
九州大学・大学病院・講師

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）

１７１０２

挑戦的研究（萌芽）

2020～2019

Drop-seqによる不均一性を伴う患者由来消化器癌微小環境の単一細胞解析

Analysis of single-cell transcriptome with Drop-seq for heterogeneity in the 
tumor microenvironment derived from digestive cancers.

２０４５２７０８研究者番号：

大内田　研宙（OHUCHIDA, Kenoki）

研究期間：

１９Ｋ２２６６４

年 月 日現在  ３   ５ ３１

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、消化器癌におけるheterogeneityをDrop-seq技術を用いたシングルセル解
析により解明するために開始された。胃癌・食道癌を対象に、正常部・腫瘍部・所属リンパ節のシングルセル
RNAライブラリを約20例ずつ作成し解析したところ、“疲弊した”Tリンパ球は腫瘍部で多く検出され、癌化に伴
うTリンパ球の機能低下を認めた。形質細胞は腫瘍部に多く、抗体産生能が亢進していることが示唆された。さ
らに胃癌と食道癌では、胃癌で活性化Bリンパ球への分化がより促進していることが考えられた。以上のように
消化器癌における免疫環境のheterogeneityを詳細に解析することができた。

研究成果の概要（英文）：This study was started to elucidate heterogeneity in digestive cancers by 
single-cell transcriptome with Drop-seq. About gastric and esophageal cancers, we created 20 cases 
of scRNA-sequencing data for normal mucosae, tumor sites and lymph nodes for each. In the analysis 
of data with esophageal cancer, “exhausted” T cells were detected more in the tumor sites than in 
the normal mucosae, and we considered that the T cells function decreased with carcinogenesis. 
Plasma cells were found more in the tumor lesions, suggesting that many antibodies were produced in 
the tumor microenvironment. Furthermore, comparing gastric cancers with esophageal cancers, we think
 that the activation of B cells was promoted more in the gastric cancers. In short, with scRNA-seq, 
we could analyze the heterogeneity of the digestive tumor microenvironment in detail.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は革新的な技術であるDrop-seqを基盤としたシングルセル解析を用いることで、これまで詳細が不明であ
った消化器癌の腫瘍微小環境内の不均一性を解明することを目的とした。従来のBulkでのRNA-seqでの解析では
評価できなかった各細胞の不均一性をシングルセル解析では詳細に解析することが可能であった。特に免疫細胞
に関しての単一細胞レベルの機能的評価が可能となり、発癌過程の解明や、免疫チェックポイントを中心とした
新たな治療法の確立につながると考えられる。

※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 
 消化器癌は腫瘍微小環境内に heterogeneity といわれる高度な不均一性をもっており、癌の浸
潤や転移に大きく関わることが知られている。さらに癌細胞だけではなく微小環境を形成する
免疫細胞などの間質細胞にも機能的な heterogeneity が存在することが知られている。しかし従
来の Bulk での RNA-seq などではそれらの不均一な細胞集団の機能分類を網羅的に行うことは
できなかった。一方、血液腫瘍分野では Drop-seq 技術を用いたシングルセルでの網羅的遺伝子
発現解析が注目されており、単一細胞レベルでの網羅的遺伝子プロファイリングの結果から様々
な機能別の細胞集団を分類し、さらにこれまでは見出すことができなかった細胞集団を同定す
ることが可能となった。消化器癌においてこの Drop-seq 技術を用いたシングルセル解析による
腫瘍微小環境中の細胞集団の同定、分類の報告はこれまでになく、消化器癌の発癌や転移の機序
を解明する上では画期的な研究方法と考えられた。 
 
２．研究の目的 

Drop-seq 技術を用いたシングルセル解析を用いて消化器癌の機能的な heterogeneity を明ら
かにし、治療抵抗性や浸潤・転移・再発に強く関わる悪性度の高い癌細胞集団やそれに関わる癌
微小環境中の間質細胞集団の存在やその特性について解析する。 
 
３．研究の方法 
 ①患者由来消化器癌組織の Drop-seq 技術を用いたシングルセル発現解析 
 患者由来手術切除標本を単一細胞まで分離する。その後 10ｘgenomics 社の Chromium シング
ルセルコントローラーを使用し単一細胞毎の mRNA を網羅的に抽出する。 
 
 ②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 
 ①で得られた遺伝子発現データから、細胞集団をクラスタリングする。 
 
 ③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 
  
４．研究成果 
①患者由来消化器癌組織の Drop-seq 技術を用いたシングルセル発現解析 

 胃癌・食道癌の切除検体を用いたライブラリー作成を行った。上皮系組織の細胞接着は強固で
あり当初は生細胞の状態で単一細胞化することに難渋したが、現在では手技を確立することが
でき、胃癌・食道癌の正常粘膜部・腫瘍部・リンパ節由来のシークエンスデータをそれぞれ 20
例程度作成することができた。 
  
 ②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 
 ①で得られた各症例の網羅的遺伝子発現データについて、各細胞集団の代表的な発現遺伝子
に注目することで初期クラスタリングを行った（図 1）。 



 これらのクラスターのうち、特に Tリンパ球、Bリンパ球に着目した。近年、免疫チェックポ
イント阻害薬の出現に伴い“疲弊した”T細胞という機能的な新たなサブセットが提唱されてい
るが、これらは食道扁平上皮癌において、正常部と比較し腫瘍部で多く検出され、Tリンパ球の
細胞障害機能が低下していると考えられた。また、Bリンパ球に関して、分化過程の様々なサブ
セットを同定することができた。さらに腫瘍部で形質細胞が多く検出され抗体産生能が亢進し
ていることが示唆された。さらに胃癌と食道癌で比較すると胃癌で活性化 B リンパ球への分化
が促進していると考えられた。 
 
 ③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 
 “疲弊した”Tリンパ球に対し、さらに詳細な評価を行うと、疲弊マーカーとして注目されて
いる PD-1 以外にも、TIM3 や LAG3 などの抑制性マーカーも共発現していることが判明した。 
 
（まとめ） 
革新的な技術である Drop-seq 技術を用いたシングルセル解析により消化器癌の腫瘍微小環境

内の不均一性、特に Tリンパ球、Bリンパ球を中心とした免疫細胞の機能的な不均一性を詳細に
解明することができた。 
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