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研究成果の概要（和文）：正常大腸、炎症大腸、大腸がん由来の線維芽細胞の経時的変化を、1細胞RNAシーケン
スの結果を用いて統合解析した。マウス大腸がんの病態形成過程において誘導されるがん関連線維芽細胞（CAF,
 cancer-associated fibroblast）のうち、Wnt5a依存的に維持されるものとしてtumor-promoting CAF (tCAF)を
同定した。Wnt5aがTGFβ/PPARシグナルの制御を介して、tCAFの性状維持に寄与していることが示唆され、Wnt5a
ノックアウトにより腫瘍形成が抑制されたことと合わせて、CAFにおけるWnt5a発現の意義が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the temporal changes in fibroblasts involved in the 
pathogenesis of diseases, single-cell RNA sequencing results of normal colon fibroblasts, 
inflammation-induced colon fibroblasts, and colon cancer-derived fibroblasts were integrated and 
analyzed. Among the subsets of cancer-associated fibroblasts (CAFs) induced during the pathogenesis 
of mouse colon cancer, tumor-promoting CAFs (tCAFs) were identified as those that are maintained 
dependent on Wnt5a. It was suggested that Wnt5a contributes to the maintenance of CAF identity 
through the control of the TGFβ/PPAR signaling axis in tCAFs. Taken together with the findings of 
the inhibition of tumor formation by Wnt5a knockout in mouse model, significance of Wnt5a expression
 in CAFs was revealed.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Wnt5a発現線維芽細胞は正常組織では大腸陰窩の頂部に限局しているが、がん化の過程で腫瘍全層に広がりtCAF
と近接しており、空間的な相互作用の強さも示唆された。一方、がんに至る過程で大腸組織は炎症病態を介する
が、Wnt5a発現線維芽細胞の一部は炎症誘導性の線維芽細胞サブタイプinflammatory fibroblast (Inf2)に移行
し、TGFβ1を強く発現したことから、tCAF活性化のトリガーはInf2に由来すると考えられた。以上より、炎症か
ら腫瘍に至る病態において、Ｗnt5a発現線維芽細胞を中心とした線維芽細胞集団の時空間的リモデリングの制御
機構を明らかにできた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
線維芽細胞は間充織に広く存在する主要な細胞成分であり、細胞外マトリックスを豊富に産生
する特徴から生体や臓器を支持する結合組織細胞としての役割が長年にわたって解析されてき
た。一方、最近の解析結果では、線維芽細胞は定常状態では組織幹細胞の恒常性を維持し、その
適切な増殖や分化に必要であるが、病的状態では線維化や炎症、腫瘍形成時における病態の増悪
に寄与することが明らかになっている 1)。加えて、「１細胞 RNA シーケンス(scRNA-seq)」解析に
より、これまで均質な細胞集団と考えられてきた線維芽細胞が、多様な機能を有する異なるサブ
タイプに細分化されることが、急速に明らかになりつつある 2)。しかし、scRNA-seq 解析には細
胞の空間情報が含まれないことから、線維芽細胞のサブタイプごとの組織内での空間的位置関
係は明らかになっていない。線維芽細胞は病態形成の各過程に密接に関与することから、線維芽
細胞サブタイプの構成や局在の時間的な変化を理解することが必要であると考えられる。した
がって、今後は scRNA-seq 解析により明らかになった新規の細胞サブタイプの個別の機能を、位
置情報ならびに時間情報とあわせて、統合的に理解することが求められている。 
 私共はこれまで 20 年以上にわたって、Wnt シグナルによる細胞機能制御とその異常による病
態解明に関する研究を行ってきた。19 種類存在する Wnt リガンドの中で Wnt5a に着目して、
Wnt5a によるがん細胞の増殖、浸潤、転移の制御 3)～６）や、腸管炎症における Wnt5a によるイン
ターフェロンγの作用増強 7)を明らかにしてきた。その過程で、Wnt5a は正常腸管では間質のわ
ずかな線維芽細胞にのみ発現しているが、炎症状態では潰瘍部直下で Wnt5a 陽性細胞が増加す
ることを見出した。しかし、この Wnt5a 発現線維芽細胞集団の炎症病態形成や、炎症に起因する
発がんにおける機能的役割は明らかになっていない 8)。さらに、炎症や腫瘍化が進行する過程で、
線維芽細胞サブタイプの時空間的なリモデリングが生じるが、このリモデリングが病態形成に
いかに関与するのかは解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、私共が同定している Wnt5a 発現線維芽細胞をモデルとして、炎症を背景とした腫瘍
形成における線維芽細胞のリモデリングの経時的ならびに空間的な変化をバイオインフォマテ
ィクスとイメージング、シミュレーションの 3 つの手法で統合的に解析する方法論を確立する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
上記目的を遂行するために、以下の 3点の方法を用いた。 
(1) 線維芽細胞リモデリングの 1細胞 RNA シーケンス(scRNA-seq)解析 
成獣マウスに対して発がん物質であるアゾキシ
メタン(AOM)投与後、腸炎誘発剤デキストラン硫
酸ナトリウム(DSS)を自由飲水させると、4-6 週
後には大腸腺腫、20 週経過後に大腸腺がんが生
じる(AOM/DSS 誘導性発がんモデル)。20 週経過
後のAOM/DSSモデルマウスより腫瘍部を採材し、
フローサイトメトリー(Epcam 陰性、Cd45 陰性、
Cd31 陰性、Gp38 陽性)により線維芽細胞を単離
し、scRNA-seq データを取得する系をすでに確立
していた。その中で Wnt5a は特定のサブタイプ
に高発現することが判明していた。さらに Wnt5a
をノックアウト(KO)したマウスでは、腫瘍形成
が阻害されたことから、Wnt5a 発現線維芽細胞の
発がんへの関与が示唆された。しかし、腫瘍環境
に存在する各線維芽細胞サブタイプが大腸がん
発生の過程において、どのように出現または消失し、空間的局在を変化させていくのかは不明で
あった。そこで、正常大腸、炎症誘導された腸管、大腸がん組織由来の線維芽細胞の scRNA-seq
データを取得し、これらを統合解析する。さらに Wnt5a KO マウスに形成された大腸がん組織か
ら単離した線維芽細胞の scRNA-seq を行い、Wnt5a が線維芽細胞リモデリングに与える影響を評
価する。 
(2) 線維芽細胞リモデリングの細胞動態解析 
大腸がんモデルマウスより採取した腫瘍組織において、(1)の解析にて同定した線維芽細胞集団
のマーカー遺伝子をもとにマルチカラーで免疫染色もしくは fluorescence in situ 
hybridization (FISH)を行い、各サブタイプの空間的配置を評価する。 
(3) 線維芽細胞リモデリングの数理解析 
Wnt5a は正常腸管では間質のごく一部の線維芽細胞に発現しているが、炎症状態では潰瘍部直下
に集積した線維芽細胞に限局して強く発現するようになる。さらに、AOM/DSS モデルマウスの腫
瘍組織では、Wnt5a 陽性細胞ががん細胞周辺に多数集簇している。すなわち、正常時には Wnt5a

図 1：本研究の実験方法の概略図 



陽性細胞の細胞数は限定されているが、炎症や腫瘍化に伴い、Wnt5a 発現細胞数と存在様式が変
化する。これが数理モデルの枠組みでどのように理解されるかを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 線維芽細胞リモデリングの 1細胞 RNA シーケンス(scRNA-seq)解析 
病期ごとの scRNA-seq の統合解析の結果、正常大腸では大きく分けて 4タイプの線維芽細胞サ
ブタイプ（Wnt5a 発現線維芽細胞、筋線維芽細胞、正常線維芽細胞 1(Norm1)、正常線維芽細胞
2(Norm2)）が存在することが判明した(図 2)。炎症が惹起されると、2タイプの正常線維芽細胞
(Norm1、Norm2)それぞれから炎症病態特有の線維芽細胞(Inf1、Inf2)が誘導された。さらにその
炎症を背景として発がんに至ると、同様に 2タイプのサブタイプ（inflammatory CAF (iCAF)と
tumor-promoting CAF (tCAF)）が認められた。Wnt5a 発現線維芽細胞と筋線維芽細胞については
各病態に共通して存在していた。これまでにも炎症性腸疾患や大腸がんにおける線維芽細胞の
サブタイプを定義する試みが行われてきたが 9),10)、病態ごとに存在しうるサブタイプのプロフ
ァイリングに重点が置かれていた。本研究では線維芽細胞の活性化の系譜に注目し、経時的な変
化を考慮した分類を示すことができた。 

次に Wnt5a KO マウ
スにおける変化を解
析したところ、腫瘍環
境において tCAF が減
少した。リガンド―受
容体の発現プロファ
イルから細胞間相互
作用を定量評価した
ところ、Wnt5a 発現線
維芽細胞は tCAF と最
も強く相互作用して
いた(図 2)。すなわち、
腫瘍環境内において
Wnt5a 依存的に tCAF
が維持されているこ
とが示唆された。続い

て軌道解析の結果、tCAF は正常線維芽細胞サブタイプの一つである Norm2 に由来することが示
唆された。また、Norm2 から tCAF へと遷移する過程で、Norm2 を規定する要素の一つとして同定
した PPAR シグナルが減弱した。一方、tCAF では TGFβシグナルの活性化が認められたが、TGFβ
シグナルは PPAR シグナルを抑制することから 11)、TGFβシグナルは tCAF における正常線維芽細
胞の要素を抑えることで、tCAF らしさを維持している可能性が示された。さらに Wnt5a をノッ
クアウトすると、tCAF において TGFβシグナルは減弱し、PPAR シグナルが活性化したことから、
Wnt5a が TGFβ/PPAR シグナル軸の制御を介して、腫瘍環境内の線維芽細胞のアイデンティティ
ー維持に寄与していることが判明した(図 3)。 
(2) 線維芽細胞リモデリングの細胞動態解析 
各細胞群のマーカー遺伝子を同定し、モデルマウスがん組織において RNA in situ 
hybridization 法を用いて、線維芽細胞集団の空間的変化を解析したところ、Wnt5a KO マウスで
は腫瘍近傍に存在する tCAF 集団が減少することが判明した。また、Wnt5a 発現線維芽細胞は正
常組織では大腸陰窩の頂部に限局していたが、がん化の過程で腫瘍全層に広がり tCAF と近接し
て存在した。すなわち、空間的配置からも両線維芽細胞集団の相互作用の強さが示された。 
(3) 線維芽細胞リモデリングの数理解析 
正常組織より存在する Wnt5a 発現線維芽細胞は腫瘍組織でも維持されていたが、1細胞当たりの
Wnt5a の発現量が上昇した。また、マウス大腸がん組織より単離した線維芽細胞を用いた初代培
養系において、Wnt5a が TGFβシグナル依存的に発現誘導された。そこで Wnt5a 発現線維芽細胞
のリモデリングを、刺激時間依存的な Wnt5a 発現量のモニタリング結果をもとに、数理モデルへ
展開し評価しようと考えた。ところが scRNA-seq 解析の結果、Wnt5a 発現線維芽細胞の一部は、
がんに至るまでの炎症病態において炎症誘導性のサブタイプ Inf2 に移行することが判明した。
Wnt5a 発現線維芽細胞のリモデリングは、同細胞内の遺伝子発現変化にとどまらず、異なるサブ
タイプへの変化も考慮する必要が生じ、初代培養系での評価が難しく数理モデル構築に必要な
データの取得ができなかった。一方、Wnt5a 発現線維芽細胞由来の Inf2 では、TGFβシグナルの
リガンドである Tgfb1 を強く発現していた。リガンド―受容体の発現プロファイルに基づく細
胞間相互作用を検討したところ、tCAF と Inf2 の相互作用は非常に強いことから、tCAF 活性化に
必要な TGFβシグナルのトリガーは Inf2 に由来すると考えられた(図 3)。 

図2：各病態における線維芽細胞のscRNA-seqの統合解析の結果(左)
と、各サブタイプ間の相互作用の解析(右) 



以上(1)-(3)の成果により、炎症から腫瘍に至る病態において、Ｗnt5a 発現線維芽細胞を中心と
した線維芽細胞集団の時空間的リモデリングの制御機構を明らかにして、Wnt5a がリモデリング
の制御因子の一つである可能性を示すことができたと考える。 
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