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研究成果の概要（和文）：本研究においてはIBD関連腫瘍の新たな診断法の一つとして非侵襲的核酸変異検出技
術(リキッドバイオプシー)の開発を行った。腫瘍組織DNAとcirculating tumor DNA(ctDNA)の一致を示しただけ
でなく、フソバクテリウムの腫瘍内不均一性分布やctDNAの起源と動態(半減期1.8-3.2時間)についても検証し、
IBD関連腫瘍におけるリキッドバイオプシーの応用の可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a non-invasive nucleic acid mutation detection 
technique (liquid biopsy) as a new diagnostic method for inflammatory bowel disease (IBD)-associated
 neoplasia. We not only demonstrated the concordance between tumor tissue DNA and circulating tumor 
DNA (ctDNA), but also clarified the heterogeneous distribution of Fusobacterium in tumors and the 
origin and dynamics of ctDNA (half-life: 1.8-3.2 hours), thus clarifying the possibility of applying
 liquid biopsy in IBD-associated neoplasia.

研究分野：消化器内科

キーワード： 炎症性腸疾患関連腫瘍　リキッドバイオプシー　ctDNA　IBD関連腫瘍

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
他の癌腫同様にIBD関連腫瘍を対象とした場合であってもctDNAをターゲットとしたリキッドバイオプシーは可能
であり、非侵襲的な新たな手法の一つとなりうることを見出した。IBD関連腫瘍のブレークスルーとして、診
断・モニタリング・治療などいずれにおいても可能性を秘めている。

※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 
IBD 関連腫瘍はいまだ遺伝解析が十分に行われているとは言えない疾患であるが、通常型大腸
癌と異なる遺伝背景であることが明らかとなっており、特に P53と APCに関しては癌化に関連
した遺伝子変異のタイミングが全く異なることが報告されている(N Engl J Med 372: 1441-
1452, 2015)。今回の IBD関連腫瘍に対してのリキッドバイオプシー研究は、従来のスクリーニ
ング方法に大きなインパクトをもたらし、早期発見だけでなく治療のモニタリング等にも直結
する可能性をも秘めている。また、大腸癌との関係が報告されている腸内細菌叢の一つであるフ
ソバクテリウムにも着目し、環境因子との関係を明らかにすることで整腸剤や抗生剤の新たな
治療法の確立ができるかもしれない。一方で、リキッドバイオプシーでは ctDNAの起源が常に
問題となるが、こちらに対しても遺伝子を人工的に改変した細胞株を利用し、Xenograftマウス
モデルから腫瘍と血中 ctDNA の存在時期や腫瘍量等の詳細な関係を明らかにし ctDNA の起源
を証明する。 
 
２．研究の目的 
本邦において潰瘍性大腸炎(UC)やクローン病(Crohn)といった炎症性腸疾患(IBD)の患者数は爆
発的に増加している。IBD における癌化は慢性炎症が関与しているとされ、IBD 関連腫瘍の診
断・治療は今後の課題となってくる。特に日本が世界をリードしている内視鏡領域でさえも発
見・診断に苦慮する疾患であり、これらの状況に一石を投じるべくリキッドバイオプシーの応用
を試みる。また、同時にフソバクテリウムに代表される腸内細菌叢と IBD 関連腫瘍との関係や
ctDNAの起源についての解析も試みる。 
 
３．研究の方法 
 ①IBD 関連癌と High grade dysplasia（HGD）の患者のうち、腫瘍組織と血液が保存されてい
る 10 人を対象とした。腫瘍および非腫瘍組織は、次世代シークエンサーを使用し、48 癌遺伝子
変異について解析した。また同時に血液は、対象遺伝子をデジタル PCR で変異解析を行った。コ
ントロールとして、腫瘍合併のない 10 人の IBD 患者の大腸組織と血液を、同じ方法で変異解析
した。 
 ②フソバクテリウム(Fn)に関しては、EMR/ESD、外科手術を行った大腸腫瘍 200 例（腺腫 118
例、大腸癌 82 例）と腫瘍近傍正常粘膜 149 例の FFPE を用い、Fn の存在、KRAS 変異/BRAF 変異
の有無を解析した。外科手術検体 46 例においては大腸癌組織と近傍正常粘膜を組織表層/深部
に分けた解析も行った。Ki-67 染色を用いて腫瘍増殖能と Fn の関係性について検討した。 
 ③ctDNA に関しては、ヌードマウスにヒト由来食道癌細胞株(TE11)を用いて 2か所注入ゼノグ
ラフトマウスモデル(A 群)と、4 か所注入ゼノグラフトマウスモデル(B 群)を作成し、腫瘍注入
後の ctDNA 動態(xenograft experiment)と腫瘍切除後の ctDNA 動態(resection experiment)を
検討した。マウス血漿より血中循環 DNA(cfDNA)を抽出し、デジタル PCR を用いて human TERT 遺
伝子を検出し、ctDNA 動態を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 ①年齢の中央値は 49（34-83）歳、男性/女性は 4/6。10 例のうち、7 例は IBD 関連癌であり、
3 例は IBD 関連 HGD であった。ステージ 0（HGD を含む）が 5 人、ステージ I が 3 人、およびス
テージ III が 2 人であった。偽陽性を避けるために、コントロールの結果に基づいて、突然変異
率のカットオフ値を 5％に設定した。10 個中 7個（70％）の腫瘍組織サンプルが変異陽性であっ
た。TP53、KRAS、PIK3CA の変異は、それぞれ 5/10（50％）、1/10（10％）、1/10（10％）で検出
された。各遺伝子の変異頻度は TP53（20.9％; R136H）、TP53（25.0％; C110W）、TP53（8.5％; 
H140Q）、TP53（31.1％; R150W）、TP53（12.8％ ; R141H）、KRAS（40.0％; G12V）、PIK3CA（34.1％; 
R88Q）であった。これらの 7人の患者では、すべての血液で同じ変異が検出された。一方、組織
に変異のない残りの 3 人の患者の血液には変異は検出されなかった。組織と血液の間の変異と
の一致率は 100％であり、血液リキッドバイオプシーは、感度、特異性、陽性的中率（PPV）およ
び陰性的中率（NPV）それぞれ 70％、100％、100％および 76.9％であった。コントロールはいず
れも変異を示さなかった。 
血液リキッドバイオプシーは、IBD 関連腫瘍を非侵襲的に診断する新たな手法となりうること
が示唆された。 
 ②Fn 存在率は腫瘍組織（腺腫, ステージ 0, Ⅰ/Ⅱ, III/IV: 5.9, 26.1, 35.1, 81.8%）、腫
瘍近傍正常粘膜（7.6, 9.5, 27.8, 40.9%)ともに病期に応じ増加していた。ステージⅠ/Ⅱとス
テージIII/IVの組織表層と深部での検討では、大腸癌表層: 28, 66.7%、大腸癌深部:24, 42.9%、
正常粘膜表層: 28, 23.8%、正常粘膜深部: 20, 28.6%であり、ステージ III/IV 大腸癌表層で有
意に Fn は存在していた。大腸癌表層と深部では Fn の不均一性を認め、KRAS 変異/BRAF 変異の
腫瘍内不均一性と比較し有意差を認めた（p <0.001）。また、Fn と KRAS 変異・BRAF 変異に相関



はなく、Fn が存在する組織で Ki-67index の有意な上昇を認めた(Fn+ 93.9% vs Fn- 89.0%; p = 
0.01)。 
Fn は病期に応じて増加し、ステージ III/IV の大腸癌表層で最も多く存在していた。Fn による
腫瘍増殖への関与が示唆されたが、Fn は腫瘍内不均一性があり Biomarker として使用する際に
注意を要することが明らかとなった。 
 ③Xenograft experiment：移植後 4週目の平均腫瘍径は A群で 5.6mm、B 群で 6.5mm とほぼ同
等で、病理でもいずれも腫瘍浸潤は認めなかった。しかし、ctDNA は A 群では検出されず、B群
では検出された。また、その後(6 週目/8 週目)の腫瘍増大に伴い A群では ctDNA が検出され、B
群でも ctDNA の増加が認められられた。 
Resection experiment：A群移植後 7 週目の腫瘍切除では、切除 6時間後に ctDNA は減少し、1
日後に陰性化した。推定 ctDNA 半減期は 1.8〜3.2 時間であった。病理解剖では腫瘍遺残は認め
なかった。また、B群の移植後 5週目の腫瘍切除では、切除 6時間後、1日後、3 日後まで ctDNA
は継続して検出され、病理解剖では全ての評価時期において腫瘍遺残が判明した。 
ctDNA は腫瘍浸潤だけでなく腫瘍量がその動態に影響を与えることが推測され、早期の深達度
が浅い腫瘍であっても検出できる可能性が示された。また腫瘍切除 1 日後の ctDNA 測定が遺残
評価に有効である可能性が示唆された。 
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