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研究成果の概要（和文）：われわれはメチル化アレイデータを解析し、①大腸がん特異的、②癌細胞特異的、③
健常組織非発現、④標的転写産物の発現とメチル化βvalueが逆相関、⑤独立予後不良因子。以上5つの条件を満
たす3マーカーGPC6, FGD5, MSC を選定した。ctDNAを抽出後Digital PCRを用いた検出系で解析し臨床的意義を
明らかにした。またGPC6(高メチル化)低発現CAF細胞と共局在する細胞および情報交換する遺伝子をシングルセ
ルデータの機械学習パイプラインDeepCOLORにより求めた結果、GPC6はCAF由来でありCCL2を分泌して転移巣形成
に寄与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed methylation array data and selected three markers, GPC6, FGD5, 
and MSC, that meet the following five criteria: (1) colon cancer-specific, (2) cancer cell-specific,
 (3) not expressed in normal tissues, (4) inverse correlation between expression of the target 
transcript and methylation β-value, (5) independent poor prognostic factor. After extracting ctDNA,
 we used a detection system based on digital PCR to analyze and clarify its clinical significance. 
Furthermore, using the machine learning pipeline DeepCOLOR on single-cell data, we identified that 
GPC6, which is highly methylated and lowly expressed, co-localizes and communicates with CAF cells. 
As a result, GPC6, which is derived from CAF and secretes CCL2, contributes to metastatic colony 
formation.

研究分野：外科

キーワード： メチル化　MRD　補助化学療法　ctDNA　digitalPCR　転移ニッチ　CAF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸がんの罹患率・死亡率は世界でも本邦でも依然として高く社会問題の一つである。特に根治切除可能な
stage IIまたはIII進行大腸がんは、治療の感受性(抵抗性)評価、再発の早期診断を実現する必要がある。本研
究の成果により治療後の再発の要因となりうるMRDを正確にモニタリングできる様になった点の社会的意義は大
きい。また転移のマーカーがCAF由来であったのは、転移成立の本質を学術的に捉える上でシングルセル解析が
可能になった現在だからこその結果であり、学術的に有意義であった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
大腸がんの死亡数予測では肺がんに次いで 2 位という国民生活を直接脅かす喫緊の社会問題で
あり、臨床病期に応じた死亡数逓減の取り組みが必要である。臨床病期 II 期/III 期 大腸がん症
例ではたとえ転移再発を来しても早期発見による外科的切除が生命予後を延長することから現
在の血清腫瘍マーカーと CT/MRI 画像検査を凌駕する正確な術後再発早期発見のシステム構築
が重要である。 
 他方、われわれは大腸がんのゲノム進化についてマルチサンプリングWESを統合解析するこ
とで解明してきた。すなわち早期大腸がんは個々の driver ゲノム変異が選択圧となる自然選択
進化であり、進行癌は driver 変異はすでに遍く行き渡っており、進化を決めるのは宿主の免疫
応答や治療など外的要因であった。研究開始当初は、この術後モニタリングについても、高いク
ローナリティを有する変異こそが重要であることを訴え、論文化したが(Nagayama S. Sci Rep 
2023)、われわれが求めるバイオマーカーはコスト面でも実臨床に応用可能な実装性の高いアッ
セイ系の確立であり優れたメチル化マーカーを同定することへとより良き方法へと研究の方向
性をシフトさせた。 
 
２．研究の目的 
 
大腸がん臨床病期 II・III 期の個々の症例において簡便かつ低侵襲に頻回の検査が可能なリ
キッドバイオプシーシステムを提案する。すなわち原発巣におけるゲノム変異プロファイ
ルから ctDNA モニタリング用に標的変異遺伝子数個を決定し経時的に digital PCR 解析を
行うという実装的な術後定期的モニタリングシステムを構築したい。 
 われわれは確立するモニタリングアッセイシステムの実装性の確立という点において勘案し、
特定の（転移再発において重要な）遺伝子のプロモーターー領域のメチル化を標的にすることへ
と方法論をシフトさせた。 
すなわち実装性の高いアッセイシステムの確立して、治療後の再発の要因となりうる微
小残存病変(minimal residual disease; MRD)の正確なモニタリングが可能な、低侵襲・安
価で頻回の検査法の確立を目指している。 
 
３．研究の方法 
 

 われわれはメチル化アレイ公共データベースを解析し、①大腸がん特異的、②癌細胞特異
的、③健常組織非発現、④標的転写産物の発現とメチル化βvalueが逆相関、⑤独立予後不
良因子。以上 5 つの条件を満たすメチル化ゲノム領域の 3マーカー(FGD5, GPC6, MSC)を
選定した。ctDNAを抽出後 Digital PCRで検出する Digital PCRを用いた検出系で解析を
実施している。解析症例は根治術を施行し術後補助化学療法を実施した後に再発をきたし
た stage III 大腸がんを対象とした。特に、術後経過中に画像診断(造影 CT 等)にて転移再
発を疑う所見があったが既存の血清腫瘍マーカー(CEA)は陰性であり経過観察としていた
6例についてレトロスペクティブに検証した。採血は経時的(術前、術後補助化学療法中、術
後数回、再発時)採血を実施した。なお、カットオフ値は非癌症例の血漿中 ctDNAのメチル
化を評価して決定した。 
 尚、バイオマーカについてはシングルセルデータの深層学習解析により発現由来細胞を明確
にした。 
 
４．研究成果 
 
われわれは再発 28例および無再発 19 例の病理学的ステージ III の大腸がん患者からそれぞれ前
後の血漿サンプル180例と114例を検査した。結果、再発患者28人中22人が陽性（感度78.6％）、
無再発患者 19 人中 17 人が陰性（特異性 89.5％）であった。本法は放射線画像診断を用いた従
来の診断よりも 208 日前に再発を予測した。さらに治療直後の反応性応答で補助療法(ACT)の評
価を施行したところ、2 回目または 3回目の血液サンプルで陽性だった 19 人の患者は、他の患
者よりも有意に予後不良であった（p=9E-04）。 
 
本検査は、手術後の腫瘍負荷の変化パターンに基づいて 4 つのグループへと分類した。興味
深いことに、ACT治療中に本検査陰性だったケースは 34.8％のみで、ACT の適格性を示してい



た。本検査は、正確なMRDモニタリングの臨床的ニーズに対応し、広範囲に適用可能で、侵襲
性が少なく、コスト効果が高いことから、再発検出を可能にできる方法である。 
本検査の普及により、根治切除後のステージ III 大腸がん患者における ACTの効果を効果的に
評価することが可能になった。われわれは、本試験を用いた ACT の臨床応用の再評価を今後、
症例数を増加してアプローチすることとなる。 
他方、今回同定した 3 マーカー(FGD5, GPC6, MSC)について、6 つの大腸がんのケース
（GSE178318）からの 133,132 細胞のシングルセル RNA シークエンシングデータを解析した。
その結果、GPC6 および MSC が CAF 由来であること、また GPC6 の発現が転移部位において
一次部位よりも顕著に低いことを示した。さらに、91,103 細胞（GSE132465）からの別のシン
グルセル RNA シークエンシングデータも、3 つのマーカー全てが上皮細胞からではなく、間質
細胞由来であることを示している。このように転移巣特異的なマーカーであり、重要な治療標的
としても研究が展開していくことを期待している。 
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