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研究成果の概要（和文）：本研究により、食道ヨード濃染部(Normal)においても、TP53変異は存在するが、3番
染色体のコピー数異常を伴うことは少ないのに対して、LVL-NDにおいては、2サンプルを除いて、食道ドライバ
ー変異を有しており、TP53変異が65%で最も多く認められ、TP53変異を認めたLVL-NDでは、3番染色体短腕のコピ
ー数loss、3番染色体長腕のコピー数 gainのbroad CNVを高頻度に認めており、これらの変化を有することで、
ヨード不染のphenotypeを獲得する、すなわち、がんの起源が形成されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that while TP53 mutations exist in iodine-stained areas 
of the esophagus (Normal), abnormalities in chromosome 3 copy number are rare. In contrast, in 
LVL-ND, esophageal driver mutations were present in all but two samples, with TP53 mutations being 
the most common, observed in 65% of cases. LVL-ND samples with TP53 mutations frequently exhibited 
broad CNVs, including loss of the short arm of chromosome 3 and gain of the long arm of chromosome 
3. These changes suggest that acquiring these alterations leads to the iodine-unstained phenotype, 
indicating the formation of cancer origins.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 食道がん　クローン進化　ドライバー変異　前がん病変
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研究成果の学術的意義や社会的意義
わが国の死亡原因第１位はがんであり、食道がんは男性において7番目に多く、男女併せて年間約1万人強が死亡
している。これまでの研究により、正常食道上皮は加齢や食道がんリスク因子への暴露によりがんドライバー変
異クローンによって再構築されることが判明したが、正常上皮から異型上皮への形質転換メカニズムについては
未だ詳細は不明であった。本研究により、発がん最初期におけるヒト食道上皮細胞の形質転換メカニズムの一旦
が解明され、食道がんの発がん予防や発症前治療の開発に資する知見を得ることが出来た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
最近、血液や皮膚などの組織において、一見正常な組織にも加齢に伴って遺伝子異常が蓄積し、

がんで観察されるような遺伝子異常を有するクローンが拡大しており、発がんリスクとなって
いることが明らかとなった。申請者らはこのような知見に着目し、加齢、喫煙・飲酒といった環
境因子や炎症によって遺伝子変異クローンが選択され拡大し、また、時に腫瘍への進展において
は特定の遺伝子変異クローンは陰性選択されうる事を明らかにした(横山、垣内ら、Nature 2019 
565 (7739) 312-317、垣内ら、Nature 2020 577 (7789) 260-265)。これらの知見は、多細胞生物
であるわれわれヒトを構成する細胞は、しばしば 100 年にわたる個体の生涯の間、正常組織に
おいても時間経過や環境因子によって絶えず遺伝子変異を蓄積し続け、細胞同士は増殖速度の
違いから必然的に相互に陽性選択(クローン拡大)もしくは陰性選択(自然淘汰)されるという自然
選択の原理に従うことを示している。 
これらの発見により正常組織における発がんの起源クローンの存在が明らかとなったが、がん

に至るためには正常細胞は腫瘍細胞へと形質転換し、臓器の組織構築を破壊して浸潤する必要
がある。ゲノム異常の観点からは正常細胞にも初期の腫瘍細胞にも同程度のドライバー変異が
観察されることがしばしばあり、両者の違いを生じせしめる分子機序については未だ不明であ
った。 
 
２．研究の目的 
わが国の死亡原因第１位はがんであり、食道がんは男性において 7 番目に多く、男女併せて年

間約 1 万人強が死亡している。申請者らのこれまでの研究により、正常食道上皮は加齢や食道
がんリスク因子への暴露によりがんドライバー変異クローンによって再構築されることが判明
したが、正常上皮から異型上皮への形質転換メカニズムについては未だ詳細は不明である。本研
究では微小検体採取技術とゲノム・トランスクリプトーム同時解析技術を用いて、発がん最初期
におけるヒト食道上皮細胞の形質転換メカニズムを解明し、食道がんの発がん予防や発症前治
療の開発に資する知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
近年、正常組織においても既にがんで観察される遺伝子変異(ドライバー変異)を獲得した細胞

集団(クローン)が拡大していることが明らかとなり、申請者らは正常食道におけるドライバー
変異クローンの拡大について世界に先駆けて報告した。これによれば、飲酒・喫煙といった食道
がんリスク因子に暴露されていない発がん低リスク群においても TP53 遺伝子変異クローンが検
出されたが、これらの遺伝子変異クローンは病
理組織学的に異型性を呈さず、周囲の野生型正
常細胞と形態学的に区別する事が困難であっ
た。一方、食道がんリスク因子に暴露された発
がん高リスク群においては、低リスク群と同様
に TP53 遺伝子変異クローンが検出されたが、
これらの一部は細胞異型を示し、食道上皮内腫
瘍を形成していた(右図)。このことは、ゲノム
異常の観点から差異がない細胞において、形質
転換を制御する機構の存在を示唆している。こ
のメカニズムを解明するため、以下の通り研究を計画した。 
(1) 検体採取 
上部消化管内視鏡検査をうける患者より同意を得た上で食道粘膜を

通常の生検法で採取する。採取した食道粘膜は核酸に影響がないアル
コールベースの固定液により固定し、パラフィン包埋を行う。10um 厚
の切片を作成し、核酸に影響が少ない変法 HE 染色を行い、病理学的評
価を行った上で異型上皮とその周辺の非異型上皮をレーザーマイクロ
ダイセクションによりそれぞれ採取する(右図)。 
(2) ゲノム・トランスクリプトーム同時解析 
微小領域には少数の細胞しか含まれておらず、DNA は 1 細胞あたり常染色体で 2 分子しか存在

しないことから、微小検体のゲノム解析は従来困難とさ
れてきた。申請者はこの問題の解決に取り組んだ結果、
DNA 抽出操作が核酸の喪失の最大の原因であることを
突き止め、細胞の溶解液から直接、次世代シーケンサー
での解析用ライブラリを作成する方法を開発した。この



方法により最小で 100 個の細胞からでも正確な
網羅的ゲノム解析が可能になった。また、細胞溶
解液には RNA も含まれていることに着目し、溶
解液の一部を用いて同一検体からトランスクリ
プトーム解析用ライブラリをも作成することに
成功した(右図)。この方法を用いて、ゲノム解析
により検出した同一のゲノム異常を共有する拡
大クローン内で、異型を呈する細胞と異型を呈さない細胞におけるトランスクリプトームの相
違を抽出し、形質転換を制御するメカニズムを解析する。 
(3) 機能解析 
(2)において抽出された形質転換を駆動する遺伝子に着目し、ヒト食道がんオルガノイド・細胞

株を用いて、CRISPR/Cas9 ノックアウトによりがん細胞の増殖、Xenograft 形成能に与える影響
を解析する(右図)。 
 
４．研究成果 
ヨード不染(LVL; Lugol voiding lesion)という phenotype に注目して、非腫瘍部を、ヨード濃

染 (LVL(-)Non-dysplasia；Normal)とヨード不染 (LVL(+)Non-dysplasia (LVL-ND))を区別して、
前がん病変の腫瘍性病変である上皮内腫瘍（Intraepithelial neoplasia (IEN)）も low-grade
と high-grade に区別して、病理診断とゲノム解析を対比させて行うことを試みた (右下図)。 
上部消化管内視鏡検査

で、ヨード不染部を狙撃生
検して採取したサンプル
から実体顕微鏡下に0.2mm2

のサイズで計153サンプル
(ヨード濃染部であり正常
部と考えられる濃染部 
(Normal)(n=30)、腫瘍性変
化を認めないもののヨー
ド不染のphenotypeを認め
る Non-dysplasia (LVL-
ND) (n=69)、Low grade IEN 
(n=21)、そして、Tis 病変
を含めた早期がん(n=33))
を採取して、全エクソン解析し、残りのサンプルで病理診断を行うことで、多段階発がんに対応
するゲノム異常を調べた。 
ヨード濃染部(Normal)では 73% (22/30)で NOTCH1 変異を認め、NOTCH1 変異の 77% (17/22)では

既に 2hits を獲得していた。Normal で次に多く認められるドライバー変異は、TP53 変異で 43% 
(13/30)に認められた。LVL-ND は非腫瘍にも関わらず、65% (45/69)は TP53 変異を認め、TP53 変
異の 91％ (41/45)は 2hits を獲得しており、3 番染色体短腕のコピー数 loss (71% (49/69))、
3 番染色体長腕のコピー数 gain(61% (42/69))の broad CNV を既に獲得していた。この一方で、
TP53 変異を認めない LVL-ND では、broad CNV の変化に乏しかった。LGD では、1 sample の例外
を除いて TP53 変異を認め、Broad CNV に加えて、33% (7/21)に CDKN2A homozygous deletion を
認めたが、TP53 以外の cell cycle の異常は 38％ (8/21)のみであったが、T1 の Early cancer
になると TP53 以外の cell cycle 異常が全例 (33/33)で認められ、上皮内腫瘍以降で、cell 
cycle の異常の獲得が重要な変化であることが示唆された。その一方で、上皮内腫瘍以前では、
限定的な broad CNV であったが、dysplasia carcinoma sequence の中で、genome with CNV は
有意に増加し、genome instability が、がん化に寄与していると考えられた。 
以上の結果から、ヨード濃染部(Normal)においても、TP53 変異は存在するが、3 番染色体のコ

ピー数異常を伴うことは少ないのに対して、LVL-ND においては、2サンプルを除いて、食道ドラ
イバー変異を有しており、TP53 変異が 65%で最も多く認められ、TP53 変異を認めた LVL-ND で
は、3番染色体短腕のコピー数 loss、3 番染色体長腕のコピー数 gain の broad CNV を高頻度に
認めており、これらの変化を有することで、ヨード不染の phenotype を獲得する、すなわち、が
んの起源が形成されることが示唆された。更に、マルチオミックス解析を用いることで、食道発
がんの初期の変化の詳細を明らかにするため、同一サンプルの残 DNA を用いて、メチル化解析を
構築した。これにより、DNA/RNA、そして、メチル化をすべて微小サンプルから解析する系の構
築が完了した。本技術を用いて、今後、食道におけるがん化過程でエピゲノム異常が果たす役割
についての検討を行う。 
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