
大阪大学・医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

挑戦的研究（萌芽）

2020～2019

炎症と腫瘍形成に伴う間質リモデリングの時空間的制御の解析法の確立

Establishment of analysis method for spatiotemporal control of interstitial 
remodeling

１０２０４８２７研究者番号：

菊池　章（Kikuchi, Akira）

研究期間：

１９Ｋ２２５６３

年 月 日現在  ３   ５ ２５

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：間質は組織幹細胞の恒常性を維持に必要である一方、炎症や腫瘍形成時には病態を増
悪する。また、間質細胞の空間的位置関係が幹細胞性の維持に重要である。私共はWnt5aが大腸の炎症誘導時に
潰瘍部直下の既存のマーカーと一致しない線維芽細胞に限局して発現することを見出した。本課題では、炎症を
背景とした大腸がんモデルマウスを用いて、Wnt5aが発現する線維芽細胞を1細胞シーケンス解析法により同定し
た。また、Wnt5aノックアウトにより腫瘍が縮小する際に特定の線維芽細胞が減少することも見出した。したが
って、Wnt5a発現線維芽細胞の空間的情報が、炎症を背景とした大腸腫瘍形成に重要であることが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：While mesenchymal tissues are essential for the maintenance of homeostasis 
of tissue-specific stem cells, it also promotes the aggressiveness of tumorigenesis and 
inflammation. In addition, spatial localization of fibroblasts is important for the maintenance of 
stemness. We found that Wnt5a is expressed in fibroblasts beneath of the ulcerative legions in the 
colon, and the fibroblasts do not express typical markers of activated fibroblasts. In this study, 
using AOM/DSS-induced inflammatory colon cancer mouse model, we identified new type of fibroblasts 
which express Wnt5a by the combination of single cell RNA sequence and imaging technology. The 
fibroblasts were localized to the lesion surrounding tumors and knockout of Wnt5a decreased numbers 
of the different set of fibroblasts, as well as the reduction of numbers and sizes of tumors. The 
results suggest that spatial and temporal regulation of remodeling of inflammatory cells is 
important for the tumorigenesis based on inflammation. 

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、１細胞RNAシーケンス法によって様々な臓器を構成する細胞のサブセットが次々と報告されており、今後
これらをリファレンスとして各種疾患発症メカニズムを理解する情報科学的研究が加速すると考えられる。本研
究では、炎症誘導性大腸がんをモデルとして、1細胞シーケンス解析とイメージング技術を有機的に結びつけ
て、Wnt5a発現線維芽細胞を同定し、Wnt5aの発現低下により他の線維芽細胞群の増殖が抑制され、大腸腫瘍形成
が阻害されることを明らかにした。この成果により、病態を引き起こす間質リモデリングの時空間的制御の解析
法の一端が確立したことから、学術的意義が大きい。

※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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炎症と腫瘍形成に伴う間質リモデリングの時空間的制御の解析法の確立 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 間質は組織幹細胞の恒常性維持と適切な増殖や分化に必要である一方、炎症や腫瘍形成時に
は病態を増悪する要因となる。近年、間質細胞には遺伝子発現パターンに応じたいくつかの亜
集団(サブセット)が存在し、正常時には特定の間質細胞サブセットと組織幹細胞の空間的位置
関係が幹細胞性の維持に重要であることが明らかになりつつある。私共は 20年以上にわたって、
Wnt シグナルによる細胞機能制御の分子機構を明らかにしてきた。Wnt5a はβ‐カテニン非依存
性経路を活性化する代表的リガンドであり、Wnt5a/β‐カテニン非依存性経路はがんや炎症に
関与することが明らかになってきたが、Wnt5a の発現と腫瘍形成の関連はがん種により異なる
可能性があり、その差異が何を背景に生じうるのか未解明な点が多い。私共は、Wnt5a シグナ
ルと腸管炎症との関連を解析する過程で、炎症状態では潰瘍部直下で Wnt5a 陽性線維芽細胞が
増加すること、Wnt5a 陽性線維芽細胞は既存の活性化線維芽細胞マーカーを発現していないこ
とを見出した。線維芽細胞は均一な細胞集団ではなく遺伝子発現パターンの異なるサブセット
に分類される。Wnt5a を発現する線維芽細胞のサブセットにどのような意義があり、炎症を伴
う発がん過程で微小環境を介して腫瘍増殖がいかに制御されているかは不明である。また、
Wnt5a 発現細胞をはじめ、複数存在する線維芽細胞サブセットの数や質、空間分布を決定する
分子機構は不明である。さらに、炎症や腫瘍が進行する過程で組織化された間質サブセットの
空間的撹乱（間質リモデリング）が病態形成をいかに修飾するのかも判然としないので、これ
らを統合的に理解するための解析法が必要となっている。 
 
２．研究の目的 
 
間質細胞の主体である線維芽細胞に着目し、病態形成に伴う間質リモデリングの経時的・空
間的な変化をインフォマティクスとイメージングの観点から統合的に解析する方法論を確立す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
上記目的を遂行するため、Wnt5a cKO マウスを用いた炎症誘発型大腸がんマウスモデルの腫
瘍組織と正常組織から線維芽細胞をセルソーターにて単離し、1 細胞 RNA シークエンス
（scRNA-seq）を行った。 
（１）間質リモデリングの細胞動態解析 
 成獣マウスに発がん物質であるアゾキシメタン（AOM, 10 mg/kg）投与後、腸炎誘発剤デキ
ストラン硫酸ナトリウム（DSS、3%）を一週間自由飲水させると、4-6 週後には大腸腺腫、20
週経過後に大腸腺がんへと推移した（AOM/DSS 誘導性発がんモデル）。Wnt5a cKO マウス
（CAG-CreER Wnt5a flox マウス）に AOM/DSS を処置した後にタモキシフェンを投与することに
より時期特異的に Wnt5a をノックアウトして、腫瘍ならびに間質細胞に与える Wnt5a 欠損の影
響を解析した。 
 
（２）間質リモデリングの１細胞 RNA シーケンス解析 
 野生型マウス由来の AOM/DSS 大腸がんマウスモデルの腫瘍組織と正常組織から、Gp38 陽性細
胞（血管内皮細胞、上皮細胞、血球細胞のマーカーは陰性）を線維芽細胞としてセルソーター
にて単離し、1細胞 RNA シークエンス（scRNA-seq）を行った。遺伝子発現パターンと、それに
基づく機能解析の結果から、線維芽細胞のクラスタリングを行い複数のサブセットを同定し、
Wnt5a 発現細胞を同定した。すでに報告されている大腸の正常時および炎症時における線維芽
細胞の scRNA-seq データとの統合解析を行い、軌道推定によって炎症から腫瘍に至る線維芽細
胞サブセットの経時的な変化を明らかにした。次に Wnt5a cKO マウス由来の腫瘍組織より単離
した線維芽細胞との比較を行い、Wnt5a の発現抑制により影響を受ける細胞群を特定し、その
機能解析を行った。また、イメージングにより、そのような細胞群の実際のがん組織における
挙動を確認した。さらにリガンド－受容体相互作用データベースに基づき、線維芽細胞を含む
がん微小環境における細胞間の相互作用を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）間質リモデリングの細胞動態解析 
対照マウスおよび Wnt5a cKO マウスに AOM/DSS を処置した後にタモキシフェンを投与するこ
とにより時期特異的に Wnt5a をノックアウトして、大腸の腫瘍形成、炎症関連サイトカイン量、
臨床症状等の表現型に対する Wnt5a 欠損の影響を解析した。対照マウスの大腸組織では、DSS
処理直後（2週目）に Wnt5a の発現が上昇し、その後炎症の鎮静化とともに発現が低下した（6
週目）。しかし、12週以降では Wnt5a の発現は再び上昇に転じ、腫瘍が形成される 14 週から 20
週に発現が増加した（図 1IL-6, TNFα 等の炎症性サイトカインの発現もこの時期に再上昇し



た。DSS 処理後 4週で Wnt5a をノックアウトし、Wnt5a の再発現上昇を抑制したところ、サイト
カインの発現再上昇には変化がなかったが、腫瘍形成が抑制された(図 2)。 
 

（２）間質リモデリングの１細胞 RNA シーケンス解析 
AOM/DSS 大腸がんモデルにて、Wnt5a と各種線維芽細胞マーカーを染色したところ、Wnt5a は
上皮が剥離した管腔側に存在する線維芽細胞に発現していたが、腫瘍組織の大部分を占める活
性化線維芽細胞のマーカーである S100a4 を発現する細胞とは一致しなかった。野生型マウス由
来の AOM/DSS 大腸がんマウスに
おいて形成されたがん組織およ
び正常組織から線維芽細胞を単
離し、1 細胞 RNA シーケンス
（scRNA-seq）を行った。これま
で報告されている大腸の正常時
および炎症時における線維芽細
胞の scRNA-seq データと統合解
析を行ったところ、がん化の過程
で線維芽細胞はいくつかの特徴
的なサブセットに分けることが
できた（図 3）。 
軌道推定の結果、2種類の正常
線維芽細胞を起源として、発がん
に至る過程で線維芽細胞のサブ
セットが変化していることが判
明し、炎症からがん化に至る線維
芽細胞の全体像を明らかにした。
その中でWnt5aはTnc(+) Cd34(-)
の集団で特異的に発現することが確認され、活性化線維芽細胞とは異なる集団であることが判
明した。また、Wnt5a の受容体の発現パターンの検討より、発がん過程で初めて誘導される線
維芽細胞集団（がん関連線維芽細胞）が Wnt5a を受容するサブセットである可能性が示唆され
た。さらに、Wnt5a cKO マウスの腫瘍組織より単離した線維芽細胞の scRNA-seq 結果より、Wnt5a
の発現抑制によってがん関連線維芽細胞の割合が大きく低下することが示された（図 4）。 
 すなわち、Wnt5a はがん関連線維芽細胞に特異的に作用し、その集団を維持していることが
示唆された。そのサブセットについて、集団を特徴づけるマーカー遺伝子の解析の結果、がん
の進展を促進するがん関連線維芽細胞の一種と考えられた。実際に腫瘍組織のイメージングを

図 1. AOM/DSS モデルにおける Wnt5a および炎
症性サイトカインの発現変動 図 2. AOM/DSS モデルにおける腫瘍形成(a、白矢印

)および炎症性サイトカインの発現(b)に対する
Wnt5a 欠損の影響 

図 3. 線維芽細胞のクラスタリング：Wnt5a を発現、受容
する特異的なサブセットが同定された。 



行ったところ、がん関連線維芽細胞はがんを取り巻く間質内に存在したが、Wnt5a cKO により
その割合が大きく減少した。Wnt5a cKO マウスにおける腫瘍縮小の表現型と併せると、Wnt5a
はがん関連線維芽細胞を制御し、発がん促進に関与することが明らかとなった。がん微小環境
における Wnt5a 発現線維芽細胞ならびに Wnt5a 受容線維芽細胞であるがん関連線維芽細胞の関
係を明らかにすべく、がん組織における免疫細胞の scRNA-seq データとの統合解析を行った。
リガンド－受容体相互作用データベースに基づいた解析の結果、Wnt5a 発現線維芽細胞は他の
細胞腫と比較して、がん関連線維芽細胞との相互作用が強固であることが示唆された（図 5）。 
 本研究により、がんの悪性化に寄与する線維芽細胞を維持する集団として新たな線維芽細胞
サブセットを同定し、その両者の相互作用を支える分子として Wnt5a が重要な機能を担ってい
ることを明らかにできたと考えている。 
 

図 4. 線維芽細胞サブセットの割合
の変化：Wnt5a cKO によりがん関連線
維芽細胞の割合が大きく低下する。 

図 5. 線維芽細胞間の相互
作用：Wnt5a 発現線維芽細胞
はがん関連線維芽細胞と最
も強く相互作用する。 
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