互作用ネットワークを再構築した。多様な細胞構成要

素と個々の患者の大腸がんの分子サブタイプ(CMS 分類)との関係性を明らかにした(Lee H.O., 

et al. Nat Genet 2017)。なお、これらの大腸がん 40 例の scRNA データは公開されていること

から、われわれの spatial transcriptome 解析の結果に deconvolution して細胞群を特定した。 

 

４．研究成果 

1）原発巣における癌細胞分画：大腸がん原発巣の結果、11次元圧縮により細胞塊を分類。偽時

間軸解析で遺伝子発現の推移を捉

えると、陰窩に存在する健常腺管

細胞は杯細胞へと分化し、癌幹細

胞はどの部位からも分化細胞へと

分化していることも明らかにした

(図Ａ)。 

2）浸潤先進部がん細胞とのクロス

トーク：spatial transcriptome の

スポット毎に混在する細胞塊に関

して、既存の大腸がん組織 single 

cell RNA Seq のデータベースより

パイプライン cell2location を用いて個々の細胞の“細胞種”が特定できる(BCD)。spatial 

transcriptome の単一スポットに『共局在』する細胞群を同定した。 

 

本研究に関してさらに症例数を増やして検証を重ねることにより、大腸癌幹細胞から分化する

空間的な広がり・幹細胞を支持する細胞(共局在する細胞)・大腸癌幹細胞を支持する間質側から

の新たな治療標的を同定できる。 
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肝細胞癌(HCC)におけるDNA修復関連遺伝子FANCE高発現の臨床的意義

血液中MicroRNA-196b-3pは，早期胃癌，前癌病変に対する診断バイオマーカーとなり得る
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