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研究成果の概要（和文）：臨床的にde novo癌の確定診断が困難な場合が多く検体の蓄積が進まなかったため、
当初の予定通り一旦方向転換しFAP由来大腸癌や炎症性腸疾患(IBD)患者における発癌経路解明へ計画を変更し
た。すでにmicrobiome解析に提出しているde novo癌、FAP、IBD由来癌サンプルについては、現時点で臨床的因
子含めて解析を行っている。FAP患者においての発癌過程における、癌微少環境・免疫細胞のシングルセルRNA解
析を行い、学会発表および関連論文を報告した（Cancer Lett 2024）。現在，患者糞便・組織検体を用いた
microbiome解析も進めている。

研究成果の概要（英文）：Because of the difficulty in clinically confirming the diagnosis of de novo 
cancer and the slow accumulation of clinical samples, the initial plan was redirected as scheduled 
towards elucidating the carcinogenesis pathways in patients with FAP and inflammatory bowel disease 
(IBD)-derived colorectal cancer. Samples from de novo cancer, FAP, and IBD-derived cancer, for which
 microbiome analysis has already been submitted, are currently being analyzed, including clinical 
factors. For single-cell RNA analysis, analysis of the cancer microenvironment and immune cells in 
the carcinogenesis process in FAP patients was conducted and presented at conferences, with related 
papers reported in 2024 (Cancer Lett 2024). Currently, microbiome analysis using patient feces and 
tissue samples is also underway. Further investigation into de novo cancer is ongoing using separate
 research funds.
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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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
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発癌予防法の解
明につなげることを目的とした。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した。 
＊研究開始にあたり，臨床的に de novo 癌の確定診断が困難な場合が多く検体の蓄積が進まな
かったため、当初の予定通り一旦方向転換し FAP 由来大腸癌や潰瘍性大腸炎 (UC)患者におけ
る発癌経路解明へまずは計画を変更した。 
  
３．研究の方法 

A．患者由来消化器癌組織の Drop-seq 技術によるシングルセル発現解析 
 10XGENOMICS 社の Chromium シングルセルコントローラーを使用した。このシステムによ
り効率的に単一細胞を droplet に封入しその内部で RNA を抽出、細胞(droplet)ごとに特異的な配
列をもつオリゴバーコードで標識する。さらにこの標識された RNA は細胞ごとにコードされ、
10000 細胞由来の RNA をまとめて１回の NGS で解析可能でコストも抑えられる。本研究では、
患者由来手術切除標本を用いて解析を行った。この解析では腫瘍組織を十分に single cellまで分
離することが重要である。Single cell浮遊液とした検体は、随時 Chromium single cellコントロー
ラーを用いて単一細胞ごとにコードされた RNA として抽出し、NGS 解析を行う。材料となる
組織は、切除直後の新鮮組織を用いる。 

B．シングルセル発現解析による新たな細胞集団の機能的分類の構築 
上述の解析で得られたデータをもとに細胞集団をクラスタリングする。癌微小環境中には上
皮系の癌細胞集団だけでなく、間葉系の線維芽細胞集団さらにはリンパ管/血管内皮細胞、各種
免疫細胞など複数の細胞集団が存在する。初期クラスタリングとして、遺伝子発現データからこ
れらの細胞集団のクラスタリングを行う。この初期クラスタリングの後に分類された癌細胞集
団の中で deep なクラスタリングを進める。これにより癌細胞集団の中でも EMT の特性が高い
細胞集団や増殖能力が高い細胞集団、治療抵抗性の遺伝子プロファイリングを示す細胞集団な
どこれまでの独自の発現解析データをもとに機能別にクラスタリンした。さらには様々な
pathway やシグナル、あるいは特徴的な遺伝子発現プロファイルを新たに同定し、それによるク
ラスタリングを行い、これまでに分類されたことがない機能別の細胞集団を同定し、機能的な
heterogeneity を明らかにすることにした。同定された細胞集団の網羅的遺伝子発現プロファイル
からその細胞集団のマーカーとなる分子や制御するための標的となりうる分子をリストアップ
する。 

C．シングルセル網羅的発現解析により同定された細胞集団の機能的解析 
上記解析により同定した細胞集団をソートして分取するために特定の表面マーカーを複数選
択する。これらのマーカーが他の細胞集団に発現ないことを確認後に、実際に手術切除サンプル
からのこれら特定の細胞集団の分取を進める。さらに分取した細胞集団のオルガノイドや PDX
マウスモデルを作成し、in vitro(2D, 3D), in vivoで増殖や、浸潤、転移、癌間質相互作用など様々
な細胞特性を検討する。 

D．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。 
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・進展や治療抵抗性などに関与している可能性がある。発癌メカニズム
解明にあたり、腸内細菌叢のみならず、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。 
 
４．研究成果 
 ＊上記研究計画・研究方法のうちまだ未着手の部分もあり、今後も継続予定である。 

 
A. FAP由来癌 

FAP由来大腸癌に対し手術を行った 4人の患者の正常部、腺腫部、癌部より 13検体採取し、
scRNA-seqを施行した(図 1)。 
クラスタリングの結果、腺腫部、癌
部と発癌が進行するに従って、myeloid 
cellの割合が増加した。癌部で stromal cell
の割合が増加していた。Myeroid cellにお
いては 7個のサブクラスターが得られ、
PMN-MDSC の割合は腺腫部でわずか
に、癌部で著明に増加していた。詳細は
論文報告済であるが、Fibroblast（図 2）、
Tcellについても詳細に検討した。腺腫に
おいてMDSCやTregが増加はしており、
発癌前段階から免疫回避が始まってい
る可能性が示唆された。 
通常型大腸癌との比較も行った。

FAP 由来大腸癌の免疫抑制的微小環境
は、より MDSC や fibroblast に依存して
いることが明らかとなった。FAP由来癌
の微小環境では、各細胞型の組成と機能
に差異があることが、散発性大腸癌の微
小環境と比較して明らかになった。 
また、FAP由来大腸癌と通常型大腸
癌では、微小環境の構成が異なっており、違いの一部に APC遺伝子の生殖細胞系列変異が関与
している可能性がある（Cancer Lett, 2024）。現在，患者糞便・組織検体を用いた microbiome解析
も進めている 

 

B.  UC由来癌 

UC由来大腸癌に対
し大腸全摘術を行った
患者の正常部、炎症
部、高度異形成部、癌
部の 4箇所より検体採
取し、scRNA-seqを施
行した。14936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 19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 408細胞を抽出した。 
今後、過去に報告のある myCAF、iCAF、apCAF関連遺伝子をスコア化し、検体採取部位別
に比較する。また、それらを public dataを用いて通常型大腸癌と比較していく予定である。 

図 1 

図 2 
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