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 Purpose: Dysbiosis of gut microbiota has been reported to participate in the

pathogenesis of colorectal cancer, but changes in microbiota due to radiotherapy 

have not been studied. In this study, we tried to elucidate the changes in the 

microbiome in rectal cancer after chemoradiotherapy using RNA sequencing

analysis.  

Materials and methods: We included 11 pairs of human rectal cancer tissues 

before and after irradiation between August 2016 and December 2017 and 

performed RNA sequencing analysis. Mapped reads to human reference genomes

were used for pair-wise transcriptome comparisons, and unmapped (non-human) 

reads were then mapped to bacterial marker genes using PathSeq. 

Results: At microbiome level, interindividual variability of mucosal microbiota was 

greater than the change in microbial composition during radiotherapy. This

indicates that rapid homeostatic recovery of the mucosal microbial composition

takes place short after radiotherapy. At single microbe level, Prevotella and 

Fusobacterium, which were identified as important causative microbes of the

initiation and progression of rectal cancer were decreased by radiotherapy.

Moreover, changes in Prevotella were associated with changes in the human 

transcriptome of rectal cancer. We also found that there was a gene cluster that

increased and decreased in association with changes in microbial composition by

chemoradiation.  

Conclusion: This study revealed changes in tumor-associated microbial community 

by irradiation in rectal cancer. These findings can be used to develop a new

treatment strategy of neoadjuvant therapy for locally advanced rectal cancer by

overcoming radio-resistance or facilitating radio-sensitivity. 
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INTRODUCTION 

직장암의 치료에 있어 수술 전 화학방사선요법 (chemoradiation therapy, CRT)은 종양

의 크기를 줄이고 (downsizing), 병기를 하강시켜 (downstaging) 직장암의 근치적 절

제율을 높여 국소재발율을 낮추고 궁극적으로는 생존율의 향상에 기여하는 것으로 밝

혀졌다 (1-3). 수술 전 항암방사선 치료에 대한 종양의 반응은 완전 관해부터 무반응까

지 다양하게 보고되고 있는데, 10‐30%에서는 종양이 완전히 사라지는 병리학적 완전

관해 (pathologic complete response)가 나타나는 반면, 20‐25%의 환자는 전혀 반응

을 나타내지 않든가 오히려 치료 기간 동안 병이 진행되는 경우도 있다 (4). 
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방사선 치료는 직접적으로 종양에 방사선을 가함으로써, 종양의 크기를 줄이고, 종양의 국소 치료 효과를 높일 뿐만 아니라, 종양

세포에서 항원제시세포 (antigen-presenting cells, APC)로의 종양항원 누출을 촉진시켜 종양 특이 T 세포를 활성화시킨다. 그리

고 종양 미세환경 (tumor microenvironment)의 전 염증 조절인자 (pro-inflammatory modifiers)로 작용하는 신호들을 유도함으

로써 항종양 면역성을 나타내는 것으로 보고되었다 (5,6). 최근에는 종양-면역학 분야가 발전함에 따라 방사선 치료 후에 다양한 

면역학적 변화가 일어나는 것을 근거로 방사선 치료와 면역항암제의 병합요법에 대해서도 활발한 연구가 진행되고 있다 (7).  

 

인체 마이크로바이옴 (microbiome)은 인간의 몸 안팎에 서식하고 있는 미생물들과 유전정보 전체를 말하는 것으로, 우리 몸에는 

매우 많은 미생물이 서식하고 있으며 인간의 건강과 질병에 미치는 영향이 매우 큰 것으로 알려져 있다. 특히, 장 내 마이크로바

이옴은 인간의 상피 장벽에 존재하면서 국소적 혹은 전신적인 대사기능, 염증반응, 후천성 면역에 영향을 미치고, 이는 종양의 발

생, 진행, 항종양 치료의 반응에 영향을 미치는 것으로 보고되었다 (8-10). 최근 동물 모델에서 방사선 조사가 장내 마이크로바이

옴에 미치는 영향에 대해서는 보고되었으나, 인체의 직장암 인접 점막에서의 방사선 치료가 마이크로바이옴의 변화에 주는 영향

에 대해서는 보고된 바가 없다. 이 연구에서는 진행성 직장암 환자의 CRT 전후 직장암 점막의 마이크로바이옴을 분석하고 방사선 

치료로 인한 인체의 전사체 변화와 마이크로바이옴의 변화에 대한 통합분석 (integration analysis)을 실시하였다. 

MATERIALS AND METHODS 

연구 대상자 선정 및 검체 수집 

이 연구는 계명대학교 동산병원 의학연구윤리심의위원회의 승인을 받아 진행되었다 (심의번호: 2016-08-020). 2016년 8월부터 

2017년 12월까지 계명대학교 동산의료원에서 수술 전 신보조 동시 (neoadjuvant concurrent) CRT를 시행 받은 2기~3기의 (T3 

또는 T4 또는 림프절 양성) 직장 선암 (rectal adenocarcinoma) 환자 54명을 연구 대상자로 선정하였다. 그 중 가족성 선종성 

용종증이나 유전성 비용종증 대장암 환자, 동반 암이 있거나 이전에 악성 종양이 있었던 환자, CRT 도중 전이암이 발생한 환자, 

절제 수술을 거부한 환자, 추적 관찰 도중 이탈한 환자를 제외하고 최종적으로 11명의 환자를 최종 연구 대상자로 선정하였다. 

11명의 환자에서 CRT 전 S상 결장경을 통해 얻은 직장암 점막 생검 검체와 CRT 후 원발 종양의 외과적 절제술을 통해 얻은 검

체를 각각 획득하여 총 11쌍의 CRT 전후 직장암에 대한 mRNA 염기 서열 분석을 시행하였다. 이 환자들은 fluorouracil 기반의 

화학요법과 50.4 Gy의 방사선 치료를 5주기에 걸쳐 받는 전통적인 장기간 신보조 (conventional long-course neoadjuvant) CRT

를 시행 받았다. 모든 환자에서 복부-골반 및 흉부 컴퓨터 단층 스캔, 직장 자기 공명 영상, 대장 내시경 검사와 생검 및 양전자 

방출 단층 촬영 스캔이 시행되었다. 간막 전절제 (total mesorectal excision)는 마지막 CRT의 6-8주 이내에 시행되었다. 연구 대

상 환자의 연령, 성별, 체질량 지수, 수술 전 TNM 병기, 조직학적 소견, 종양 발아 (tumor budding), 림프관 침윤, 신경계 침윤, 

림프절외 침범, 현미부수체 불안정성 (microsatellite instability), KRAS 돌연변이, BRAF 돌변변이, CRT 후 종양반응 (tumor 

regression grade) 여부는 Table 1과 같다. 

 

Table 1. Patient characteristics 

ID
a
 Age Sex BMI

b 
Diff

c 
Bud

d
PNI

e
ETD

f
MSI

g
KRAS

h
BRAF

i 
TRG

j 
pT

k 
pN

l

1 68 M 20.3 1 Y N N L N N NR 3 0 
2 82 M 19.1 1 Y N Y L N N NR 3 2 
3 48 M 23.7 1 N N N L N N NR 3 0 
4 72 M 22.9 1 N N Y L N N NR 3 2 
5 66 M 20.9 1 N N N L Y N NR 3 0 
6 69 M 23.9 1 N N N L Y N NR 1 0 
7 76 M 21.3 1 N N N L N N NR 3 1 
8 47 M 26.3 1 N N N L N N NR 1 0 
10 52 M 26.5 1 N N N L N N NR 2 0 
12 62 M 25.9 2 N N N L Y N R 1 1 
14 55 M 18.9 2 N N N H N N R 2 0 

ID
a
: patient identification number, BMI

b
: body mass index, Diff

c
: differentiation (1 = well and moderately differentiated, 2 = 

poorly differentiated), Bud
d
: presence of tumor budding, PNI

e
: presence of perineural invasion, ETD

f
: presence of extranodal 

tumor deposit, MSI
g
: microsatellite instability (H: high, L: low), KRAS

h
: presence of KRAS exon 2 mutation, BRAF

i
: presence of 

BRAF mutation, TRG
j
: Mandard tumor regression grade (NR = non-responder, R = responder), pT

k
: primary tumor categories, 

pN
l
: regional lymph node categories. 
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RNA 추출, 라이브러리 준비, 염기 서열 분석 

TRIzol® RNA Isolation Reagents (Life technologies)를 이용하여 11쌍의 직장 선암 검체로부터 RNA를 추출했다. 추출된 RNA의 

양과 품질은 Agilent 2100 bioanalyzer RNA kit (Agilent)를 이용하여 평가했다. 추출된 RNA는 Illumina TruSeq Stranded mRNA 

Sample Preparation kit (Illumina)를 사용하여 제조사의 권장 사항을 준수하여 라이브러리로 준비되었다. 라이브러리의 품질과 크

기는 Agilent 2100 bioanalyzer RNA kit로 평가했다. 모든 라이브러리는 CFX96 Real Time System (Bio-Rad)을 사용하여 qPCR로 

정량화 한 후 NextSeq500 sequencer (Illumina)에서 76 bp의 paired-end reads로 염기 서열이 분석되었다. 

RNA 염기 서열 분석 자료에서 세균 군집 분석 

원시 염기 서열의 품질 관리를 위해 Trimmomatic 소프트웨어를 사용하여 낮은 품질의 염기 서열과 어댑터 서열을 제거했다 

(11). 그 결과 염기 서열의 길이가 38 bp 이하가 된 경우는 후속 분석에서 제외했다. 품질 관리가 완료된 염기 서열은 STAR 

aligner를 사용하여 hg38 인간 유전체에 정렬 (mapping) 되었다 (12). hg38 참조 서열에 정렬되지 않아 인간으로부터 유래되지 

않은 것으로 추측되는 염기 서열은 PathSeq을 이용하여 세균의 표지 (marker) 유전자에 대해 다시 정렬된 후 구성 비율의 표준

화 점수로 변환되었다 (13). 각 단계 분석에서 포함되거나 제외된 reads의 수는 Table 2와 같다. PathSeq 분석으로 얻어진 세균 

군집 구성 비율의 표준화 점수는 분류학적 계급 (taxonomic rank)에 따라 문 (phylum), 강 (class), 목 (order), 과 (family)로 각

각 분리되어 분석되었다. 

 

Table 2. Read count statistics 

ID
a 

Raw
b 

Trimmed
c 

STAR hg38 mapped
d 

PathSeq mapped
e 

1-PRE 36,117,126 33,467,266 (92.66) 32,728,484 (97.79) 3,823 (0.52) 

1-POST 40,603,836 37,531,060 (92.43) 36,479,616 (97.20) 11,091 (1.05) 

2-PRE 33,651,376 31,085,808 (92.38) 30,357,966 (97.66) 1,375 (0.19) 

2-POST 37,676,934 35,089,930 (93.13) 34,145,894 (97.31) 2,167 (0.23) 

3-PRE 33,814,488 31,352,044 (92.72) 30,667,390 (97.82) 743 (0.11) 

3-POST 41,076,234 38,043,256 (92.62) 37,131,382 (97.60) 1,829 (0.20) 

4-PRE 37,723,686 35,039,152 (92.88) 34,351,546 (98.04) 558 (0.08) 

4-POST 38,123,926 35,325,968 (92.66) 34,509,702 (97.69) 535 (0.07) 

5-PRE 34,610,764 32,432,364 (93.71) 31,827,396 (98.13) 368 (0.06) 

5-POST 35,607,408 33,002,822 (92.69) 32,001,644 (96.97) 400 (0.04) 

6-PRE 36,922,016 33,943,450 (91.93) 33,219,332 (97.87) 1,759 (0.24) 

6-POST 39,258,648 36,316,266 (92.51) 35,422,606 (97.54) 913 (0.10) 

7-PRE 35,947,852 32,041,046 (89.13) 31,262,064 (97.57) 866 (0.11) 

7-POST 37,071,050 34,198,736 (92.25) 33,322,702 (97.44) 2,292 (0.26) 

8-PRE 35,584,204 32,114,960 (90.25) 31,413,688 (97.82) 711 (0.10) 

8-POST 35,396,596 32,669,576 (92.30) 31,607,626 (96.75) 602 (0.06) 

10-PRE 35,992,904 33,461,710 (92.97) 32,780,456 (97.96) 107 (0.02) 

10-POST 38,726,232 35,770,152 (92.37) 34,908,248 (97.59) 456 (0.05) 

12-PRE 37,282,074 34,354,054 (92.15) 33,507,390 (97.54) 3,779 (0.45) 

12-POST 33,343,146 27,512,050 (82.51) 26,196,644 (95.22) 695 (0.05) 

14-PRE 37,105,578 32,919,990 (88.72) 31,518,358 (95.74) 40,519 (2.89) 

14-POST 43,542,422 41,159,148 (94.53) 40,441,644 (98.26) 33,475 (4.67) 

The numbers in parentheses, excluding the “PathSeq mapped” column, represent the percentage of read count in the 
previous step. The number in parentheses in the “PathSeq mapped” column is the percentage of non-human read counts 
which unmapped to hg38. ID

a
: sample identification number (The number before hyphen indicates patient identification 

number. “PRE” and “POST” represent samples before and after chemoradiation therapy.), Raw
b
: raw read counts, Trimmed

c
: 

read counts after quality control. STAR hg38 mapped
d
: read counts mapped to hg38 human reference genome using STAR 

aligner. PathSeq mapped
e
: read counts mapped to bacterial marker genes using PathSeq. 
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항암화학방사선요법 전후 세균 군집의 변화 분석 

11쌍의 CRT 전후 검체의 세균 군집 구성을 비교하기 위해서 PathSeq 분석에서 얻은 각 분류학적 계급에 따른 운영분류단위 

(operational taxonomic unit, OTU)의 표준화점수로부터 계산된 세균의 상대 존재량 (relative abundance)을 이용해서 skyline 

도표가 작성되었으며 개인별 세균 군집의 변화를 확인하기 위해서 막대 도표가 각각 작성되었다 (Fig. 1). CRT 전후 군 간의 세균 

군집 구성의 차이를 확인하기 위해서 표준화 점수는 weighted UniFrac, generalized UniFrac, Bray-Curtis 거리의 세가지 형태의 

행렬로 각각 변환되었다. 이 후 각각의 행렬에 대해 다변량 분산분석 (permutational multivariate analysis of variance, 

PERMANOVA)으로 1000번의 permutation 검정이 시행되었다 (Table 3). 검체 간의 세균 군집의 유사도를 확인하기 위해서 주

성분분석이 시행되었다 (Fig. 2) 

Fig. 1. Microbial composition before and after chemoradiation in rectal cancer patients. The relative abundance of OTU is 
shown for each taxonomic rank. The paired bar plots on the right show the microbial composition before and after 
chemoradiation in the same patients. The numbers on the bar plot represent the patient identification numbers. The skyline 
plots on the left show the bar plot in ascending order based on the most abundant OTU. The y-axis of both charts indicates 
the relative abundance (%). “PRE” and “PRERT” represent samples before chemoradiation therapy. “POST” and “POSTRT” 
represent samples after chemoradiation therapy. OTUs that differ in ANCOM analysis are marked with an asterisk and the 
W-statistics are shown in parentheses. (A) Phylum (B) Class (C) Order and (D) Family. 
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Table 3. PERMANOVA results testing the effect of chemoradiation on microbial composition 

Taxonomic rank 
 

PERMANOVA
a
 p-value 

Weighted UniFrac Generalized UniFrac  Bray-Curtis 

Phylum 0.3976  0.3796  0.4386  

Class 0.3177  0.3616  0.3736  

Order 0.3367  0.3836  0.3666  

Family 0.2777  0.2977  0.2348  

Three distance metrics were used to test the differences in microbial composition before and after chemoradiation therapy in 
rectal adenocarcinoma patients. PERMANOVA

a
: permutational multivariate analysis of variance. 

 

Fig. 2. Principal component analysis of the microbiota before and after chemoradiation in rectal cancer patients. The numbers 
represent the patient identification numbers. “PRERT” and “POSTRT” represent samples before and after chemoradiation 
therapy, respectively. (A) Phylum (B) Class (C) Order (D) Family.  

 



Rectal Microbial Changes after Chemoradiation I-C Seo, et al. 

www.ksmkorea.org / www.ksov.org 167 

Table 4. ANCOM analysis between before and after chemoradiotherapy 

Taxonomic rank OTU names W
a 

Nfeat
b 

D_0.9
c 

D_0.8
d 

D_0.7
e 

D_0.6
f 

Order Rhizobiales 110 152 N Y Y Y 

Order Corynebacteriales 102 152 N N Y Y 

Order Xanthomonadales 102 152 N N Y Y 

Order Sphingomonadales 97 152 N N Y Y 

Order Pseudonocardiales 94 152 N N Y Y 

Family Prevotellaceae 292 351 Y Y Y Y 

Family Comamonadaceae 240 351 N N Y Y 

Family Sphingomonadaceae 237 351 N N Y Y 

Family Xanthomonadaceae 236 351 N N Y Y 

Family Pseudonocardiaceae 230 351 N N Y Y 

Family Leuconostocaceae 166 351 N N N N 

Family Dermabacteraceae 148 351 N N N N 

Family Sanguibacteraceae 124 351 N N N N 

Family Aurantimonadaceae 123 351 N N N N 

Family Sporomusaceae 122 351 N N N N 

Family Tolypothrichaceae 70 351 N N N N 

ANCOM: Analysis of composition of microbiomes, W
a
: ANCOM W-statistics, Nfeat

b
: Total number of OTUs detected within the 

same taxonomic rank, D_0.9
c
~D_0.6

f
: ANCOM significance with cut-offs from 0.9 to 0.6. 

항암화학방사선요법 전후로 변화된 세균 탐색  

CRT 전후로 유의하게 변화된 OTU을 탐색하기 위해서 분류학적 계급에 따라 analysis of composition of microbiomes (ANCOM)

가 각각 시행되었다 (Table 4) (14). ANCOM의 유의성 검정 기준 0.9를 충족하는 세균 분류군인 Prevotellaceae의 CRT 전후의 

상대 존재량을 Fig. 3A에서 상자 도표로 나타냈다.  

 
Table 5. Top 10 genes showing the strongest positive correlation with the abundance of Prevotellaceae 

Gene symbol Gene name Pearson’s r 

TRAFD1 TRAF-type zinc finger domain containing 1 0.917  

IFIT1 Interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1 0.914  

ADAM22 ADAM metallopeptidase domain 22 0.908  

CGRRF1 Cell growth regulator with ring finger domain 1 0.908  

ACTR6 ARP6 actin-related protein 6 homolog 0.902  

CHD9 Chromodomain helicase DNA binding protein 9 0.901  

ASB8 Ankyrin repeat and SOCS box containing 8 0.900  

ZFP30 ZFP30 zinc finger protein 0.890  

MFAP3L Microfibrillar associated protein 3 like 0.882  

ELAC1 elaC ribonuclease Z 1 0.882  
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Fig. 3. Changes in the abundance of Prevotellaceae family after chemoradiation and concomitant changes in the human 
transcriptome. (A) Box plot shows the relative abundance of Prevotellaceae before and after chemoradiotherapy. “PRERT” 
and “POSTRT” represent samples before and after chemoradiation therapy, respectively. (B) Bubble chart shows the 
functional annotation of host gene expression highly correlated with changes in relative abundance of Prevotellaceae before 
and after chemoradiotherapy. Gene-Enrichment and Functional Annotation Analysis was performed using DAVID. The y-axis 
represents the functional term defined in GOTERM_MF_DIRECT. The numbers in parentheses are the identification numbers 
of the Gene Ontology. Fold enrichment, ratio of the number of genes involved the function term to the total number of 
inputs genes, and p-value are represented by x-axis, bubble size, and bubble color, respectively.  

항암화학방사선요법 전후의 인간 유전체 발현 변화와 Prevotellaceae의 변화의 통합분석 

CRT 전후의 인간 유전체 발현 변화를 탐색하기 위해서 STAR aligner로 hg38 인간 유전체 참조 서열에 정렬된 reads를 계수 

(counting)하였다. 계수 결과는 DESeq2 소프트웨어를 이용해 표준화되었다 (15). 이후 표준화된 계수 값에서 각 환자의 CRT 전

후의 개별 유전자의 발현량의 배수 차이 (fold change)를 계산했다. 개별 유전자에 대한 11쌍의 발현량의 배수 차이는 밑이 2인 

로그로 치환되었다. 다시 각 환자의 CRT 전후의 Prevotellaceae의 상대 존재량의 배수 차이를 구하고 밑이 2인 로그로 치환하여 

11개의 값을 얻었다. 이후 각 유전자의 로그 치환된 발현량의 배수 차이 값 11개와 Prevotellaceae의 로그 치환된 배수 차이 값 

11개 사이의 상관분석을 시행하여 피어슨 상관계수 (Pearson correlation coefficient, r)를 얻었다. 상관분석 결과 Prevotellaceae

의 상대 존재량 변화와 발현량에서 가장 뚜렷한 양 또는 음의 상관관계를 보인 인간 유전자 상위 10개는 각각 Table 5와 6에 나

타냈다. 양 또는 음의 상관관계가 높은 인간 유전자를 순서대로 500개씩 추출하여 DAVID를 이용하여 기능에 대한 주석을 부여

하였고 그 결과를 버블 도표로 시각화 했다 (Fig. 3B) (16). 

 

Table 6. Top 10 genes showing the strongest negative correlation with the abundance of Prevotellaceae 

Gene symbol Gene name Pearson’s r 

NSMF NMDA receptor synaptonuclear signaling and neuronal migration factor -0.940  

NPIPB11 Nuclear pore complex interacting protein family member B11 -0.937  

LRP5L LDL receptor related protein 5 like -0.933  

RANGAP1 Ran GTPase activating protein 1 -0.925  

PASK PAS domain containing serine/threonine kinase -0.908  

CDK10 Cyclin dependent kinase 10 -0.900  

HPCAL1 Hippocalcin like 1 -0.896  

NBEAL2 Neurobeachin like 2 -0.894  

ABCF3 ATP binding cassette subfamily F member 3 -0.884  

RPL12 Ribosomal protein L12 -0.882  
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통계분석 

모든 통계 분석은 R에서 수행되었다 (17). 도표는 R에서 ggplot2 패키지를 사용하여 작성되었다 (18). 

RESULTS 

RNA 염기 서열 분석 자료에서 세균 군집 분석 

11쌍의 직장 선암 검체의 염기 서열을 분석하여 각 검체로부터 3천 3백만~4천 3백만개의 reads의 원시 RNA 염기 서열 분석 자

료를 획득했다 (Table 2). 염기 서열 분석에 사용된 어댑터 서열과 품질이 낮은 염기쌍을 제외하는 과정을 통해서 원시자료의 

82.51~94.53%에 해당하는 reads를 선별하였다. 다음으로 RNA 염기 서열로부터 미생물의 염기 서열만을 추출하기 위해서 품질 

관리를 마친 reads를 hg38 인간 유전체 참조 서열에 정렬하여 95.22~98.26%의 reads를 각각 제거했다. 인간 참조 서열에 정

렬되지 않은 인간 이외로부터 유래한 1.74~4.78%의 reads는 PathSeq 프로그램을 통해 미생물의 표지 유전자에 정렬되었다. 그 

결과 인간 이외로부터 유래한 reads들 중 0.02~4.67%의 reads가 PathSeq에 의해 정렬되었다. PathSeq에 의해 미생물 표지 유

전자에 정렬된 reads 수는 CRT 전과 후 사이에 유사성을 갖기 보다는 10번 환자의 CRT 전후 (Table 2의 10-PRE와 10-POST), 

14번 환자 (14-PRE와 14-POST)에서 잘 나타난 것처럼 개인안에 유사성을 띄고 있었다. 

항암화학방사선요법 전후의 전체 세균 군집 변화 분석 

PathSeq 분석을 통해 얻은 미생물의 군집 정보에서 세균만을 분류학적 계급에 따라 문, 강, 목, 과로 추출하여 각 OTU의 CRT 

전후 상대 존재량을 비교한 것은 Fig. 1A~D의 왼쪽 skyline 도표와 같다. CRT 전후의 미생물 군집에 전체적인 차이가 존재하는지 

검증하기 위해서 PathSeq 결과의 각 OTU의 표준화 점수를 세가지 종류의 거리 행렬로 변환한 후 PERMANOVA를 시행한 결과 

CRT 전과 후 사이에 미생물 전체 군집 단위에서는 통계적으로 유의한 차이가 관찰되지 않았다 (Table 3). 주성분분석에서 같은 

환자안에서는 CRT 전후로 세균 군집의 전체적인 변화가 크지 않다는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 

항암화학방사선요법 전후의 개별 세균 변화 분석 

Fig. 1의 skyline 도표에서 CRT 전후로 세부적인 OTU의 변화를 확인했을 때 네가지 분류학적 계급의 분석 모두에서 CRT 후에 

fusobacteria가 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 나머지 OTU에서는 눈에 띄는 변화는 찾을 수 없었다. 미생물 군집의 

변화를 연구 대상자마다 CRT 전후로 비교했을 때에는 문 수준의 분석에서 2번과 6번 환자에서 fusobacteria의 감소를 확인할 수 

있었다 (Fig. 1A, 오른쪽 막대 도표). CRT 전후로 통계적으로 유의한 변화를 보인 OTU를 확인하기 위해서 시행한 ANCOM 분석 

결과는 Table 4와 같다. 문과 강 수준에서는 통계적으로 유의하게 차이나는 OTU를 찾을 수 없었고 목 수준에서는 Rhizobiales가 

ANCOM 유의성 기준 0.8을 만족하였으며 그 외 4개의 OTU에서 ANCOM의 0.7의 기준에서 통계적 유의성을 보였다. 과 수준에서는 

Prevotellaceae가 ANCOM 유의성 기준 0.9를 만족했으며 그 외 4개의 OTU가 0.7의 유의성을 만족하였고 6개 OTU는 

ANCOM 통계량인 W값을 가졌지만 유의성 기준 0.6을 만족하지 못했다. ANCOM 분석에서 가장 유의한 변화로 확인된 

Prevotellaceae과는 CRT 후에 상대 존재량이 감소함을 확인할 수 있었다 (Fig. 3A). 

항암화학방사선요법 전후의 인간 유전체 발현 변화와 Prevotellaceae과의 변화의 통합분석 

11쌍의 직장 선암 검체로부터 확인된 CRT 전후의 Prevotellaceae과의 변화량과 높은 상관관계를 갖는 인간 유전자에 대한 기능

적 분류는 Fig. 3B와 같다. 양의 상관관계를 갖는 인간 유전자들은 핵산이나 DNA 결합과 관련되어 있는 반면 음의 상관관계를 

갖는 인간 유전자는 RNA, 단백질, ATP와의 결합에 관련되어 있어 구분되는 특성이 확인되었다 (Table 5, 6). 

DISCUSSION 

장내 미생물이 소화기계 종양의 발생과 진행에 미치는 영향은 이미 잘 알려져 있다 (8-10). 장내 마이크로바이옴을 가진 생쥐가 
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무균 생쥐보다 소장 선종 발생이 더 많다는 것이 보고되었으며 (19), 장내에서 Escherichia coli와 Bacteroides fragilis는 대장직장

암 (colorectal cancer, CRC)의 발생률을 높이는 것으로 보고되었다 (20,21). 최근에는 특정한 세균이 직장암을 유발하는 것이 아

니라 장내 세균 군집의 교란 (dysbiosis)이 CRC 발생과 진행에 관련이 있는 것으로 보고되고 있다 (22,23). 장내 마이크로바이옴

에 의한 CRC의 발생과 진행을 설명하는 가설로 운전자-탑승자 (driver-passenger) 모델이 제시되었다 (24). 이것은 여러 병원성 

세균이 장점막과 연쇄적인 상호작용을 하면서 CRC가 발생된다는 가설이다. CRC의 발생에 B. fragilis가 운전자인 핵심 세균 

(keystone pathogen)으로 추정되고 있으며, 이 세균에서 생성된 장독소가 주변 조직에 Th17 (T helper type 17) 세포를 불러들여 

조직에 염증을 유발하고 CRC의 발생을 유도한다고 보고되었다 (25). 이후 장 조직의 염증 부위에서 Fusobacterium spp. 와 

Streptococcus spp.와 같은 탑승자 세균이 증가함에 따라 CRC의 진행이 유도되는 것으로 추정되고 있다 (24). 이러한 여러 종의 

세균에 의한 CRC의 발생과 진행은 암 조직에 직접 접한 생물막 (biofilm) 안에서 일어나는 일로 추정되고 있다 (26). 따라서 

CRC와 관련한 장내 세균에 대한 연구를 위해서는 직장암 환자의 대변 검체에서 얻어진 세균 군집 정보 보다는 직장암 조직의 생

검 검체로부터 직접 얻어진 세균 군집 정보가 분석에 더욱 적합하다고 할 수 있다.  

 

장내 세균은 직장암 상피의 염증, 적응 면역, 대사 기능에 영향을 줌으로써 항암치료의 반응에도 관여하는 것으로 보고되었다 

(8,27). 그러나 직장암에서 CRT에 의한 장내 마이크로바이옴의 변화에 대해서는 아직까지 많은 연구가 진행되지 않았다. 기존의 

연구 결과는 동물 모델로부터 얻어졌거나 (28,29), 인간 대상 연구이지만 주로 자궁경부암 등의 부인과 종양에서 방사선 치료 후 

대변 검체를 통해 확인한 장내 마이크로바이옴의 변화에 국한되어 있다 (30-32). 대변 검체에서 확인되는 마이크로바이옴과 직장

암 조직 주변의 마이크로바이옴의 구성이 매우 다르다는 것이 이미 잘 알려져 있고 (33,34), 직장암의 CRT 과정에서 방사선은 

부인과 종양과는 다른 장기를 표적으로 하여 조사된다는 점, 직장암에서 암 조직과 접하고 있는 세균이 생물막 내에서 직장암의 

발생과 진행에 관여하고 있는 점에도 불구하고 인간에서 직장암의 방사선 치료 전후의 마이크로바이옴의 변화를 조직 생검을 통

해 확인한 연구는 아직까지 없었다. 이 연구에서는 방사선 치료 전후의 인간 직장 선암 생검 검체로부터 얻어진 RNA 염기 서열 

분석 자료에서 마이크로바이옴 정보를 추출하여 세균 군집의 변화를 분석하였으며 지금까지 보고된 적이 없는 여러가지 새로운 

결과를 확인했다. 

 

먼저 CRT 전후의 마이크로바이옴의 변화를 군집 전체의 관점에서 확인했을 때 두가지 새로운 결과를 확인할 수 있었다. 첫번째는 

RNA 염기 서열 분석 자료에서 원시 reads 수에 대한 미생물의 표지 유전자에 정렬된 reads 수의 백분율이 CRT 여부와 무관하

게 개인안에서 유사하게 확인되었다는 것이다 (Table 2의 PathSeq mapped 열). 이것은 직장암에서 치료적 용량의 방사선 조사가 

암 조직에 유전 독성 (genotoxic)을 가함에도 불구하고 방사선 조사된 암 조직이 염기 서열을 분석하는데 문제가 없다는 것을 의

미한다. 두번째로 확인된 결과는 Fig. 1의 오른쪽 막대 도표와 Fig. 2의 주성분분석에서 확인된 것처럼 CRT 전과 후의 세균 군집

의 차이보다 개인 간의 세균 군집의 구성의 차이가 더 커서 CRT 전후로 세균 군집의 변화가 그리 크지 않은 것처럼 보인다는 것

이다. 이것은 방사선 조사에 의해 장내 미생물 군집이 변화한다는 기존의 연구결과와 다른 새로운 결과이다 (29). 기존의 연구에

서는 동일인 또는 동일한 동물 개체내에서 방사선 전과 후의 조직 검체를 반복적으로 획득하여 미생물 군집의 변화에 확인한 적

이 없었기 때문에 이 연구와 다른 결과가 나온 것으로 추측된다. 방사선 조사에 의해 장내 미생물이 변화하는 것이 이미 여러 보

고에서 확인되었으며 (28,29) 시험관 내에서 다른 종의 세균이 각기 다른 방사선 감수성을 갖는다는 사실 (35)에 근거할 때 이러

한 CRT 전후 개체내의 근소한 마이크로바이옴의 변화는 장내 미생물의 빠른 항상성 회복 때문일 것으로 추측된다. 항생제 사용이

나 수술 전 제균 목적의 장 세척 후에 장내 마이크로바이옴의 구성이 이전의 상태로 빠르게 회복된다는 것이 보고되어 있다 

(36,37). 이 연구에서는 마지막 CRT 후 6-8주간의 간격 이후에 검체가 획득되었으므로 CRT 후 검체 획득까지 마이크로바이옴이 

CRT 전의 상태로 회복될 수 있는 충분한 시간이 있었을 것으로 생각된다. 항생제 사용이나 장 세척이 장 전체의 미생물에 영향을 

주는 것과 달리 치료 목적의 방사선 조사는 암 조직 주변에만 국한되므로 마이크로바이옴 구성의 회복은 더 빠르게 일어났을 것

으로 추측할 수 있다. 이 연구 결과에서 우리는 동일 개체내에서 CRT 전후 마이크로바이옴 비교를 위해서는 CRT 이후 단기간 내

에 검체 획득이 이루어 져야 한다는 결론과 조직 검체로부터 미생물 군집의 CRT 전후 변화를 코호트 간에 비교 분석하기 위해서

는 연구 계획 단계에서 개체 간의 미생물 군집의 차이를 극복할 만큼 많은 검체의 수를 필요로 한다는 결론을 도출할 수 있었다. 

 

다음으로 개별 세균 단위에서 CRT 전의 세균 군집의 구성 분석에서는 문 단위에서 Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 

Actinobacteria 등이 가장 많은 비율을 차지고 있어 (Fig 1a. skyline 도표) 기존의 보고와 일치했다 (28,38). 그러나 문 수준 분

석에서 방사선 조사에 의해 장내 미생물 중 Proteobacteria, Bacteroidetes의 증가, Firmicutes의 감소가 보고 되어있으나 이 연구

의 결과와 다소 불일치했다 (Fig. 1a). 기존의 보고와의 불일치는 기존의 연구가 인간이 아닌 쥐 등의 실험 동물로부터 결과를 얻

었거나 (28,29) 대변 검체를 분석한 결과 (30)이기 때문으로 판단된다. 문 단위의 분석에서 CRT 전후로 가장 눈에 띄게 변화한 

세균은 Fusobacteria로 CRT 이후 그 비율이 줄어들었다 (Fig. 1A, skyline 도표). 직장암에서 CRT에 의한 Fusobacteria의 감소는 
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이 연구에서 최초로 보고된 것이지만 Fusobacteria가 직장암의 발생과 진행에 미치는 영향은 다수 보고되었다. 인간의 정상 대장 

점막과 직장암 환자의 암 조직 점막의 미생물 군집 비교에서 암 조직에서 Fusobacteria가 유의하게 많은 것이 PCR, 16S rRNA, 

whole genome shot gun sequencing 및 조직 FISH 등 여러가지 방법으로 이미 확인되었다 (39,40). 또한 앞서 언급된 것처럼 

Fusobacteria는 탑승자 세균으로 직장암의 진행에 관여하고 있으며 그 외에도 Fusobacteria가 FadA adhesin에 의한 

E-cadherin/β-catenin 신호 전달의 조절 또는 T세포 매개 적응 면역의 저하를 통해 직장암 발생에 관여하고 있다는 것이 알려져 

있다 (26,41,42). 그러므로 직장암에서 CRT에 의한 Fusobacteria의 감소는 방사선 조사에 의한 미생물 군집의 변화가 직장암의 

질병 경과에 영향을 미칠 수 있음을 의미한다. 

 

개별 세균 단위에서 확인된 CRT 전후의 또 다른 변화는 ANCOM으로 확인된 CRT 후의 Prevotellaceae과의 감소였다 (Fig. 1d, 

Fig. 3a). 이전에 방사선 조사를 받은 생쥐의 정상 대장 점막에서 Prevotella가 감소한다는 보고가 있었지만 (28) 아직까지 직장암 

점막에서는 보고된 바가 없다. 앞서 기술한 것처럼 직장암의 발생 초기에 운전자 세균에 의해 Th17 세포가 암 조직으로 모여들게 

된다. 직장암 점막에서 증가된 Bacteroides와 Prevotella가 암 조직의 Th17 세포의 증가와 연관이 있었다는 보고에도 불구하고 

(43) 직장암 발생, 진행에서의 Prevotella의 역할에 대해서는 Bacteroides 만큼 연구되지 않았다. IL-17 반응성 세포는 직장암의 

진행 (44)과 예후 (45)에 결정적인 역할을 하고 있는 것으로 밝혀져, IL-17은 직장암의 항암면역 치료의 주요 표적으로 주목받고 

있다 (46). 그러므로 아직까지 직장암에서 치료적 방사선 조사 자체가 암 조직 내의 Th17 세포의 변화에 어떠한 영향을 주는지 

밝혀진 바가 없음에도 불구하고 CRT 후 직장암 점막에서의 Prevotella 감소는 CRT가 직장암의 항암면역치료의 효과에 영향을 줄 

수 있다는 가능성을 보여준다. Fig. 3b에서 확인된 것처럼 직장암 점막에서 CRT 전후의 Prevotellaceae과의 변화는 CRT에 의한 

직장암 점막 조직의 인간 유전자 발현 양상과 유의한 연관을 보여주고 있기 때문에 직장암에서 CRT는 단지 인간 암 조직의 유전

체를 치료 표적으로 하는 것이 아니라 암 조직 점막의 마이크로바이옴을 변화시킬 수 있으며, 마이크로바이옴과 인간 유전체와의 

상호작용 통하여 종양-면역 미세환경에 영향을 미칠 가능성을 가지고 있다. 

 

대장암 환자에서 마이크로바이옴에 대한 기존 연구의 대부분은 대장암 치료 전에 획득된 대변 또는 생검 검체의 마이크로바이옴

을 이용하여 대장암을 조기에 진단하거나 치료에 대한 반응 또는 예후를 예측하는 하는 방법을 확립하는 것을 목표로 했다. 그러

나 지금까지 보고된 연구들은 장내 미생물이 가진 고도의 다양성, 개인 간의 마이크로바이옴의 큰 차이를 극복할만큼 충분한 수

의 연구 대상자가 포함되지 않았었기 때문에 연구 결과 간의 재현성이 없었다. 이 연구의 분석 대상인 개인 안에서의 마이크로바

이옴의 동적 (dynamic) 변화는 기존 연구의 분석 대상인 개인 간의 정적인 (static) 마이크로바이옴의 차이에 비해 차원 

(dimension)이 축소된 자료이기 때문에 미생물의 다양성, 개인 간의 차이를 더 잘 통제할 수 있는 설명 변수로 생각된다. 그러나 

아직까지 대장암에서 장내 미생물의 동적 변화를 설명 변수로 하여 진단 또는 예후에 대한 표지자를 찾거나 예측 모형을 만든 연

구는 보고된 바가 없다. 이 연구에서는 전체 분석 대상자 11명 중 9명이 CRT에 반응하지 않은 환자였으며, 단지 2명만이 CRT에 

반응한 환자로 CRT 반응 여부로 나눈 두 군에 포함된 대상자 수의 차이가 크기 때문에 마이크로바이옴 변화와 CRT 반응 여부 

간의 통계분석은 실시할 수가 없었고 (Table 1), CRT에 반응한 환자와 반응하지 않은 환자 간의 마이크로바이옴의 변화에서 눈에 

띄는 차이를 Fig. 1에서 발견할 수 없었기 때문에 CRT 전후의 마이크로바이옴의 변화와 대장암의 CRT 반응에 대한 연관분석을 

실시할 수 없었다. 그럼에도 불구하고 대장암의 조기 진단, 치료 반응과 예후의 예측을 위해 마이크로바이옴의 변화를 분석하는 

방법은 기존의 연구 결과 보다 더 나은 재현성을 보여줄 것으로 기대된다. 이 연구는 직장암 환자의 암 점막 조직을 CRT 전후로 

동일인으로부터 반복적으로 획득하여 RNA 염기 서열 분석을 통해 마이크로바이옴의 변화를 확인하였다. 다만 마이크로바이옴 연

구의 전통적인 분석 대상인 16S rRNA를 분석한 것이 아니라 인체 조직과 세균으로부터 유래한 mRNA를 염기 서열 분석 대상으

로 삼았기 때문에 분석 reads 수가 기존의 방법에 비해 적고 분석 reads 수를 검체별로 표준화할 수 없다는 문제점으로 인해 마

이크로바이옴의 다양성에 대해서는 분석할 수 없는 한계가 있었다. 그럼에도 불구하고 mRNA 분석을 통해 미생물이 존재하고 있

는 직장암의 점막의 유전체 정보를 동시에 획득할 수 있어서 마이크로바이옴의 구성과 인간의 전사체를 통합하여 분석함으로써 

CRT에 따른 마이크로바이옴의 변화와 암 조직의 유전체 변화 간의 상관관계가 존재함을 확인할 수 있었다. 이 연구에 포함된 분

석 대상자 수는 11명으로 기존의 직장암 환자의 마이크로바이옴 연구 또는 정상인에서 방사선 조사에 따른 장내 미생물의 변화 

연구의 검체 수와 비슷한 수준이었다 (30-32). 다만 기존의 연구들과 다르게 동일인에서 CRT 전후의 검체를 반복적으로 획득하

여 쌍 (pairwise)으로 비교하였기 때문에 개체간 마이크로바이옴의 차이가 결과 분석에 미치는 영향을 줄일 수 있었다. 그럼에도 

불구하고 연구대상자의 수가 충분하지 않았기 때문에 CRT 전후로 일어나는 마이크로바이옴의 변화와 CRT 치료 반응에 대한 관

련성을 분석할 수 없었다. 앞으로 연구에서 충분한 수의 연구대상자가 확보된다면 CRT에 반응을 보이는 대상자와 반응을 보이지 

않는 대상자를 구분하여 마이크로바이옴의 변화를 분석하여 직장암 환자에서 CRT에 앞서 마이크로바이옴의 조성을 근거로 방사

선 치료반응을 예측할 수 있는 미생물 표지자를 개발하고 방사선 치료 효과를 높이기 위한 장내 미생물 활용의 근거 자료를 확보

할 수 있을 것이다. 또한, 복부의 방사선 조사에 의한 장 점막 미생물의 교란과 방사선에 의한 직장 염증 발생의 연관성 (29), 무
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균 생쥐에서 방사선에 치료 후 장염의 감소 (47) 등을 근거로 하여 직장암에서 CRT 후의 부작용을 예측 (48)하거나 치료 (49)하

는데 특정 미생물을 활용할 수 있는 가능성을 발견할 수 있을 것이다. 마지막으로 CRT로 인한 직장암 점막의 파괴가 점막 미생물

의 전이 (translocation)를 유발하고 결과적으로 선천 면역에 영향을 주거나 (50), LPS-TLR4에 의한 APC의 활성화로 유도된 적응 

면역의 조절을 유발할 수 있으므로 (51) 궁극적으로 CRT가 항암 면역 치료의 효과를 높이는 병합치료로 활용될 수 있는 근거가 

마련될 것이다 (52). 
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