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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

本研究の目的 
がんゲノム多様性は治療抵抗性獲得や転移といった難治性の原因となり、その分子機構解明と克服は

次世代がん治療法開発において必須である。そこで、本研究では３次元情報を加味した手術切除検体か

らのサンプル採取とオミックス統合解析・細胞モデル系１細胞解析によって、がんゲノム・エピゲノム

再構築の相互連携関係から多様性創出過程を精緻に追跡し、多様性克服の鍵となるドライバー異常の同

定・薬剤抵抗性・転移抑制に向けた治療開発・個別化診断の評価等の臨床応用を目指す。 

１．一細胞シークエンシングによるがん多様性の数理的解析（分担：加藤） 

腫瘍内多様性の生成過程を調査するため、１細胞からの３次元培養と同種移植を基礎とした大腸発が

んを模すマウスモデルを用い、その発がん過程３時刻点において、マウス腫瘍部位から一細胞を分離し、

DNA および RNAの一細胞シークエンスを実施した。シークエンスデータ処理パイプラインを開発し、１細

胞レベルでの変異コール法と発現量算出法を確立した。Transcriptome 解析では、細胞間で発現量が異

なる遺伝子の同定に成功した。また、細胞を 3D 培養下から皮下に接種すると、細胞機能の異なる新規細

胞分集団が発生することが分かった。Exome 解析においては、変異の蓄積がすでに３時刻点より前に完了

し、皮下接種後もその遺伝的多様性があまり変化しないことが判明した。系統樹解析を行うと、時刻間

で細胞があまり分離しないこと、つまり、selective sweep のような淘汰が起きていないことが観察さ

れた。これらの結果から、１）実際に一細胞から遺伝的多様性や転写多様性が発生することを実証し、

また、２）十分な変異蓄積のある腫瘍細胞では、皮下接種のような急激な環境変化に対して、（恐らくエ

ピゲノム変化を通して）遺伝子発現を変えることで適応し、最終的に大きな遺伝的違いを伴わない新規

細胞分集団が発生していることが示唆された。 

２．多数検体からのゲノム情報の特徴抽出と解析（分担：三森） 

大腸がん症例を分割し、進行がん、早期癌、前癌病変を研究対象として、細分化したサンプルを用い

てゲノムレベルおよびエピゲノムレベルの進化を調査した。その結果、すべての原発巣領域におけるゲ

ノム変異は加齢とともに蓄積していることを明らかにした。さらに、発癌の黎明期には重要な癌抑制遺

伝子の高メチル化が生じることを明らかにした。そして、進行大腸がんにおいては不均一性を生み出す

変異は中立進化により形成されることが示唆されているが、大腸前がん病変から発がんに至る過程では

自然選択の影響が大きいことが示唆された。以上の結果により、大腸がんの発がんから進行がんまでの

ゲノム進化およびエピゲノム進化の概要が明らかとなった。 

３．cfDNA による多様性検出と臨床応用（分担：前田・高井） 

血中遊離核酸（cfDNA）からのがん遺伝子異常検出における腫瘍内多様性の影響を調べ、がんの転移や

治療抵抗性に関連する遺伝子異常を cfDNA から高精度に検出するプラットフォームを確立することを目

指して検討を行なった。がん患者の剖検症例から検体の収集を行ない、計 16例の剖検症例から検体を採

取することができた。その中で、2症例について複数の腫瘍組織および屍体血由来血中遊離核酸の解析を

進めた。同一患者由来の腫瘍でも、転移巣ごとに異なる driver遺伝子変異の蓄積など多様性が認められ、

血中遊離核酸の解析によって、腫瘍組織を用いた解析よりも包括的にがんのゲノム異常を捉えられる可

能性が示された。 

４．腫瘍内多様性を背景とした治療応答、再発・形質転換を示す臨床検体の三次元初代培養系の確立（分

担：横井） 

 腫瘍内多様性は臨床検体において、経時的にどのように発展していくのか。上記三課題を補完する発
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展的課題として、臨床検体の経時的腫瘍内多様性の解明を試みた。肺がん患者の生検検体および手術切

除検体を用いた三次元初代培養により、113症例を保存した。これらのうち、同一患者において異時性の

複数点のサンプリングがある症例を検索したところ、異時性多発肺癌症例 5 例、原発性肺癌と脳転移巣

のペア症例 3例の合計 8例を見出した。 

以上、大腸前がん病変から早期がんにおいては遺伝的多様性やメチル化による自然選択の影響が大き

く、一方、進行がんにおいては遺伝的要因よりもむしろ遺伝子発現変化による適応が、腫瘍内多様性生

成や悪性化・転移に関わっていることが示唆された。腫瘍内多様性解析と血中遊離核酸解析とを組み合

わせ、血中遊離核酸の臨床応用性を調べたところ、腫瘍組織を用いた臨床シークエンスよりも、血中遊

離核酸解析の方が包括的にがんゲノム異常の多様性をとらえられる可能性が示唆された。 
 
Objective of this research 

Tumor heterogeneity is an important factor for drug resistance and metastasis and it is necessary 
to understand the generative molecular mechanism for development of the next-generation cancer 
treatment. We perform integrative omics analysis of clinical samples based on three-dimensional 
tissue sampling to reveal the interplay between genomic and epi-genomic structuring. We perform 
single-cell sequencing to reveal the generative mechanisms of tumor heterogeneity. We also aim at 
clinical application leading to new therapies and diagnostics that will ultimately prevent drug 
resistance and metastasis. 
１．Reveal elementary processes of acquiring tumor heterogeneity by single-cell sequencing (by Kato) 

To investigate the generative mechanism of intra-tumor heterogeneity, we used a mouse model 
based on 3D culture derived from a single cell and allograft. We sampled tumor cells at 3 different 
time points, performing single-cell DNA and RNA sequencing. We set up pipelines for the sequence 
data and established the methods of variant calling and expression level calculation at the single-cell 
level. In transcriptome analysis, we identified genes varied across single cells. We found that new 
subpopulations with distinct cellular functions were generated under the environmental change from 
the 3D culture to the mouse skin. In exome analysis, variants were already accumulated before the 3 
time points and the genetic diversity did not greatly change. In phylogenetic tree analysis, cells were 
not separated on the tree, which indicates that selective sweep did not occur at the environmental 
transition. In conclusion, 1) we proved that genomic and transcriptomic diversity were actually 
generated from a single tumor cell, and 2) cancer cells with enough genetic alterations may adapt to 
drastic environmental changes such as transplantation, largely by changing their transcriptional 
expressions (possibly through epi-genetic changes), resulting in new subpopulations without great 
genetic differences. 
２．Unveil the intra-tumor genomic/epigenetic heterogeneity leading to invasion and metastasis (by 
Mimori) 

We performed multi-regional analysis of advanced/early cancers and precancerous lesions to 
examine the evolution from the genomic and epi-genomic perspectives. As a result, we found that 
genomic variants increased according to age in all primary regions. Furthermore, hyper-methylation 
occurred in important tumor suppressors at the early stages of tumorigenesis. It is indicated that 
neutral evolution plays an important role on the generation of heterogeneity in advanced cancers, 
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while selective force may play an important role in early cancers and precancerous lesions. We thus 
delineated a synopsis of genomic and epi-genomic evolution from precancerous stages to advance 
cancer.  
３．Utility of cell-free DNA from the viewpoint of tissue-local heterogeneity (by Maeda and Takai) 
We examined the influence of intra-tumor heterogeneity on detection of tumor variants that were 

identified from cell-free DNA, in order to establish a platform that identifies genetic aberrations 
related to metastasis and drug resistance from cell-free DNA. Collecting autopsy samples, we 
successfully sampled tissue from 16 autopsies. Of them, we used 2 cases for analysis to examine the 
relationship between variants in multi-regional tumor tissue and those in cell-free DNA. We 
identified tumor heterogeneity, in which driver mutations were accumulated in different metastatic 
regions even in the sample patient, and we further identified more variants from cell-free DNA than 
those. Cell-free DNA analysis may more comprehensively detect variants than tissue-based 
sequencing.  
４．Establish three-dimensional primary cultures of clinical samples that show recurrence, 

transformation, and drug response associated with intra-tumor heterogeneity (by Yokoi) 
 How is intra-tumor heterogeneity generated according to time in clinical samples? To complement 
the above three issues, we tried to analyze intra-tumor heterogeneity in clinical samples. We stored 
113 cases of primary cultures derived from the biopsies or surgical tissue of lung cancer patients, of 
which 8 cases were paired primary-metastasis samples and multi-recurrent tumors at different time 
points. 

In conclusion, selective force plays an important role from precancerous lesions to early cancers 
through genetic heterogeneity or methylation changes, while adaptation through gene expressions is 
more important than genetic changes in advanced cancers for generating intra-tumor heterogeneity 
and for malignancy/metastasis. From a combination analysis of tissue heterogeneity and cell-free 
DNA, cell-free DNA method may capture more variants than those identifiable by tissue-based 
clinical sequencing.  
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heterogeneity. 三森功士、高橋佑典、内龍太郎、新井田厚司、宮野悟、森正樹. 第 71 回日本消

化器外科学会.2016/7/20.国内. 
5. がん幹細胞および幹細胞ニッチを制御する分子標的治療の確立を目指して. 三森功士. 第 14 回

日本臨床腫瘍学会.2016/7/29.国内. 
6. 大腸がんにおける多様性創出機構の解明. 三森 功士.金沢大学がん進展制御研究所セミナ

ー.2016/11/17.国内. 
7. 大腸癌のゲノム進化にみる自然選択説と中立進化説〜固形がん原発巣の一腫瘍内多様性につい

て〜.三森功士. 九州胆・膵癌治療フォーラム.2017/1/20.国内. 
8. 日本人食道癌致死率逓減のための分子遺伝学的特徴と超早期診断の実現. 三森功士. 第 35 回日

本口腔腫瘍学会.2017/1/26.国内. 
9. 大腸がんのゲノム・エピゲノムレベルの進化と多様性の解明. 三森功士. エピジェネティック療

法研究会.2017/2/25.国内. 
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10. 大腸がんのゲノム解析による新たな発がん・がん進展モデルの提唱. 三森功士. 第 26 回泌尿器

科分子・細胞研究会.2017/3/10.国内. 
11. 神経内分泌分化を制御する転写因子の下流遺伝子は小細胞肺癌において鋳型鎖・非鋳型鎖の変

異率に強い非対称性を示す、口頭、末永雄介、新行内雅斗、兼松宗太郎、飯笹俊彦、加藤護、

横井左奈、第 75 回日本癌学会学術総会、2016 年 10 月 6 日、国内。 
12. 一細胞シークエンスが明らかにする、マウスモデルの腫瘍進展におけるゲノムおよびトランス

クリプトームのダイナミクス、口頭、加藤護、新井康仁、小野華子、宮本丈、古川英作、成島

大智、中村浩実、アスマエルザワハリ、筆宝義隆、柴田龍弘、第 75 回日本癌学会学術総会、2016
年 10 月 6 日、国内 

13. Cancer omics analysis and clinical sequencing. Mamoru Kato. CREST International 
Symposium on Big Data Application, Tokyo, Japan, March 4-5, 2016. 

14. 大腸癌におけるゲノム・エピゲノムの多様性と癌進化のシミュレーション、 三森功士、第 61
回日本病理学会秋期特別総会 東京大学安田講堂、2015 年 11 月 5 日、国内 

15. Tumor heterogeneity and single-cell sequencing., Mamoru Kato, 74rd Annual Meeting of the 
Japanese Cancer Association, October 8-10, 2015., 国内 

16. Bioinformatics for clinical sequencing and single-cell sequencing. Mamoru Kato 
Mathematics in Cancer Genome Analysis, Mathematical Cooperation Program 2015 
September 30, 2015, 国内 

 
 

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 
1. 個別化医療のためのがんゲノム研究と診療の連携、横井左奈、東京理科大学総合研究院トラン

スレーショナルリサーチ（TR）センター第５回シンポジウム、2016.8.27、国内。 
 

 

（４）特許出願 

 
 

 
 


