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研究成果の概要（和文）：がん細胞のゲノム情報とがん細胞を取り巻く微小環境のゲノム情報を合わせることで
がんゲノム医療の精度を大きく向上させたい。本研究において、臨床現場で取得可能なバルクの膵癌組織やオル
ガノイドを用いたRNA-seqデータをオルガノイドや手術検体の膵がん組織検体のシングルセル解析により得られ
たSignature matrixから数理的に各細胞グループに分離、分析する新規Virtual dissectionモデルを構築した。
また、がん-間質相互作用をネットワーク解析より抽出し、がん細胞と微小環境の両方を対象にした次世代がん
ゲノム医療の実現を目指した。

研究成果の概要（英文）：We would like to greatly improve the accuracy of cancer genome medicine by 
combining the genomic information of cancer cells with that of the microenvironment surrounding 
cancer cells. In this study, we tried to construct a novel virtual deconvolution model to 
mathematically separate and analyze RNA-seq data using bulk pancreatic cancer tissues and organoids 
into each cell group based on the signature matrix obtained by single cell analysis of pancreatic 
cancer tissue samples from organoids and surgical specimens. We also extracted cancer-stromal 
interactions from the network analysis to try to realize next-generation cancer genome medicine 
targeting both cancer cells and microenvironment.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： Virtual dissectionモデル　がん微小環境　膵癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ゲノム情報を利用したがんと間質細胞間の相互作用解析（インタラクトーム解析）に関する報告が次々と
なされ始め、がんと微小環境の両方を標的とする治療法の探索が試みられている。がん細胞と微小環境、両方の
ゲノム情報を加味したがんゲノム医療を臨床現場で実現可能かどうかを検討することによって、がんゲノム医療
が高精度化されると共に、大規模臨床試験段階でFailureした既存の候補薬剤の有効なPopulationを同定するこ
とが可能となり、より精緻な治療法をより多くのがん患者に届けることができるようになると考えられる。

※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 
がんゲノム医療が臨床で実践される段階を迎え、ゲノム情報と臨床情報とを合わせたビッグデ
ータを解析することにより、遺伝子変異の意味や治療の効果がリアルワールドエビデンスとし
て提示されるようになった。しかし、現在のがん臨床シークエンスは、遺伝子変異に対して効果
のあると推察される分子標的薬を提案しており(Sunami et al., Cancer Science, 2018)、今後
Target sequence から Whole genome sequence (WGS)＋RNA-seq へと解析方法をアップグレード
ししようとしている。更に、治療到達率の飛躍的な向上を目指すには、「がん細胞のみを対象と
する」という枠組みだけではなく、癌の進展（増殖、生存、浸潤、転移）を促進している微小環
境の情報も加味することが重要であると考えられる。 
乳癌では、ホルモンレセプターや HER2 発現によってサブタイプ分類し、サブタイプ別に治療法
を選択するという手法が以前から実臨床で採用されており、検査の進歩と共にサブタイプ分類
もより細分化されてきている。消化器癌においても、近年、がん組織における遺伝子の発現パタ
ーンを用いたサブタイプ分類（Comprehensive molecular subtype: CMS）が提唱され、CMS 別で
の治療法の選択が試みられている(Guinney J et al., Nat Med. 2015, Cancer Letters, 2018)。
膵癌でも CMS の報告はなされているが、膵癌組織の特異性（著名な間質増生やがん組織内の癌細
胞含有率の低さなど）のため、bulk のがん組織を用いた遺伝子発現解析では、癌細胞の特徴を
同定することは難しいと考えられる。実際、Collisson ら(Collisson EA et al., Nat Med., 
2011)や Bailey ら(Bailey P et al., Nature, 2016)の CMS では、exocrine-like subtype が存
在し、これは癌部に隣接した正常組織の Phenotype を反映していると指摘されている(Raphael 
BJ et al., Cancer Cell, 2017)。このような bulk 組織を用いたゲノム解析の limitation を克
服するため、Moffitt らは bulk 組織の遺伝子発現データを数理モデルを用いて（実際に組織や
細胞を分離することなく）、細胞グループごとに分離分析し、がん細胞と間質とをそれぞれサブ
タイプ分類した (Moffitt RA et al., Nat Genet., 2015)。彼らはこの解析手法を“Virtual 
dissection”と呼称し、一定の評価は得られたが、新規治療戦略や実際の治療効果の向上には結
びついておらず、今後前向き試験や single cell 解析などによる検証が待たれている。 
このように、膵癌組織では微小環境（Tumor microenvironment; TME）が癌細胞よって積極的に
構築され、様々な側面から癌の進展（増殖、生存、浸潤、転移）を促進している(Bardeesy N et 
al., Nature Rev. Cancer, 2002)。実際、CAF（cancer associated fibroblast）や TAM（Tumor 
associated macrophage）と称される活性化された線維芽細胞やマクロファージなどが癌の進展
を多面的に促進させ、抗癌剤耐性にも関与している(Kalluri R et al., Nature Rev. Cancer, 
2006; Michele De Palma et al., Cancer Cell, 2013)ことが実証され、TME は癌治療の新たな
標的として注目を集めている。TME をターゲットにした新規治療薬として、CD40 阻害薬や SSTR1
阻害薬、retinoic acid、pirfenidone (Camille et al. EMBO Molecular Medicine, 2015)など
の有効性が基礎研究レベルで報告されている。また、Hedgehog pathway 阻害薬 (Amakye et al., 
Nat Med. 2013) や細胞外マトリックスを標的としたヒアルロニダーゼ製剤（PEGPH20）(Jacobetz 
et al., Cell, 2013)も Preclinical study で非常に良好な治療効果を認めた。しかし、いずれ
の製剤も膵癌全体を対象とした臨床試験では有効性を示すことはできず、有効な Population を
選別するためのバイオマーカーの同定が課題となっている。また近年、ゲノム情報を利用したが
んと間質細胞間の相互作用解析（インタラクトーム解析）に関する報告が次々となされ始め
（Zenggang Li et al., Nature Communications, 2017, Komura et al., BMC Genomics, 2016）、
がんと微小環境の両方を標的とする治療法の探索が試みられている。 
本研究により、がんゲノム医療が高精度化されると共に、大規模臨床試験段階で Failure した
既存の候補薬剤の有効な Population を同定することが可能となり、より精緻な治療法をより多
くのがん患者に届けることができるようになると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
がん細胞のゲノム情報とがん細胞を取り巻く微小環境のゲノム情報を合わせることでがんゲノ
ム医療の精度を大きく向上させることである。具体的には、臨床で使用可能な bulk のがん組織
を用いた RNA-seq データを数理的に各細胞グループに分離、分析する新規 Virtual dissection
モデルを構築し、臨床での実装化を目指す。自施設の膵癌切除検体を用いたbulk RNA-seq、Single 
cell RNA-seq (scRNA-seq)の各データと膵癌 PDX モデルを用いたインタラクトーム解析の結果
を統合し、NMF 法、Deconvolustion 解析、CIBERSORT など様々な数理モデルを用いて、新規 Virtual 
dissection モデルの構築を行うことに学術的な独自性、創造性がある。さらに、本モデルによ
る解析結果に対して、TCNG（The Cancer Network Galaxy（ベイジアンネットワークによるがん
統合分子ネットワークデータベース））を合わせることで、on-tumor で pathogenic に働いてい
るがん-間質相互作用を同定することが可能となり、がん細胞と微小環境の両方を対象にした次
世代がんゲノム医療の実現を目指す。 
 



 
３．研究の方法 
(1). Virtual dissection モデルの構築と Diver interaction の同定 
膵癌オルガノイドおよび膵癌手術検体より virtual dissection を行うための細胞種の同定お
よび細胞種の分画や発現量を deconvolution するための基準となる signature matrix の作成を
行なった。 
 Signature matrix の作成は single cell の発現量のデータを元に、主成分分析やクラスタ
リング解析によるクラス分類を行った。クラスタリング結果より、分類された single cell
細胞の個々の発現量のデータからクラスター毎にSignatureを構築できるCibersortxのア
ルゴリズムを採用し、細胞種ごとの Signature matrix を構築した。細胞種は DAVID や
Metascape などのエンリッチメント解析により同定した。 

 癌細胞の性質の確認としてオルガノイドから得られた single cell と同時に取得したバル
ク RNAseq の発現量のデータ解析による膵癌の特徴を検討した。 

 
(2). Virtual dissection モデルの検証 
膵癌オルガノイドと同じ症例の膵癌組織やオルガノイドバルクサンプルに対して、構築した
Signature matrix による細胞種の割合や発現量を求め、実際の標本から抽出できる情報とどの
程度相関があるか検討した。また、TCGA などの外部データベースのバルク RNAseq の発現量での
検討も行った。 
 
(3). がんー間質相互作用同定に向けたネットワーク解析 
共同研究者等が考案した TCNG（The Cancer Network Galaxy（ベイジアンネットワークによる
がん統合分子ネットワークデータベース））やそのアルゴリズムにより構築しされたネットワー
クからがんー間質相互作用を抽出するようなサブネットワークの条件を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1). Virtual dissection モデルの構築と Diver interaction の同定 
(2). Virtual dissection モデルの検証 
膵癌オルガノイドおよび膵癌組織の scRNA-seq による発現量のデータから個々および全てまと
めた時のクラスタリング解析による細胞種のクラスタリング解析から、図１-４のようなクラス
ターを同定した。また、クラスターを構成する遺伝子とその発現を確認した。 

 
図 1. オルガノイドの t―SNE によるクラスタリング 図 2. 各クラスタリング代表する遺伝子発現のヒートマップ例 

 

 

図 3. 今回の解析により得られた scRNA-seqによるクラスタリングと遺伝子発現のヒートマップ 



 

図 4.構築した Signature matrix によるバルク膵癌組織およびオルガノイドデータの細胞分画の割合 

 

膵癌組織は癌細胞に加えて、膵臓の正常な腺房細胞や間質細胞、免疫細胞も含むため、多くの
細胞種を分類できる Signature matrix が必要となることが予想される。実際に、個々の症例や
オルガノイド毎に検討を行って見ると、全ての解析ではなかったが、特に癌のモデルであるオル
ガノイドにおいてはこれまでに報告にあるような膵癌のサブタイプを分けられるような
Signature matrix が得られた。また、すべてのデータセットを組み合わせた解析における
Signature matrix は癌細胞、正常細胞や間質、免疫細胞といった細胞種が明らかに異なる遺伝
子が選択されており、個々の解析でみられたような癌のサブタイプの情報は失われた。よって、
症例毎の差はあるものの、個々で検討する方が、膵癌のサブタイプを分類できる可能性があるこ
とを見出した。今後の課題として引き続き、クラスターの分類の方法を検討し、更なる改善を行
なっていく予定である。例えば、１段階で分類するよりは、多段階でクラスターの分類または遺
伝子発現の分解を行うなど、分類したい細胞の細かいサブタイプまで同定したいのかなど、必要
に応じたクラスターを使い分けていくことにする。 
 
(3). がんー間質相互作用同定に向けたネットワーク解析 
TCNG（The Cancer Network Galaxy（ベイジアンネットワークによるがん統合分子ネットワーク
データベース））やそのアルゴリズムにより遺伝子の発現量から構築しされたネットワークから
がんー間質相互作用を抽出するようなサブネットワークを構築するために、２群のデータセッ
トを用いて検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ サブネットワーク構築に向けた検討のスキム 

 
 本研究において、クオリティの高い scRNA-seq データの取得が難しいとされる膵癌において
scRNA-seq データを取得し、細胞種の同定を行うことができたことに加え、そのデータからさま
ざまな細胞種の Signature matrix を構築することができた。しかしながら、細かい癌細胞のサ
ブタイプまでを検討する場合は、オルガノイドなどのモデルからの構築されるようなサブタイ
プの分類が必要なことがわかった。引き続き、Signature matrix の検討を行う必要があるが、
がん-間質相互作用をネットワーク解析より抽出し、がん細胞と微小環境の両方を対象にした次
世代がんゲノム医療の実現を目指していく。 
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