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研究成果の概要（和文）：臨床検体から癌部および非癌部の16SrRNA遺伝子解析を行い、癌と特異的に共生する
腫瘍内細菌叢を特定する方法論を確立した。癌部のショートリードのNGS解析は、insertionされているゲノム配
列が細菌由来か判定することは困難であった。ヒト癌細胞にinsertion（挿入）されているゲノム配列（long 
indel, short indel）を同定するためにロングリードの全ゲノム解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：16SrRNA gene analysis of cancerous and non-cancerous areas from clinical 
specimens was performed to establish a methodology for identifying the intra-tumor microbiome that 
specifically coexist with cancer. NGS analysis of short reads in cancerous areas was difficult to 
determine whether the inserted genomic sequences were of bacterial origin. Whole genome analysis of 
long reads is being performed to identify genomic sequences (long indel, short indel) that are 
inserted in human cancer cells.

研究分野：消化器外科

キーワード： 腫瘍内細菌叢　癌遺伝子異常　変異シグネチャー解析　高次元データ解析　ゲノム解析　DNA付加体　発
癌メカニズム　16S rRNA遺伝子解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床応用に向けたMicrobiome-based Precision Medicine（細菌叢を基盤とし た精密医療）という新たな学術体
系の礎を築くことを目指す。本研究の意義 は、癌遺伝子異常と腫瘍内細菌叢とを同時にゲノム解析することに
より、細菌叢と宿主（ヒト）の癌遺伝子異常との関連性および発癌要因を究明できる点にある。本研究の可能性
は、癌遺伝子異常を医学的により深く理解するうえで腫瘍内細菌叢という新たな視点からアプローチできる点で
ある。変異シグネチャー解析 を行うことでDNA付加体を介した発癌メカニズムにおける腫瘍内細菌叢の関与を変
異パターンの解読で解明できる点にある。

※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 
 癌の原因は遺伝子異常であることから、世界中で次世代シークエンサー（NGS）を用いた癌ゲ
ノム解析が行われ、宿主（ヒト）側の癌遺伝子異常のデータは蓄積してきており、消化器癌領域
においては、ゲノム創薬の急速な進歩により癌遺伝子変異を同定して、治療効果の見込める薬剤
を選択する取り組みが始まっている（Precision Medicine：精密医療）。近年のゲノム解析技術の
革新的な進歩によって、腸内細菌が大腸癌の発癌に関連している可能性が注目されてきた。2020
年に変異シグネチャー解析により一部の大腸癌の原因は pks 遺伝子を保有する大腸菌が産生す
る毒素（コリバクチン）であることが複数の研究施設から報告された（Nature 2020）。本研究の
応募者らは、大腸癌を対象として癌遺伝子変異検査（>400遺伝子）および 16S rRNA遺伝子解析
を行ったゲノムデータを統合化データベース化し、クラスター解析を行い、大腸癌部にエンリッ
チする腸内細菌叢（Fusobacterium, Campylobacter）を同定し、Fusobacteriumは ATM, ARID1A, NF1, 
PIK3CA遺伝子変異、Campylobacterは GATA2, NF1, ITGB2, TSC2, TNK2遺伝子変異と強い関連
性があることを見出した（Okuda S,, Wakai T, et al. Comput Struct Biotechnol J 2021）。腫瘍内細菌
叢として、Campylobacter が同定された大腸癌では、変異シグネチャー解析を行うと
MutationalSignature 3（DNA二重鎖切断）が増加していることを明らかにしてきた。 
しかしながら、実臨床においては、腫瘍内細菌叢と宿主（ヒト）の癌遺伝子異常との関連性お
よび発癌要因に関しては未解明な点が多い。その理由は、癌遺伝子異常と対応する腫瘍内細菌叢
の情報を統合的に解析した研究が極めて少ないためである。外科手術で得られるサンプルであ
れば、癌細胞自体とその癌に特異的に共生する細菌叢（腫瘍内細菌叢）とを同時に取得しゲノム
解析することが可能となる。このような背景から、癌の遺伝子異常と癌に特異的に共生する細菌
（叢）とを同時に網羅的かつ統合的にゲノム解析することで、細菌叢ゲノム配列が宿主（ヒト）
の遺伝子に insertion（挿入）されている証拠を臨床検体で実証できるのではないかという着想に
至った。更に変異シグネチャー解析を行うことで DNA付加体を介した発癌メカニズムにおける
腫瘍内細菌叢の関与を高次元データ解析し、変異パターンの解読で解明できる可能性があると
考えた。このような概念を癌治療に応用するためには、癌遺伝子異常（癌発生の原因）と腫瘍内
細菌叢ゲノムデータとを統合的に高次元解析することで、癌発生の原因を正確に把握すること
が必要である。以上より、本研究は学術的にも社会的にも重要な研究開発課題であると考え、本
研究開発課題を企画し立案した。 
 癌と細菌叢との類似研究における未解明な課題として、1）細菌叢ゲノム配列が宿主（ヒト）
の遺伝子に insertionされている証拠を臨床検体で実証できるか、2）腫瘍内細菌叢が引き起こす
癌遺伝子異常の要因を変異シグネチャー解析により解明できるかの２点があげられる。本研究
の意義は、癌遺伝子異常（癌発生の原因）と癌部（原発巣・リンパ節転移巣）および非癌部の細
菌叢を同時にゲノム解析することにより、細菌叢と宿主（ヒト）の癌遺伝子異常との関連性およ
び発癌要因を究明できる点にある。本研究の可能性は、癌遺伝子異常を医学的により深く理解す
るうえで腫瘍内細菌叢という新たな視点からアプローチできる点である。変異シグネチャー解
析を行うことで、DNA 付加体を介した発癌メカニズムにおける腫瘍内細菌叢の関与を変異パタ
ーンの解読で解明できる可能性がある点にある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「細菌叢ゲノムデータ、癌ゲノムデータを高次元データ解析し、癌と特異的
に共生する細菌叢（腫瘍内細菌叢）を特定し、細菌叢のゲノム配列がヒト癌細胞に insertion（挿
入）されている遺伝子異常を同定すること」である。ヒト共生細菌叢も考慮した癌治療に役立つ
知識データベースを駆使して、臨床応用に向けたMicrobiome-based Precision Medicine（腫瘍内細
菌叢を基盤とした精密医療）という新たな学術体系の礎を築くことを目指す。癌遺伝子異常（癌
発生の原因）と癌部（原発巣・リンパ節転移巣）および非癌部の細菌叢とを同時にゲノム解析し、
同一宿主（ヒト）の癌ゲノム解析データ、腫瘍内細菌叢ゲノム解析データを取得する（図１）。
癌ゲノムデータおよび腫瘍内細菌叢ゲノムデータを統合し、データベース化することにより、細
菌叢と宿主（ヒト）の癌遺伝子異常との関連性および発癌要因を究明するための高次元データ解
析を可能とする Bioinformatics プラットホームを構築する。 
 
３．研究の方法 
 患者に研究計画を説明し同意を得た上で、切除検体（手術標本の癌部、リンパ節転移陽性の癌
部、非癌部）を同時に収集し、連結可能匿名加工して保管する。 
研究課題 A：臨床検体から DNAを抽出し、原発巣の癌ゲノム解析（ターゲットシークエンス解
析、全エクソーム解析、全ゲノム解析）および癌部、リンパ節転移陽性の癌部、非癌部の 16SrRNA
遺伝子解析を行い、癌と特異的に共生する腫瘍内細菌叢を特定する。リンパ節転移陽性の癌部の
16S rRNA遺伝子解析は、細菌のコンタミネーションを排除し、癌と特異的に共生する腫瘍内細
菌叢を特定することが可能となる。 
研究課題 B：通常の癌ゲノムデータ解析に IMS-Indel 等の long indel サーチを応用して、高次元



データ解析し、insertion（挿入）されているゲノム配列を同定する。VCFデータから変異シグネ
チャー解析を行い、DNA 付加体を介した発癌メカニズムにおける腫瘍内細菌叢の関与を変異パ
ターンの解読で解明する。 
研究課題 C：ヒト癌細胞に insertion（挿入）されているゲノム配列（long indel, short indel）が癌
と特異的に共生する細菌叢（腫瘍内細菌叢）由来であるか究明する。 
 
４．研究成果 
 癌と特異的に共生する腫瘍内細菌叢を特定するために、切除標本から細菌のコンタミネーシ
ョンを排除し、癌部の 16S rRNA遺伝子解析を行う方法論・プロトコールを考案し、大腸上皮の
外側粘液層を除去することによって、内側粘液層に侵入した特定の細菌は上皮細胞と接触し、真
に組織に侵入し腫瘍形成に影響を及ぼす細菌を同定する方法を確立した。 
 腫瘍関連組織のマイクロバイオームは非常に類似した細菌組成を持つが、体液中のマイクロ
バイオームは場所によって異なる細菌組成を持ち、一部の細菌は特定の体液に局在することが
示された。Akkermansiaは胆道がん患者の胆汁中にのみ検出され、その存在は胆道外ドレナージ
の実施と有意に関連していた。さらに、体内深部の腫瘍関連組織や体液には、ほとんどが未同定・
未特定の細菌が生息していることがわかり、このような細菌が将来、精密治療のターゲットにな
る可能性が示唆された。 
 通常の癌ゲノムデータ解析に IMS-Indel等の long indelサーチを応用して、高次元データ解
析し、insertionされているゲノム配列を同定することが可能であった。 
 癌部のショートリードの NGS 解析は断片化された DNA をキャプチャーして配列決定して
いるため、insertionされているゲノム配列がヒトのゲノム配列に insertionされた結果なのか、単
に細菌のゲノム配列をキャプチャーして配列決定された結果なのか判定することは困難であっ
た。バイオインフォマティクスによる高次元解析の結果、腫瘍内細菌叢のゲノム配列が混入した
結果であることが判明した。VCF データから大腸癌における変異シグネチャー解析を行った。
ヒト癌細胞に insertion（挿入）されているゲノム配列（long indel, short indel）を同定するために
ロングリードの全ゲノム解析を行っている。 
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