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緒緒  言言  

 
がんは遺伝子異常により起こる疾患であるが、正常組織においても加齢や環境因子により遺伝子異常が蓄積し

ており、発がんの直接の原因として知られているドライバー遺伝子変異を獲得し、その結果クローン拡大を来た

すことが報告されている［1］。肺扁平上皮がんの起源である正常中枢気管支上皮細胞のゲノム解析では、喫煙者

の気管支上皮細胞では非喫煙者に比べて多くの遺伝子変異が蓄積し、喫煙者には煙草による特徴的な遺伝子変異

のパターン（シグネチャー）がみられることが報告されている。また、正常細胞においても TP53 などの遺伝子

に肺がん発症につながると考えられるドライバー遺伝子変異が獲得され、喫煙者における肺扁平上皮がん発症の

基盤となっていると考えられている［2］。 
日本人で最も多い肺がんは腺がんであるが［3］、肺腺がんは末梢気管支に発症することが多く、正常末梢気管

支上皮細胞あるいは肺胞上皮細胞における遺伝子異常については明らかではない。禁煙率の低下により非喫煙者、

特に女性の非喫煙者に生じる肺腺がんの占める割合が高くなっているが、非喫煙者の正常末梢気管支上皮細胞で

加齢や環境因子などの原因によりどのような遺伝子異常が起こり、肺がん発症につながっているか、その結果な

ぜ女性に多くがんを発症するのか、がんの発生につながるクローンの拡大が起こっているのか、について理解が

不十分である。 
 

方方  法法  

 
11．．単単一一細細胞胞由由来来検検体体ののオオミミッッククスス解解析析  
肺がんなどの症例の手術検体の非腫瘍部分検体を収集し、中枢気管支上皮細胞あるいは非喫煙者肺がんで頻度

が高い腺がんの起源と考えられている 2 型肺胞上皮細胞を含むと考えられる末梢肺胞上皮細胞を単離し、単一細

胞由来のオルガノイドを作製し、全ゲノム解析により体細胞性変異を解析した。得られた変異データから過去の

研究で用いた手法［2］と同様に体細胞性変異を検出し、遺伝子変異量、変異シグネチャー、ドライバー変異、ク

ローン構造を解析し、同一症例において中枢気管支と末梢気管支における遺伝子異常の違い、非喫煙者において

気管支および肺胞上皮細胞に遺伝子異常が蓄積する機序を解析した。さらに、肺がん症例で検体が得られたもの

については同様にゲノム解析を行い、同一症例における正常細胞と肺がん細胞におけるゲノム異常の違いを解析

し、正常細胞から肺がんへのクローン進化の過程でどのようなゲノム異常が獲得されているのか、変異獲得プロ

セスが変化しているのかなどを解析した。 
 

22．．レレーーザザーーママイイククロロダダイイセセククシショョンンにによよるる微微小小ササンンププリリンンググにによよるる空空間間的的ななゲゲノノムム解解析析やや空空間間的的発発現現解解析析  
正常末梢気管支においてドライバー変異の獲得とともにクローン拡大がみられる様子や、ドライバー変異の獲

得に伴う発現パターンの変化を明らかにするため、レーザーマイクロダイセクションによる微小サンプリングに

より採取された検体を用いて正常気管支や前がん病変の空間的なゲノム解析を行った。 
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結結  果果  

  

11．．正正常常気気管管支支上上皮皮細細胞胞ににおおけけるるゲゲノノムム異異常常  
これまでに非喫煙者 5 名を含む 13 人の国立がん研究センター中央病院において肺がん疑いで手術を受けた症

例から正常な中枢あるいは末梢の気管支上皮細胞由来のオルガノイド作製を行った。その結果、十分な数のオル

ガノイドが作製できなかった 6 例を除いた 7 例から合計 184 個のオルガノイドが樹立された。7 症例の背景疾患

の内訳は肺腺がん（5 例）、肺大細胞がん（1 例）、炎症性病変（1 例）であり、このうち 4 例が非喫煙者、3 例が

喫煙者であった。樹立されたオルガノイドのうち 142 検体について全ゲノム解析を行った（症例あたり 10～32
個）。また、オルガノイドを解析可能であった 7 症例のうち、4 症例については同一症例の肺がん検体についても

全ゲノム解析を行った。 
まず、単一細胞由来検体の全ゲノム解析パイプラインの構築を行った。がんゲノム解析パイプラインである

Genomon を用いて変異を同定し、さらにそれぞれの症例で同定された変異を各オルガノイドにおける変異の分

布から体細胞性変異、胚細胞性変異あるいはエラーに区別した。また、オルガノイドを樹立する過程でマウス由

来のフィーダー細胞を使用しており、検体中にマウスゲノムの混入が見られたため、xenome というソフトウェ

アを使用してマウス由来の DNA 断片をシーケンスデータから除去した。その結果、マウス由来の DNA の混入

が多かった 13 検体を除く 129 検体の解析が可能であった。 
末梢気管支の検体からはオルガノイドの樹立効率が低く、5 症例のみで樹立可能であったが、5 症例での比較

では末梢気管支から樹立したオルガノイドにおいて遺伝子変異数が少ない傾向があり（Mann-Whitney U test、
P＝0.005）、特に喫煙歴のある症例では顕著であり（図 1）、末梢気管支では中枢気管支に比べて喫煙による遺伝

子変異の蓄積の影響が少ないと考えられた。 
 

 
図 1．末梢および中枢気管支上皮細胞から樹立したオルガノイドにおける遺伝子変異量の比較 

一つひとつの点は 1 個のオルガノイドの変異数を示し、色で症例を示している。喫煙歴のある症

例（HLO0010、HLO0013）では特に中枢気管支で末梢気管支に比べて変異数が多い傾向が見

られた。 
 
さらに、オルガノイドで検出された変異（1 塩基置換）の情報から変異シグネチャー解析を行ったところ、     

過去に肺がんで報告のある SBS4、SBS5、SBS2、SBS13 に加えて、新たなシグネチャー（Sig.A）が検出され

（図 2）、これは我々が過去の研究で報告した SBS16 に近いと考えられた。非喫煙者由来あるいは末梢気管支上

皮細胞由来のオルガノイドでは喫煙に関連する変異シグネチャーである SBS4 の変異が少ない傾向が見られた。 
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図 2．気管支上皮細胞由来オルガノイドにおける遺伝子変異から抽出された変異シグネチャー 
気管支上皮細胞に見られた一塩基置換変異のパターン（シグネチャー）。SBS2、SBS4、SBS5、
SBS13 はがんで検出されたシグネチャーのデータベースである COSMIC に報告されているも

のと一致した。 
 

22．．正正常常細細胞胞かからら肺肺ががんんへへののククロローーンン進進化化  
4 症例に合併した肺がん検体についても全ゲノム解析を行い、正常細胞におけるゲノム異常と同一症例の肺が

んにおけるゲノム異常の比較を行った。まず、遺伝子変異量を比較したところ、肺がん検体では同一症例の正常

細胞に比べて遺伝子変異量が著明に増加していた（図 3a）。また、変異シグネチャーの解析を行うと、APOBEC
による変異シグネチャーである SBS2、SBS13 の占める割合が高くなっている症例が多いことがわかり、

APOBEC による変異の蓄積が肺がんへの進展に重要な役割を持っていることが示唆された（図 3b）［4］。 
 

  
図 3．正常細胞と腫瘍細胞の変異数の比較 

一つひとつの点は 1 個のオルガノイドあるいは腫瘍を示し、色で症例を示している。 
a） 全ての変異数。 
b） APOBEC による SBS2、SBS13 による変異の頻度。 

  
33．．レレーーザザーーママイイククロロダダイイセセククシショョンンにによよるる微微小小ササンンププリリンンググにによよるる空空間間的的ななゲゲノノムム解解析析  
レーザーマイクロダイセクション（LMD）により正常気管支上皮細胞を切り出し、ゲノム解析を行うことで正

常末梢気管支におけるクローン拡大がみられる様子を明らかにする必要があるが、正常気管支上皮ではクローン

のサイズが比較的小さいことが想定されたため［5］、まず前がん病変の解析を行った。肺腺がん前がん病変であ
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る異型腺腫様過形成（AAH）の病変を LMD により切り出し、全ゲノム解析を行った。その結果、AAH では染

色体コピー数異常や構造異常が正常細胞に比べて増加していることが明らかになった。今後、正常気管支上皮細

胞についても解析を行い、さらに解析を進める予定である。 
 

考考  察察  

 
末梢気管支上皮細胞から樹立したオルガノイドでは喫煙に起因する遺伝子異常の数が少ないという結果は末梢

肺に発生する肺腺がんは中枢気管支に発症する肺扁平上皮がんに比べて喫煙との関連が少ないというデータを裏

付けるものと考えられた。正常細胞に比べてがん細胞では遺伝子異常の数が著明に増加していたが、その獲得さ

れる機序を反映する変異シグネチャーも異なっていることがわかり、がんへのクローン進化の過程で変異を獲得

するプロセスが変化していると考えられた。今後はさらに RNA-seq、DNA メチル化解析などのオミックス解析

により正常細胞ががん細胞へとクローン進化する機序を明らかにする必要がある。 
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