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図 1．肺オルガノイド細胞の全ゲノムシーケンス 

 

1. 正常気管支上皮細胞の単一細胞レベルの遺伝子解析 

正常気管支細胞由来オルガノイドの樹立にあたりマウス線維芽細胞をフィーダー細胞として使用し

たが、シーケンスにあたりマウス細胞由来のシーケンスリードの混入が問題であった。本解析では

Xenome8というツールを用いて、シーケンスリードをヒト由来、マウス由来、その他などに分類し

て、最終的にヒト由来と判定されたシーケンスリードのみを解析に使用した。マウス繊維芽細胞あ

るいはヒト検体ではそれぞれ 97％、98％が正しくマウス、ヒト由来と判定されて（図 2a）、また実

際にマウス由来のシーケンスリードの除去後のシーケンスデータを観察するとマウス由来の多くの

ヒトゲノムと異なった配列を持つシーケンスリードが除去され、マウス由来と考えられる遺伝子変

異もほとんどが除去されていることが確認された（図 2b）。 

 

 

図 2．マウス由来のシーケンスリードの除去 

 

マウス由来のシーケンスリードの除去後、662 検体のうち、642 検体について十分なシーケンスデ

ータが得られた（図 3a）。さらに同定された遺伝子変異の変異アレル頻度の分布から 10検体は単一

細胞由来でないと考えらえたが（図 3b）、残りの 632検体は単一細胞由来と考えられ、以後の解析

を行った（図 3c）。 

 

 

図 3．全ゲノムシーケンスにより得られたデータの評価 

 

2．正常気管支上皮細胞における遺伝子変異の蓄積 

正常気管支上皮細胞においても加齢に伴い遺伝子変異の蓄積が観察され、1細胞あたりの年間の変

異の蓄積率は約 22個と推測された（linear mixed-effects model）。この数は過去に報告されてい

る大腸、小腸、肝臓の年間 36個という推定よりも少なく 7、これらの臓器は肺に比べて幹細胞の

分裂回数が多いことなどが反映されていると考えられた 9。また、喫煙者の正常気管支細胞では遺

伝子変異が増加しており、前喫煙者、喫煙者では非喫煙者に比べて平均してそれぞれ 2,330個、

5,300個の遺伝子変異が増加していた（図 4）。また、喫煙歴のある症例ではそれぞれの細胞にお

ける遺伝子変異数のばらつきが大きくなり、非喫煙者でのばらつき（標準偏差）が 290個と推定

されたのに対して、前喫煙者、喫煙者ではそれぞれ 2,350個、2,100個と推定された（P<10-16）。



 

図 4．全ゲノムシーケンスにより得られたデータの評価 

 

興味深いことに、喫煙歴のある症例においても同じ年齢の非喫煙者と同等と予測される変異数を持

つ細胞が観察された（図 4）。さらに、この正常に近い数の遺伝子変異数を持つ細胞は前喫煙者では

典型的には 20－40%と喫煙者の症例に比べて 4倍の頻度で観察された（図 5）。 

 

 

図 5．前喫煙者、喫煙者にみられた正常に近い数の遺伝子変異を持つ細胞の割合 

 

一方、同一症例で認められた前癌病変や肺癌の病変の遺伝子異常を解析すると 10、変異の数やコピ

ー数異常の見られた領域の割合は前癌病変や肺癌で著明に多い傾向がみられた。 

 

3．正常肺細胞における変異シグネチャー 

遺伝子変異の原因を探索するために、変異シグネチャーの解析を行った。遺伝子変異を C>A, C>G, 

C>T, T>A, T>C, T>G の 6 つのパターンにわけ、さらに前後塩基のパターンをあわせて 96 種類に

分類し、を用いて変異シグネチャーを抽出した。過去に肺がんで報告のある変異シグネチャー11,12

が正常気管支細胞でも同定された(図 6)。加齢に伴って脱アミノ反応により CpG部位に獲得される

C>T変異（SBS1）、喫煙により獲得される C>A変異（SBS4）、加齢に伴って獲得される T>C変異

（SBS5）、ウイルス感染などにより活性化されると考えられている cytidine deaminase である

APOBEC ファミリーにより起こる T の後の C 部位にみられる C>T あるいは C>G 変異（SBS2、

SBS13）が獲得されていた。また、オルガノイドを樹立する過程で獲得された変異による C>A 変

異を特徴とするシグネチャー13（SBS18）も認められた。 

 

図 6．正常気管支上皮細胞で検出された変異シグネチャー 



 

SBS1、SBS5は加齢に伴い変異数の増加がみられ、過去の報告と同様に、喫煙により SBS4、

SBS5の変異が増加していた 14。また、過去に肝臓がんでアルコール摂取歴あるいは喫煙歴により

増加すると報告されていた SBS1614,15が同定され、喫煙者に多い傾向がみられた(図 7)。さらに、

今回これまでに報告のない新規の変異シグネチャーが 2つ同定された。このうち、Sig-Bは

T>A、T>C変異により特徴づけられ、また喫煙者のみに同定され、喫煙による新規の変異シグネ

チャーである可能性が考えられた。 

 

 

図 7．正常気管支上皮細胞における変異シグネチャーの分布 

 

4．正常気管支上皮細胞にみられるドライバー遺伝子変異 

正常気管支上皮細胞にみられるドライバー遺伝子変異を dN/dS法により解析した 16。肺扁平上皮癌

や他の組織の正常扁平上皮と同様に、気管支上皮においても、TP53、NOTCH1、FAT1などの遺伝

子が選択されていることが明らかになった（図 8a）。TP53 変異は複数のコロニーで共有されてい

る変異の割合が高く（図 8a）、早期に獲得されている、あるいは特に強くクローン選択を受けてい

ると考えられた。また、ドライバー遺伝子変異を持った細胞の割合は年齢、喫煙歴と相関がみられ

（図 8ｂ）、10年毎に 1.5倍増加し、喫煙者では非喫煙者に比べて 2.1倍多くみられた。また喫煙者

では癌細胞と同様に複数のドライバー変異を持つ細胞も観察された。 

 

 

図 8．正常気管支上皮細胞で検出されたドライバー遺伝子変異 

 



5．正常気管支上皮細胞のテロメア長 

正常気管支上皮細胞の過去の分裂歴を調べるため、全ゲノムシーケンスのデータによりテロメア長

を推定した。小児や非喫煙者では変異数とテロメア長との間に大きな相関はみられなかったが、喫

煙歴のある症例、特に前喫煙者で変異数とテロメア長の間に強い負の相関関係がみられた（図 9）。

前喫煙者における前述の正常に近い数の遺伝子変異を持つ細胞では著明にテロメア長が長い傾向が

みられた。 

 

 

図 9．正常気管支上皮細胞のテロメア長 

 

6．まとめ 

今回の研究により、正常な気管支細胞にも加齢に伴い遺伝子変異が蓄積していること、さらに喫煙

により遺伝子変異数が増加し、発がんにつながるドライバー変異の数も増えていることが明らかに

なった。一方で、喫煙歴がある人にも非喫煙者の細胞に近い数の遺伝子変異を持つ細胞がみられ、

特に前喫煙者では喫煙者に比べて高頻度にみられた。禁煙により肺がん発症のリスクが低下するこ

とが従来から知られていたが 17、この前喫煙者における正常に近い細胞の増加は禁煙によるがんの

発症率の低下に関係している可能性があると考えられた。一方でこの非喫煙者に近い数の遺伝子変

異を持つ細胞の起源や遺伝子変異数が少ない理由、禁煙により増加する理由については現時点では

不明である。テロメア長が長いことから quiescent であった幹細胞を起源としている可能性が考え

られるが、物理的なバリアーにより変異の蓄積から守られてきた幹細胞が存在する可能性もある。

皮膚など他の組織でも同様に遺伝子変異数が少ない細胞がみられると報告されており、他の組織に

おいても同様の細胞が存在していると考えられる。 
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