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研究成果の概要（和文）：中枢型肺扁平上皮癌手術切除例24例と非肺癌解剖症例72例について、気管支上皮テロメア長
をQ-FISH法にて測定した。非肺癌症例では、非喫煙者に比べ、喫煙者のテロメア長が有意に延長していた。肺癌例はほ
ぼ全例が喫煙者で、テロメア長は非肺癌例の喫煙者と非喫煙者の中間の値であった。
これらの結果から、喫煙によりテロメラーゼが誘導されて、テロメア長が延長しているものと考えられる。またテロメ
ア長の短縮による遺伝子の不安定性が発癌に関与していることがいくつかの臓器で報告されているが、喫煙関連肺癌に
関しては発癌メカニズムが異なっていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Telomere lengths of the bronchial epithelium of 72 non-lung cancer adult autopsy c
ases and 24 surgically resected cases of lung squamous cell carcinoma were measured using Q-FISH method, a
nd were expressed in normalized telomere:centromere ratios (NTCRs). The autopsied individuals included 27 
current smokers (CuS), 33 never-smokers (NeS), 8 ex-smokers (ExS), and 4 unknown cases. The NTCRs of CuS, 
NeS and ExS were 1.515, 1.372 and 1.204, respectively. The bronchial epithelial telomeres of CuS were sign
ificantly longer than those of non-current smokers (NeS+ExS). The NTCRs of the bronchial epithelium of lun
g cancer cases and lung cancer tissue are 1.514 and 1.385, respectively. Our findings suggest that smoking
 causes telomeric elongation in the bronchial epithelium. The mechanism of carcinogenesis in smoking-relat
ed carcinomas is suggested to differ from that of many other carcinomas in which genetic instability due t
o aging-related telomeric shortening is considered to play a role.
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１．研究開始当初の背景 
テロメアは真核生物の染色体末端にみられ
る DNA の繰り返し配列と蛋白からなる構造
で、染色体の融合や組換えを防ぐ機能がある
と考えられている。1 回の分裂で 50～200bp
短縮し(1)、テロメアの短縮は老化や悪性腫瘍
の発生に関与している可能性が示唆されて
いる(2,3)。  
 テロメア長の測定には Southern blot 法と
Quantitative- fluorescence in situ 
hybridization (以下 Q-FISH)法があり、組織
内の特定の細胞のテロメア長を測定するた
めには、細胞像あるいは組織像を確認しなが
ら測定できる Q-FISH 法が必須である。しか
しQ-FISH法は蛍光強度の比較による相対的
なテロメア長の測定であり、Southern blot
法のようなテロメアの絶対長の測定はでき
ず、適切な対照を同時に測定する必要がある。
また組織切片を用いて測定する場合、目的と
する細胞の核の一部分しか切片に含まれな
いことが多い、などの問題点がある。 
我々はQ-FISH法に独自の改良を加えてき

た。すなわち、テロメア長を測定細胞のセン
ト ロ メ ア と の 比 (Teromere:Centrometre 
Ratio 以下 TCR)として測定する。セントロメ
アはテロメアとともに核内に均一存在し、セ
ントロメアは種々の状態でほとんど変動し
ないと考えられることから、核の一部しか含
まれない組織切片による計測でも TCR はテ
ロメア長を正確に反映すると考えられる
(Figure 1)。さらにテロメア長既知の培養細
胞 cell block を同一スライド上において同時
に測定して補正を加えた値 (Normalized 
TCR 以下 NTCR)を測定結果とすることによ
り、様々な要因による測定値の変動を補正す
ることができる。また独自開発の画像解析ソ
フト(TissueTelo ver 3.0)により、短時間で多
数の細胞のテロメア長を測定できるように
した。 

改良を加えた Q-FISH 法により、既に口

腔(4)、胃(5)、乳腺(6)、食道(7)の腫瘍と背景
粘膜のテロメア長を測定して報告している。  
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２．研究の目的 
改良した組織 Q-FISH 法を用いて、肺癌手術
切除症例および非肺癌成人解剖症例の気管
支粘膜上皮のテロメア長を測定し、特に喫煙
との関連、喫煙と密接な関連がある中枢型肺
扁平上皮癌例と非肺癌例の差異を検討する。 
 
３．研究の対象症例および方法 
(1)対象症例 
①非肺癌症例: 肉眼的に明らかな肺病変を



認めない非肺癌成人解剖例 72 例(男 46、女
26、年齢 51-100、平均 83.5 歳)  
②肺癌症例: 区域気管支までに発生した
3cm以下の中枢型肺扁平上皮癌手術切除例24
例(男 23、女 1、年齢 45-76、平均 62.6 歳) 
 
(2)方法  
ホルマリン固定肺組織を用い、気管支のパラ
フィン切片を作成し、同一スライド上にテロ
メア長 8.50Kbp の培養細胞 TIG-1 の cell 
block の切片をおき、Cy3 標識テロメア PNA 
Probe(Telo C-Cy3 probe: 5'- 
CCCTAACCCTAACCCTAA-3'; catalogue number 
F1002, Fasmac, Japan)と FITC 標識セントロ
メ ア PNA Probe(Cenp1-FITC probe: 5'- 
CTTCGTTGGAAACGGGGT-3'; custom-made, 
Fasmac)を用いて hybridization を行った。
FISH標本の蛍光顕微鏡画像をCCDカメラでコ
ンピューターに取り込み、気管支粘膜上皮基
底細胞と培養細胞の TCR を tissue telo ver 
3.0 を用いて測定し、気管支上皮基底細胞
TCR/培養細胞 TCR を算出して NTCR とした
(Figure 2)。  

 
４．研究成果 
(1)結果 
非肺癌解剖症例は、現喫煙者 27 例、非喫煙
者 33 例、過去喫煙者 8 例、喫煙歴不明 4 例
を含んでいた。 
気管支基底細胞のNTCRは現喫煙者1.515, 非
喫煙者 1.372, 過去喫煙者 1.204 で、現喫煙
者のテロメア長は、非現喫煙者(非喫煙者＋
過去喫煙者)に対して有意に延長していた
(p=0.032)。男女別にみると、男性では現喫
煙者が、非現喫煙者に対して有意なテロメア
の延長を示した(p=0.016)。女性に関しては、
特に女性喫煙者の症例が少ないため結論は
得られなかったが、検索し得た範囲では女性

現煙者の NTCR1.365 に対して、女性非現喫煙
者 1.381 と明らかな差はみられなかった
(table 1)。 

 
今回検索した 51-100 歳の範囲では、テロ
メア長と年齢の間に有意な相関はみられ
なかった(Figure 3)。 

肺癌症例は4例の喫煙歴不明を除く前例が喫
煙者で、気管支基底細胞の NTCR は 1.514 と
非肺癌症例の喫煙者とほぼ同様の値であっ

Table 1 Telomere length in bronchial epithelium
 of non-cancer cases.

N Mean NTCR (SD)
Current smokers

Female 1 1.365 (-)
Male 26 1.520 (0.323)*
Subtotal 27 1.515 (0.325)#

Non-current smokers (Never and Ex-smokers)
Female 24 1.381 (0.323)
Male 17 1.280 (0.291)*
Subtotal 41 1.339 (0.317)#

Never-smokers
Female 23 1.390 (0.327)
Male 10 1.330 (0.268)
Subtotal 33 1.372 (0.317)

EX-smokers
Female 1 1.182 (-)
Male 7 1.207 (0.306)
Subtotal 8 1.204 (0.307)

Unknown smoking history
Female 1 1.314 (-)
Male 3 1.531 (-)
Subtotal 4 1.477 (0.207)

Total
Female 26 1.378 (0.316)
Male 46 1.432 (0.329)
Subtotal 72 1.413 (0.324)

NTCR, normalized telomere:centromere ratio; 
SD, standard deviation;
*Significant difference (p=0.016)
#Significant difference (p=0.032)



た。肺癌組織の NTCR は 1.385 と非肺癌解剖
例の喫煙者と非喫煙者の中間の値であった
(table 2)。 

 
(2) 考察 
喫煙者の気管支上皮のテロメア長に関する
論文はみあたらず、本研究が世界初と考えら
れる。気管支上皮におけるテロメラーゼに関
しては既にいくつかの報告があり、喫煙者に
おいてテロメラーゼm-RNAの発現や活性の上
昇が報告されており(8,9,10)、今回の我々の
研究は、喫煙によるテロメラーゼの発現に加
えて、それによるテロメア長の延長が実際に
起きていることを明らかにしたものである。
但し、結果で述べたように今回の研究では、
男性に関しては現喫煙者での有意なテロメ
アの延長が示されたが、女性に関しては結論
が得られず、女性では、男性と異なり、喫煙
による気管支上皮テロメア長の延長が起き
ない可能性も考えられる。 
 胃、食道、口腔では癌の背景粘膜において、
テロメア長の短縮がみられ、それによる遺伝
子の不安定性が、発癌に関与していると考え
られている。喫煙者の気管支上皮では逆にテ
ロメアの延長が起きていることが今回の研
究で明らかになり、喫煙関連肺癌の発癌メカ
ニズムは、上記のテロメア短縮による遺伝子
の不安定性とは異なると考えられる。 
 従来から喫煙者の肺癌と非喫煙者の肺癌
では、p53、EGFR、ALK などの遺伝子変異や転
座の頻度が有意に異なることが報告されて
おり(11,12)、今回の我々の研究結果は、喫
煙関連肺癌とその他の癌では、発癌のメカニ
ズム自体が異なる可能性を示唆するものと
考えられる。 
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Table 2 Telomere length in bronchial epithelium and
tumor tissue of cancer cases.

Bronchus Tumor tissue
N Mean NTCR (SD) Mean NTCR (SD)

Current smokers
Female 1 1.245 (-) 1.402 (-)
Male 19 1.539 (0.775) 1.417 (0.630)
Subtotal 20 1.524 (0.757) 1.417 (0.613)

Non-current smokers
0 - -

Unknown smoking history
Female 0 - -
Male 4 1.464 (0.433) 1.227 (0.348)
Subtotal 4 1.464 (0.433) 1.227 (0.348)

Total
Female 1 1.245 (-) 1.402 (-)
Male 23 1.526 (0.725) 1.384 (0.589)
Subtotal 24 1.514 (0.712) 1.385 (0.576)

NTCR, normalized telomere:centromere ratio;  
SD, standard deviation
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