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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌（ESCC）の個別化医療実現を目指し、治療抵抗性、再発、転移を克服
しうる治療法の最適化を図ることを目的に、収集した腫瘍や血漿中DNAのオミックスデータモデリングによるシ
ミュレーションとゲノム編集技術による実験的検証から、背景にある癌細胞の腫瘍内での不均一性の検出、クロ
ーン構造の推定とその機能との関連予測を行った。統合データから有効な分子標的の無いESCCの治療のmissing 
linkを補う新規分子標的候補を同定した。さらに、細胞株へのCrispr/Cas9による高効率の変異導入法の開発と
抗癌剤などによるクローン選択から治療抵抗性形成に必要な変異蓄積パターンを解明した。

研究成果の概要（英文）：To optimize therapeutic strategy overcoming the therapy resistance, 
recurrence, and metastasis for realizing the personalized medicine in patients with ESCC, we have 
detected intratumoral heterogeneity and estimated the clonal structure and its association with 
functional features of tumor based on the simulation by omics data modeling using tumors and plasma 
DNAs and experimental validation using genome editing technology. Novel molecular targets for ESCC 
were identified using integrated data. In addition, we have developed highly efficient 
mutation-introducing methods into cell lines using Crispr/Cas9 system, selected mutated clones by 
various reagents including anti-cancer reagents, and determined the pattern of mutations necessary 
for the therapy resistance in ESCC. 

研究分野： ゲノム医科学
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１．研究開始当初の背景 
「癌は遺伝子の病気」という共通理解のもと
で、網羅的にゲノム・エピゲノム異常を検出
し診断・治療標的を探索する研究が精力的に
進められ、多くの知見の集積から分子標的治
療薬の開発・臨床応用が加速している。申請
者らも、独自に開発したアレイ CGH 法によ
る潜在的ゲノムコピー数・エピゲノム解析の
結果を基盤に、食道扁平上皮癌（ESCC）な
ど癌の診断・治療標的となり得る病態関連遺
伝子を 50 種以上同定し、その臨床病理学的・
生物学的意義を解明してきた。これを展開さ
せるため、平成 23-25 年度科学研究費の支援
で、ESCC を対象に次世代型ゲノム解析技術
と数理情報解析を駆使し、症例間に認められ
る変異の多様性に基く悪性度・治療反応性予
測や新規治療標的探索を行った。 
しかし、個々の症例で見ると、一般の抗癌

剤はもとよりコンパニオン診断で効果予測
が可能な分子標的治療薬でさえ、予測に反し
て治療抵抗性を示す場合がある。また、一旦
は奏効しても高頻度に再発が生じる場合も
ある。申請者らの取り組みの中でも、腫瘍か
らの１個のサンプリングで見出される変異
パターンを基盤にした治療抵抗性や再発、転
移予測には限界があった。これは、癌が進展
の過程において本質的にゲノム・エピゲノム
レベルで変化し続ける細胞から成る不均一
なクローン集団であり、常に様々な環境や攪
乱に対して適応し得る多面的ロバストネス
を持つことに起因する。抗癌剤治療によって
腫瘍内で一旦は優勢なクローンに攪乱を起
こしても、癌全体では、選択圧に適応できた
別クローンが競合的に入れ替わり、内部のク
ローン構造を変化させて治療抵抗性や再発
を起こす可能性を持つ。予測不能な悪性形質
の克服には、不均一性の網羅的な把握に基く
治療効果予測や治療選択アルゴリズムの開
発が喫緊の課題と言える。 
申請者らは、予備研究での食道癌臨床検体

の多点での遺伝子変異解析から、変異の不均
一性とその転移や再発への関与を示唆する
所見を得ていた。これを基に、「個別化医療
に資する変異の探索」を発展させ、(1)生検や
血液サンプルで癌の不均一性を推定し、(2)
そこから潜在的な治療抵抗性・再発・転移を
予測すると共に、(3)ゲノム編集による実験的
不均一性モデルも駆使して、これらを克服し
得る治療法の選択プログラム開発や治療標
的を目指す本申請課題を着想した。 

 
２．研究の目的 
本研究は、個々の ESCC 症例において、薬

剤耐性や再発を最小限に抑え癌をコントロ
ールするために最適な治療を選択できる予
測プログラムを構築することを目的とする。 
このために、多点サンプリング検体のオミ

ックスデータを統合した不均一性の分子プ
ロファイリングと、ゲノム編集による迅速遺
伝子改変で作製する疑似不均一性モデルで

の実験的検討から、治療などが腫瘍内不均一
性に及ぼす影響を統計モデリングする。さら
に、実臨床への応用を目的に、血液や生検か
ら不均一性を再構成するアルゴリズムを開
発すると共に、治療法の missing link を補う
新規治療標的同定も行う。 
 
３．研究の方法 
以下の方法で進めることを計画した。 
(1)ESCC 臨床例からの検体、臨床情報収集 
体系的プロトコールで治療された ESCC 臨

床例の登録し、臨床材料を収集、保存する。
特に、転移巣を含む多点からのサンプリング
を行う手術検体・新鮮病理検体、経時的な生
検、セルフリーDNA（cfDNA）や循環腫瘍細胞
（CTC)由来 DNA(ctDNA)などの血液検体を強
化する。検体は、匿名化後にバンクに保存し、
適宜バイオリソース（DNA、RNA、等）調整に
供する。臨床情報は、匿名化後、必要な情報
を抽出し、これまでに構築されたシステムを
発展させて整備する ESCC 臨床情報データベ
ース内で管理する。 
(2)食道癌臨床例の統合オミックス情報取得 
①多点サンプリング検体を用いたオミック
ス情報取得と情報解析 
手術、新鮮病理標本での多点サンプリング

検体から、次世代シーケンサー（NGS）やマ
イクロアレイを用いオミックスデータを取
得し、それらの統合プロファイリングにより
腫瘍内不均一性を評価する。プロファイリン
グには、塩基配列やコピー数など一次構造異
常を伴うドライバー変異（Mut-driver 変異）
と共に、DNA メチル化や遺伝子発現など一次
構造によらないドライバー変異（Epi-driver
変異）を用い、不均一性の検出感度と精度を
上げ、血液など限られた材料からの腫瘍内不
均一性の推定に適した異常を選別する。 
②血液・生検材料を用いた不均一性再構成 
経時的に採取できた血液・生検検体からオ

ミックスデータ取得を行う。cfDNA や ctDNA
では、行える解析が限られるため、①で得ら
れる不均一性の検出感度と特異性の高い項
目を優先して、さらに定量性を保持した増幅
技術や対象を絞った Multiplex デジタル
PCR・質量分析などの高感度法も適宜用いる。
取得データによる定量的プロファイリング
と統計モデリングにより、不均一性を再構成
する。腫瘍の多点データとの対比が可能な症
例で再構成のアルゴリズムのパラメータの
最適化を行った後、血液、生検検体のみの症
例に適用して検証と最適化を繰り返す。実臨
床への応用を想定し、不均一性再構成が可能
な最少の異常セットを抽出する。 
③不均一性からの治療効果予測と治療選択
プログラムの構築・検証 
検出または再構成した腫瘍内不均一性と

その臨床経過中の変化とを比較し、特定の攪
乱に対し異なる反応性を示すクローンの同
定、クローンが混在した場合の特定の治療に
対する各クローンの動的変化の予測、転移の



発生速度や転移クローンの持つ分子プロフ
ァイルの予測を行って、治療経過に伴う腫瘍
の動的変化予測プログラムを構築する。その
予測精度を実際の臨床経過との比較を繰り
返すことで最適化し、よりロバストなアルゴ
リズムとする。さらに、有効な治療が存在し
た場合に腫瘍のコントロールに効果が期待
できるクローンを検出し、その変異リストか
ら新規標的遺伝子候補を同定する。 
(3)ゲノム編集による不均一性モデルの作製 
①ESCC、食道由来細胞の特徴の抽出と
Crispr/Cas9 システムの最適化  
ゲノム編集の対象になる食道癌細胞株、食

道上皮由来細胞に関し、網羅的オミックスデ
ータ取得を行って変異パネルを作成する。同
時に、Crispr/Cas9 に関し、複数変異の同時
導入を含めノックアウト・ノックインの高効
率化を図る。特にノックインは、ドナーベク
ターや単鎖オリゴの配列と導入法改良で効
率を引き上げる。迅速変異クローンの選択は、
1細胞でのシーケンス、発現解析により行う。 
② in vitro 疑似不均一性モデルの作製と培
養条件での攪乱の検証 
臨床検体で検出するfounder変異遺伝子を

持つ細胞株を選択し、腫瘍の不均一性形成に
寄与する多様な progressor 変異をゲノム編
集を用いて導入する。DNA メチル化などの
Epi-driver 変異は、プロモーター領域への活
性型変異導入（活性化）やノックアウト（不
活性化）で代用する。適宜、多種類蛍光ベク
ターを同時導入してクローンを鑑別する。作
製した複数クローンの共培養で不均一性を
再現し、共培養に対する様々な培養条件によ
る攪乱（低酸素、低グルコース・低血清濃度、
化学療法剤や分子標的薬添加など）の影響を、
変異の分布パターンから定量的に検討する。
さらに、各攪乱後の優勢クローンとその変異
構造を確認し、臨床経過中や転移巣のパター
ンとの比較でモデルを検証する。 
③臨床例での治療効果予測の実験的検証 
ゲノム編集により作製した不均一性モデ

ルを用いて治療効果予測モデルを実験的に
検討し、実験結果を治療選択アルゴリズム作
成にフィードバックする。特に、異なる薬剤
を時系列で用いる場合や休薬期間を設けた
場合など、実臨床に即した系を再現すること
により、各臨床例での最適の治療法決定やそ
の際の治療効果予測に対する実験的裏付け
を提供する。臨床例で見出した新規標的分子
候補について、本モデルを用いてウイルスベ
クターによる導入やノックダウンでの効果
を検証することで、治療標的としてより妥当
性のあるものの絞り込みを行う。 
 
４．研究成果 
(1) 臨床例からの検体、臨床情報の収集 
オミックス解析対象となる新鮮凍結標本

を含む体系化されたプロトコールで治療さ
れた ESCC 臨床例について登録を進め、凍結
組織とパラフィン包埋組織の収集ならびに

臨床情報データベース作成を行った。術前治
療無し、術前化学療法あるいは化学放射線療
法有りの両方を対象に、計 300 例を登録し、
一部については、DNA・RNA の抽出や薄切標本
作製などを行った。さらに比較解析のために、
胃癌、大腸癌、肺癌、卵巣癌、子宮頸癌など、
他の癌種も収集した。特に、生検と手術検体、
反復での血漿サンプルからの cfDNA など、腫
瘍の時間的不均一性を評価できる検体収集
を、ESCC に加えて上記の他の癌種でも行った。 
(2)臨床症例でのオミックス解析による腫瘍
内時空間的不均一性の検出と予測 
 多点からのサンプリングが限られたこと
から、リード数を多く読むことで稀少変異フ
ラクションを検出し、各変異のアレル頻度か
らクローン分画の推定を行った。クローン分
画の確からしさは、公的データベースや既報
論文での症例ごとの変異遺伝子パターンや
細胞株での変異遺伝子パターンとの類似性
から推定した。さらに、術前化学療法前の生
検検体と手術標本からの遺伝子変異のアレ
ル頻度の定量解析から、治療によるクローン
選択と治療抵抗性との関連も確認できた（論
文作成中）。これらを行うために、新規に次
世代シーケンス情報や DNA メチル化･発現解
析のパイプライン（論文 7、23、34、他）な
らびに質量分析計を用いた変異の定量的検
出法を構築することができた（論文投稿中）。  
HER2 増幅が actionable な唯一の分子標的

である胃癌患者の cfDNA の経時的解析から、
手術標本で HER2 増幅がなかった胃癌の再発
例の半数近くの cfDNA で HER2 増幅が陽性に
なること、手術標本で HER2 増幅陽性でも
cfDNA が陰性であった場合には陽性の場合に
比較して再発時のハーセプチン（HER2 に対す
る分子標的薬）が無効な場合が多いことが示
され、腫瘍内での HER2 増幅を持つクローン
の不均一に存在と治療による選択が生じる
ことが示された（文献 6、20）。また、不均一
性の無いマーカーが得られた場合（EB ウイル
ス関連胃癌におけるEBウイルスDNAのcfDNA
中での検出）、再発のモニタリングが精度よ
く可能であることも示された（文献４）。し
かし、cfDNA で高感度･高精度に検出可能な変
異のホットスポット数が限られ、ターゲッテ
ィングの必要性は研究期間内で標準的にな
った deep シーケンス、分子バーコーディン
グの利用でも改善しなかったことから、頻度
の高いターゲットが少ない ESCC での cfDNA
データからの不均一性や治療による変化の
予測アルゴリズムの開発には至らなかった。 
収集した症例を用いて、アイソフォーム特

異的な ESCC 促進作用を持つ RNA 結合蛋白
TIA1 を同定した。TIA1 は、細胞質での発現
量と予後が相関し、細胞増殖促進作用を持つ
新規の分子標的候補であると考えられた（文
献 14）。さらに、術前化学療法のない症例で
の発現が予後予測因子となり、ESCC 細胞の運
動能や浸潤能に促進的に働く別のRNA結合蛋
白も同定した（論文投稿中）。これらは、有



効な分子標的の無い ESCC の治療法の
missing link を補う標的遺伝子となり得る。 
(3)ゲノム編集による不均一性モデルの作製 
研究期間中にゲノム編集技術は大きく進

歩し、特異性の面ではまだ充分とはいえない
ものの、研究レベルでは Crispr/Cas9 を中心
に進めることになった。個体ならびに細胞株
レベルでのCrispr/Cas9によるゲノム編集技
術の開発と改良を進め、高効率での遺伝子特
異的なノックアウトや変異のノックインな
らびに発現の誘導を行える系を確立した（文
献 9、論文作成中）。保有する ESCC 細胞株の
遺伝子変異パターンに合わせて progressor
変異を導入し、低酸素、化学療法剤、分子標
的薬などの選択圧に抵抗性のクローンの変
異から、治療抵抗性が生じる上で重要な変異
の組み合わせをリスト化した。また、幹細胞
マーカーや上皮間葉転換マーカーを組み込
んだ細胞株でのゲノム編集により同様の検
討を行い、薬剤抵抗性や転移の変異パターン
解明の基礎データを構築できた。新規標的分
子候補の機能解析による妥当性検証にも、迅
速なゲノム編集によるノックアウト細胞を
複数クローン作製し用いた。 
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