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研究成果の概要（和文）：本研究の主題であるde novo癌症例数が少なく、少し方向性を変更しFAP患者やIBD患
者由来含めた大腸癌組織での解析を行った。FAP由来大腸癌検体から複数部位の組織を採取し、scRNA-seqを施行
した。クラスタリングにより細胞集団が同定され、既知のマーカー遺伝子を用いてcell typeを同定した。ま
た、腫瘍微小環境のfibroblastのみを再クラスタリングしたところ、4つのクラスターが同定され、癌部と正常
部での特異的な傾向を同定した。さらに免疫関連細胞群と各々の集団の遺伝子発現解析も進めている。便サンプ
ルのmicrobiomeは解析に提出中である。

研究成果の概要（英文）：The number of de novo colon cancer cases was actually small, so we slightly 
changed the direction, and analyzed colorectal cancer (CRC) tissues including those from patients 
with FAP and IBD. The scRNA-seq was performed on CRC samples from multiple sites in the same 
patient. Cell populations were identified by clustering, and cell types were identified using known 
marker genes. In the tumor microenvironment, only fibroblast cells were re-clustered, and 4 clusters
 were identified, indicating some specific trends between cancerous and normal areas. Gene 
expression analysis of immune-related cell groups and their respective populations is also 
undergoing. Microbiomes of fecal samples are being submitted for analysis.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 大腸癌　de novo癌　腸内細菌叢　家族性大腸線種症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
de novo癌、FAP、colitic cancerを含む大腸癌の発癌メカニズムを腸内細菌叢及び腫瘍微小環境の不均一性とい
う側面から検討することは、大腸癌治療開発において刷新的であり社会的な要請の強い大腸癌の治療開発に飛躍
的な進歩をもたらすと期待される。また、本成果は、scRNAseq解析やmicrobiome解析などマスデータを含むもの
で、そのインパクトは大きく、癌研究だけでなく、生物学や細菌学など学術的にも広範な波及効果が期待され
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 
大腸癌スクリーニング検査の推進や各種画像検査によって早期診断が可能となり、大腸癌の
罹患数は年々増え続けるのと同時に、手術手技や手術成績は向上し有効な薬物療法の開発も進
んでいる。それでもなお死亡者数は肺癌に次いで第 2位で、高い致死率を示している。いわゆる
adenoma-carcinoma sequence（ACS）における腺腫が大腸癌早期発見・治療の標的病変となり、大
腸癌患者数の減少が期待されたが、正常大腸から直接発生する陥凹型の de novo癌の存在が明ら
かとなり、早期発見が困難で悪性度も高いことが分かってきた。これら de novo 癌については
様々な研究がなされ、若年発症で組織学的悪性度が高く右側結腸に多く KRAS 野生型が多い、
などの特徴を持つが、その発癌・進展様式は未だ解明されていない。最近の癌研究では、大腸癌
をはじめとする消化器癌において腸内細菌叢の組成が発癌に関与するという報告が散見される。
しかしながら、現在まで de novo 大腸癌患者に着目して microbiome を解析・検討した報告はな
い。腸内細菌叢は癌細胞同様に、それ自体の不均一性が高い集団であることもよく知られている。
癌微少環境である線維芽細胞や免疫、炎症細胞においても不均一性を認めており、当研究室では
癌微少環境に着目してこれまで様々な研究・報告をしてきた。腸内細菌叢のみならず癌とその微
少環境における microbiomeが ACS経路の大腸癌とどのように異なり、さらにはその発癌や進展
にどのように関与しているかを明らかにすることで、特定の microbiome を標的とした治療法の
開発や発癌自体の予防につながると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、腸内細菌叢だけでなく de novo大腸癌の発癌や進展様式、さらには浸潤・転
移に関わる腫瘍内や微少環境の microbiome を網羅的に解析し、新たな治療法の開発や究発癌予
防法の解明につなげることである。de novo発癌メカニズム解明にあたり、腸内環境のみならず、
癌腫自体と癌微小環境における microbiome、さらにはその不均一性に着目する。de novo大腸癌
発癌経路の解明によって、新規治療薬の開発さらには発癌の予防を最終的な目標とする。 
 
３．研究の方法 
①患者由来癌組織および背景正常組織中の細菌叢の microbiome解析 
ヒトの切除大腸癌組織や転移巣（リンパ節・肝・肺・播種巣など）切除組織を用いて、細菌叢解
析を行う。抽出した gDNAを 16s rRNA領域プライマーを用いて PCR増幅後、次世代シークエ
ンサー（NGS）および解析ソフトを用いて塩基配列を決定する。ゲノムアセンブリ、遺伝子予測
を行い、細菌系統組成を明らかにして公開されている細菌遺伝子データベースを用いて検索す
ることで、微生物リストの作成を試みる。その結果、発癌や進展、転移や播種に関わる microbiome
の候補を同定する。また、発癌の過程や背景となる正常大腸組織における ACS経路大腸癌と de 
novo大腸癌での microbiomeの違いを解析する。同時性・異時性多発大腸癌患者においては、同
一患者における各々の癌組織での microbiome 解析は非常に有用な結果を期待できる。同患者に
おける術前の糞便中 microbiome解析も同時に行う。 
 
②大腸癌組織の分子異常解析 
上述①の microbiome解析で用いた患者由来癌組織を用いて、タンパク発現、遺伝子変異、DNA
メチル化異常などについても解析・検討する。HE染色標本を病理学的に再評価し、凍結組織ま
たは FFPE を用いて p53 のタンパク発現、DNA 損傷（DNA double strand breaks）の指標となる
γH2AX などの発現解析を免疫組織化学染色で行う。癌組織の凍結切片または FFPE を用いて
gDNAを抽出し、NGSを用いて大腸癌関連遺伝子（RAS, BRAF, PIK3CA, TP53など）の変異解析
を行う。エピジェネティックな変化としての DNAメチル化異常についても同様に解析する。こ
れによって同一癌組織における腸内細菌叢組成と分子異常の関連性を明らかにすることが可能
になる。 
 
③発癌・進展の「鍵」となる細胞集団の同定のための単一細胞レベルでの解析 
腸内細菌叢だけでなく癌自体や癌微少環境における microbiome、さらにはその不均一性
（heterogeneity）が発癌・進展や治療抵抗性に関与している可能性がある。切除直後の新鮮組織
を用いて、10xGENOMICS 社の Chromium シングルセルコントローラーによる single cell RNA 
sequence（scRNAseq）解析を行う。単一細胞レベルでのシークエンス解析により、細胞集団にお
ける網羅的遺伝子発現プロファイルから、機能別クラスタリングが可能となりその不均一性が
明らかとなる。通常の ACS 経路の癌と de novo 癌においては微少環境含めて細胞集団が異なる
ことが推測され、上記①、②で得られた情報と合わせて多方面から総合的に比較解析し、de novo
大腸癌発癌経路を明らかにする。 
 
 
 



４．研究成果 
 上記方法・計画のうちまだ一部のみの遂行段階である。また、本研究の主題である de novo癌
症例数が少なく、少し方向性を変更して広く家族性大腸腺腫症(FAP)由来や炎症性腸疾患由来大
腸癌患者・組織での解析を行っている。FAPに関しては、scRNAseq解析のため、手術を行った
FAP由来大腸癌の患者の摘出標本から、腫瘍部、腺腫非密生部、腺腫密生部、正常粘膜部、リン
パ節を採取し単一細胞懸濁液作成、ライブラリー作成を行った。現在、検体採取部位別に比較し
ながら、上皮細胞、腫瘍微小環境構成細胞について解析を進めている。さらに通常型大腸癌の
public dataとの比較を行い検討している。scRNA-seq を施行した結果、44550個の細胞の遺伝子
発現データが得られ、クラスタリングにより 22個の細胞集団が同定された。既知のマーカー遺
伝子を用いて cell typeを同定した。腫瘍微小環境のうち特に fibroblastに着目し、fibroblastのみ
を再クラスタリングしたところ，4つのクラスターが同定された。それらを検体採取部位別に比
較すると、Fibroblast は癌部に多く認められ，癌部では正常部と比較して myofibroblasts が多く
inflammatory fibroblastsが少なかった。腺腫部にも同様の傾向が認められた．また、colitic cancer
患者の解析も同様に進めている。下記、図 1の様に免疫関連細胞群とさらに詳細な遺伝子発現解
析も進めている。 
 
 

   
   
   
 
上述の細菌叢解析や scRNAseq解析の実験手技・解析方法は確立されつつある。大腸癌患者の
便サンプルはすでに数例は microbiome 解析に提出中であり、結果が判明次第、詳細な解析を行
う予定である。また、結果によっては手術検体からの DNA抽出、細菌叢解析を行う予定である。 

scRNAseq解析についても、引き続き癌そのものだけでなく癌微小環境の heterogeneityについ
てさらに追求する。解析にて治療抵抗性や癌免疫寛容などに関わる細胞集団が同定できれば、同
定した細胞集団と癌細胞との相互作用や、細胞集団が癌細胞の遊走・浸潤能をはじめとする浸潤、
転移に及ぼす影響などを in vitro, in vivo実験で検証できると考えている。 
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