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研究成果の概要（和文）：ヒト癌細胞のマウス移植系におけるトランスクリプトームシーケンスのデータから、マウス
とヒトとの配列を分離して癌細胞と間質細胞との細胞間相互作用全体（インターラクトーム）を解析する方法を高精度
化した。この方法を用いて、様々な癌種の細胞や臨床検体から樹立したXenograftの解析を行い、癌の組織像を反映し
たインターラクトームプロファイルや、特定の癌種で重要な相互作用候補を同定することができ、候補分子のいくつか
については実際の臨床組織で腫瘍や間質特異的な局在等を確認できた。

研究成果の概要（英文）：We established the method of analyzing the entire cancer cell-stromal cell 
interaction (interactome) from the transcriptome sequence data of cancer xenograft tissues, by accurate 
separation of human and mouse sequence. Using this method, we analyzes the xenograft established from 
various type of cancer cells and clinical cancer tissues. We successfully confirmed that the interactome 
profile well reflects the actual histology of the cancer, and identified the candidate important 
interactions in a particular cancer subtype. For some of candidate molecules we could confirmed their 
tumor-specific and stroma-specific localization in actual clinical cancer tissues.
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１．研究開始当初の背景 
並列型シーケンサーの導入よりがんの配列
の変異・コピー数変化・転座などの体細胞変
異のプロファイルが可能となり多くのがん
種で全ゲノム、全エクソームの解析がなされ
てきている。その結果一部のがんを除く多く
のがん種では多種類の低頻度の変異が個々
のがん症例で散発的に起こる全体像が明ら
かになってきており、その発がんメカニズム
に対する知見とは別に、多くの症例に共通す
るDruggable Target(創薬可能なターゲット)
が予想よりも少ないことが明らかになって
きた。 Loss of function のタンパクや
pathway 単位の変異をターゲットとする難
しさもあり Druggable Target Protein はゲ
ノム解析技術の進歩に比べると大きく変化
はしていない。がんの間質浸潤や血管新生な
どは、がん細胞と周囲の線維芽細胞・血管内
皮・炎症細胞などの間質細胞との間の細胞間
相互作用であり幅広く多くのがん種で共通
して見れれる現象である。がん-間質の細胞間
相互作用に関わる重要な分子として VEGF - 
VEGFR, TGFB - TGFBR, Collagen - 
Integrinなど多数の報告がある。しかしなが
ら通常のゲノムの発現解析、体細胞変異解析
と異なり、がん-間質の細胞間相互作用は包括
的プロファイルや、個別の相互作用間での定
量的比較が難しく、特定のがん種・特定の症
例で最も寄与の高い相互作用を選び出すア
プローチが困難であった。この包括的定量解
析の難しさが、細胞間相互作用に関わる
Druggable Target を選び出す大きなハード
ルのひとつとなっていたと考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々はマウスに移植したヒトがん Xenograft
系において、並列型シーケンサーを用いて全
トランスクリプトームシーケンスを行いが
ん細胞-間質細胞を包括的かつ定量的に解析
する方法を開発している。すなわちシーケン
シングデータからマウス由来 RNA とヒト由
来 RNA との配列を高精度に分離して発現プ
ロファイリングを行い、複数のタンパク質相
互作用のデータベースデータと統合するこ
とによりヒト由来がん細胞-マウス由来間質
細胞間の相互作用全体（インターラクトー
ム）を包括的に解析する技術である。この手
法により多くの既知の相互作用についてそ
の活性と相互依存性が半定量的に解析され、
重要な相互作用を選び出すことが可能とな
る。本研究では新規の細胞間インターラクト
ーム解析技術を用いて、本邦において保健衛
生上重要な難治癌を対象とした解析を行う。
これらのがん腫について樹立された
Xenograft の解析を行い間質依存性に寄与す
る Druggable Targetタンパクの同定を目的
とする。また臨床腫瘍組織からマウス内に直
接移植されたDirect Xenograftは通常の細胞
株と異なりフラスコなどの環境下では腫瘍
細胞単独で生育できない。このような臨床腫

瘍組織からのDirect Xenograft組織のインタ
ーラクトームプロファイルを体系的に解析
し、 in vitro で培養可能な細胞株からの
Xenograft との比較により、がん細胞の生存
に必須ながん間質相互作用及びその相互作
用を担う Druggableな細胞外・細胞表面タン
パクを同定する。これらの研究のなかで分子
標的治療薬の標的・バイオマーカーの候補を
同定し、より詳細に解析を加える。 
 
３．研究の方法 
本研究は３年の計画である。現行の開発した
アルゴリズムのより高精度化を図りつつ、胃
がん膵がんなどの難治性がんの細胞株や臨
床検体からのXenograft組織をの解析を幅広
く行い、間質依存性に寄与する Druggable 
Target タンパクの同定の解析を行う。またこ
れらの解析で特徴が見られたがん腫につい
て症例を増やして解析を進めると共に、併せ
て解析で上がってきた重要な候補について
はモノクローナル抗体を用いてターゲット
バリデーションを行う。臨床がん検体からの
Direct Xenograft組織については他機関とパ
イロット共同研究を行っておりここからの
提供を受ける予定である。 
申請者らの開発した細胞間相互作用はマウ
スとヒトの配列の分離精度は 99.9%程度であ
るが、特定の遺伝子については分離が難しい
ものも存在している。より長いリードに対応
した実験手法とアルゴリズムとの改良を行
いこれらの遺伝子についても分離精度を向
上させる。また現状のデータベースにおいて
は、異なる複数のデータベースで再現された
信頼性の相互作用のみが用いられているが、
よりターゲットディスカバリーに適した報
告例の少ないものも含め2倍以上の相互作用
に拡張する。また臨床がん検体からの Direct 
Xenograft 組織については主要な癌種を中心
に提供をうけて解析し、申請者らがこれまで
作成してきた培養細胞株由来のXenograftの
データとの比較解析を行い間質依存性に寄
与する相互作用の同定を行う。これらの毛解
析で解析されてきた重要ながん間質相互作
用及びその相互作用を担うタンパク候補に
ついてはXenograft症例を増やして検討する
とともに、当該腫瘍の臨床組織検体を免疫染
色・In situ hybridization によってタンパ
クの局在やその集団内頻度についての検討
を行う。 
 
４．研究成果 
マウスに移植したヒトがん Xenograft 系に
おける全トランスクリプトームシーケンス
からマウス由来 RNA とヒト由来 RNA との配
列を分離するアルゴリズムのより高精度化
を行なった。プロトタイプにおける細胞間相
互作用はマウスとヒトの配列の分離精度は
99. 9%程度であるが、特定の遺伝子について
は分離が難しいものも存在している。より長
いリードに対応した実験手法とアルゴリズ



ムとの改良を行いこれらの遺伝子について
も分離精度を向上させることに成功した。 
プロトタイプのデータベースにおいては、異
なる複数のデータベースで再現された信頼
性の高い少数の相互作用が用いられている
が、よりターゲットディスカバリーに適した
相互作用数まで拡張することを試み、データ
ベースのアップデートを行った。PPI データ
ベースからこれまでインターラクトームの
データベースにはいっていなかったものに
ついて文献を検索して追加を行った。また獲
得免疫系に関わる分子など、ヒトとマウスの
オルソログ関係がはっきりしないものにつ
いては別途まとめることによって高精度化
を行った。また各検体のインターラクトーム
の相対的な強度の比較、グループの平均的な
プロファイルの可視化が可能なように、イン
ターフェイスの構築を行った。癌の原発巣と
転移巣など比較したい検体間のインターラ
クトームの違いの全体が容易に可視化によ
り把握可能なインターフェースの構築を行
った。全体像をよりわかりやすく表示させる
ための色調の改良を行った他、興味のある検
体群、遺伝子を指定して表示させる機能を付
け加えた。 
これらのデータベースを用いて、複数のがん
種の細胞株のゼノグラフトからインターラ
クトームのシーケンシングのプロファイリ
ングを行った。間質の多い腫瘍においては、
強い相互作用の数が多く観察され、また血管
の多い腫瘍では血管新生のプロファイルが
顕著に認められるなど、当該組織を反映した
インターラクトームのプロファイルが得ら
れていることが分かった。いくつかの分子標
的となりうる既知の相互作用についても移
植した細胞種によって大きく別れることが
わかった。Direct Xenograft 組織の解析にお
いては膵がん・胃がん・大腸がん・肺がんな
どについてデータの解析を行い間質依存性
に寄与する相互作用の解析を行なった。 
同一患者由来の検体においても、原発巣と 
転移巣由来のゼノグラフトにおいてはがん
と間質の相互作用の様式が大きく異なるこ
とが判明した。Xengraft 組織のインターラク
トーム全体の解析に加えて各相互作用をそ
れが担う機能によってグループ化したモジ
ュールによってインターラクトームのプロ
ファイルを解析し、特定の機能を持つグルー
プが極めて相互依存性が高いなどの特徴を
有することが分かった。その他癌細胞同士の、
間質細胞同士の autoregulation を主成分と
するモジュールも見つかった。 
個別の相互作用においては膵癌において間
質の増殖に重要とされるものがインターラ
クトーム全体のなかで相対的な寄与が高い
ことが示されたほか、これまで癌間質相互作
用の担体としてあまりよく知られていなか
ったタンパクや、知られてはいたもののその
相対的寄与度が不明であったタンパクが明
らかになり、新しい治療標的と考えられた。

そのうちいくつかについては免疫組織化学
等で検証を加え、癌特異的発現、間質特異的
発現を確認することができた。 
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