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研究成果の概要（和文）：近年、癌の浸潤・転移機構解明のためにシングルセル解析が注目されており、我々は
新技術であるVisiumを用い、従来の病理形態学と合致させた遺伝子発現地図を作成し微小環境の解明を行うこと
を目的として本研究を開始した。食道癌サンプルから得られたデータにより、化学療法を行うと制御性T細胞の
免疫抑制能力が低下し、細胞障害性T細胞が疲弊を回避し、ヘルパーT細胞はよりメモリーへ誘導され、疲弊も回
避されることがわかった。これらの結果から、食道癌において化学療法は免疫細胞による抗腫瘍免疫を増強して
いる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In recent years, single-cell analysis has attracted attention for 
elucidating the mechanisms of cancer invasion and metastasis. we initiated this study using Visium, 
a new technology, to create a gene expression map consistent with conventional pathomorphology and 
to elucidate the tumor microenvironment. Data from esophageal cancer samples show that chemotherapy 
reduces the immunosuppressive capacity of regulatory T cells, cytotoxic T cells evade exhaustion, 
and helper T cells are induced to become more memory-intensive and prevent exhaustion. These results
 suggest that chemotherapy may enhance anti-tumor immunity by immune cells in esophageal cancer.

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、食道癌の化学療法前後での単一細胞レベルの遺伝子発現を解析することにより、術前化学療法がど
のように免疫微小環境に影響を及ぼすか解明することを目的とした。食道癌の術前化学療法による腫瘍微小免疫
環境の解明はこれまでほとんど報告がなかったため、本研究により化学療法反応性のバイオマーカー、微小環境
中の治療標的を検討する一助となる可能性がある。

※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 
食道癌は世界的に比較的高い罹患率・死亡率を示す悪性度の高い癌で、浸潤・転移メカニズム

への深い理解が治療に関わるといえる。腫瘍免疫微小環境の解明が重要となってくるが、その多
様な細胞構成と複雑な関係性が問題となり、精確な解析の妨げとなってきた。近年登場した、シ
ングルセル解析技術により微小免疫環境の多様性を解析できるようになったが、細胞の位置情
報が失われるという欠点があった。10Xgenomics 社より“VisiumSpatialGeneExpression”技術
が発表され、位置情報を維持したトランスクリプトーム解析が可能となり、腫瘍微小環境の解明
が進められ、浸潤・転移のメカニズムの解明につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、新技術を用いて従来では入手できなかった局所の位置情報をもつ遺伝子発現

情報を得ることで、食道癌微小環境の遺伝子発現マップを作成し、病理形態学の情報と比較・統
合することで、腫瘍微小環境の位置による機能的な差を解析し、癌の浸潤・転移の特性に及ぼす
影響を検討する。この解析を通じて、その転移・浸潤機構を制御するような新たな治療法の開発
を目指し、食道癌の予後改善を目標とする。 
 
３．研究の方法 
①ヒト食道癌切除組織からの位置情報を保持した遺伝子発現データの入手 
“Visium”を行う上で、癌組織の新鮮凍結切片が必要となる。新鮮な癌組織の凍結切片を用いて、
スライドグラス上にオリゴが配置された特殊な方法で mRNA をキャプチャーし、位置情報を保持
した cDNA を作成する。それらを singlecelltranscriptome 解析と同様に NGS 用ライブラリを作
成する。 
 
②遺伝子発現マップの作成と解析 
調製したライブラリを NGS でシークエンス行い、得られたデータを 10Xgenomics 社の解析ソフ
トを用いて解析する。そのデータを撮影していた HE 染色の画像に重ねることで、従来では難し
かった局所の病理学的知見と網羅的な遺伝子発現データの統合解析が可能となる。 
 
③in vitro, in vivo での実証と新たな治療アプローチの開発 
前工程で同定した腫瘍の浸潤、転移等に関わる因子(標的となる細胞や遺伝子)に対し、
patientderivedorganoid や PDX(patientderivedxenograft)を用いて実験を行い、転移・浸潤機
構など微小環境の担う機能に関りがあるかどうかを検討する。これにより浸潤転移に関係する
遺伝子を同定し、それを制御することによる新たな治療アプローチの開発を目指す。 
 
“Visium”の簡略図 

 
４．研究成果 
当研究室が以前から保有している食道癌サンプルから得られたシークエンスデータを用いたシ

ングルセル解析により、化学療法の有無による免疫細胞の機能変化を評価した。化学療法を行っ
た症例においては、細胞障害性 T細胞はアポトーシスや疲弊を回避し、ヘルパーT細胞はよりメ
モリーへと誘導され、疲弊も回避されることがわかった。一方で、制御性 T細胞は細胞傷害性や
免疫抑制能力が低下しており、樹状細胞での抗原提示性は増加したことがわかった。よって、食
道癌における化学療法では免疫細胞による抗腫瘍免疫を増強している可能性が示唆された。今
後、Visium を用いて空間的な位置情報に基づいた腫瘍微小免疫の詳細な解析を行う予定である。 
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