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研究成果の概要（和文）：臨床サンプルを用いた非腫瘍部と腫瘍部との全エクソーム解析、およびがん間質だけ
でなくその個体における加齢性遺伝的変化の検出を目論み、cell free DNA（cfDNA）からの体細胞変異の抽出を
行った。その結果、癌患者由来cfDNAだけでなく健常者由来cfDNAからもVUSを含む体細胞変異が検出された。ま
た、健常者由来cfDNA特有のmutational signatureの存在を確認した。

研究成果の概要（英文）：Somatic mutations were extracted from cell free DNA (cfDNA) with the aim of 
analysing the whole exome between non-tumour and tumour areas using clinical samples and detecting 
age-related genetic changes in the individual as well as in the cancer stroma. As a result, somatic 
mutations including VUS were detected not only in cfDNA from cancer patients but also in cfDNA from 
healthy individuals. In addition, the presence of a mutational signature specific to cfDNA from 
healthy individuals was confirmed.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： がん間質　cell free DNA　mutational signature

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の最大の成果として、非腫瘍組織における加齢に伴って蓄積する遺伝的変化（ゲノムの傷）と、CAFを含
むがん微小環境が誘導する発がんとの関与が示唆された。これらの加齢性の体細胞変異を標的とした発がんの超
早期診断の開発として、非侵襲性の高いLiquid biospyとしてのcell free DNAから検出できる可能性が示され
た。今後はがん間質細胞を標的とした新規治療法の開発へと繋げていく。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) これまでの科研費（H25-25科研費若手 B, H27-29, H30-R2 科研費基盤 C）による研究で
「がん関連間質細胞の発生機序」の解明を目指し、独自の in vitro モデル系を用いて解析を進め
てきた。間質細胞の加齢に伴う機能変化と機能低下が「がん間質化」の要因となっているのでは
ないかと仮説を立て、若年および高齢健常者由来間質細胞を用いてその加齢性変化について解
析した。さらに、腫瘍細胞との共培養により健常者由来間質をがん間質へと誘導を試みた。その
過程で健常者由来間質細胞の「防御力」の高さに気づき、特に若年者由来間質細胞が放出するエ
クソソームには「腫瘍血管新生を抑制する miRNA（miR-340）」が内包されていることを見出し
た（Umezu et al. Blood Adv. 2017;1:812-823）。また、がん患者由来間質細胞（CAF）が特異的
に放出しているエクソソーム miRNA（miR-10a）を見出し、さらにこのエクソソームの放出を
阻害すると CAF のアポトーシスが誘導された。すなわち、CAF が自身の増殖に邪魔な miR-10a
を排出するのと同時に腫瘍細胞の増殖をサポートしていることが示唆された（Umezu et al. 
Blood Adv. 2019;3:3228-3240）。このように、健常者とがん患者由来間質細胞の特徴や機能の違
い、加齢性変化についてセクレトーム解析を中心に紐解いてきたが、何がその変化の起因となっ
ているのか判明していない。 

 
(2) がん発症には加齢（aging）が深く関わっている。加齢に伴い細胞の DNA 修復能が低下し、
修復しきれなかった損傷がゲノムに蓄積していき、ゲノム不安定性が誘発されると考えられて
いる。実際に、一見正常な組織や細胞でも加齢に伴った遺伝子異常が検出されたとの報告が散見
される。たとえば、骨髄異形成症候群（MDS）に関連する体細胞遺伝子変異が、40 歳代の血球
細胞ではほとんど見られないのに対し、70 歳になると 2％、90 歳以上では 18.4%と、血液に異
常のない高齢者で頻出する。この状態はCHIP（clonal hematopoiesis of indeterminate potential）
という血液領域の新しい疾患概念として定義された（Blood. 2017;129:3371-3378）。このような
加齢に伴う正常組織でのクローン性増殖は、食道上皮（Nature. 2019;565:312-317）や皮膚のメ
ラノサイト（Nature. 2020;585:600-605）でも見つかっている。しかし、これらの解析は加齢を
伴った「組織」での解析であり、遺伝子異常が生じているのは上皮なのか間質なのか細胞種は特
定されていない。上皮系腫瘍に比べると肉腫などの間質系の腫瘍は発生頻度がかなり低いこと
から、間質細胞は遺伝的に安定で DNA 修復能力が高いのかもしれない。しかし、高齢者の生体
内では組織損傷の修復、慢性的な炎症によって間質細胞も増殖および活性化を繰り返している
と思われ、加齢に伴って間質細胞のゲノム上にも傷が蓄積していく可能性はありうる。 
 
２．研究の目的 

最近の研究において、一見正常な組織・細胞でも加齢に伴った遺伝子異常の蓄積が見つかっ
ており、それらが高齢者でのがん好発メカニズムに関与することが示されている。そこで、本研
究の目的として、①がん間質における遺伝的変化（体細胞変異）の有無を明らかにし、②間質細
胞における加齢性の遺伝子異常が「がん間質化」の素因となっているか証明する。本研究は CAF
を含むがん微小環境側の細胞における体細胞変異解析を、病理学講座所属という地の利を活か
して肺がんをはじめとした複数のがん種を用いて行う。 
 
３．研究の方法 
① エクソーム解析によるがん間質の体細胞変異の検出 
対象：肺がん（40歳代、50歳代、60歳代、70歳代、80歳代） 
病型：Stage IV、Stage III、Stage II、Stage I 
DNA 抽出および NGS ライブラリ調整：中央検査室で保存管理されている FFPE ブロックより腫瘍
組織を切片化し、マイクロダイセクションで、[腫瘍部の間質部分][非腫瘍部の間質部分]を採取
する（がん変異検出のコントロールとして腫瘍部分も採取しておく）。各サンプルから DNeasy 
FFPE mini kit（Qiagen）を用いて DNA 抽出を行い、エクソームシーケンス用のライブラリーは
SureSelect XT HS2 kit（Agilent、ユニークデュアルインデックスを用いてインデックスホッピ
ングを防ぎ、検出頻度が低いことが予想されるので分子バーコードを挿入）を用いて作製する。



エクソームシーケンスおよびデータ解析：当研究室設置の NextSeq2000（Illumina）を使用し、
解析は既設の DRAGEN プラットフォームで行う。 
 
② 患者由来血漿中 DNA（cell free DNA; cfDNA）のエクソーム解析による加齢に伴う体細胞変
異の検出 

患者由来血漿からの cfDNA 抽出および NGS ライブラリ調整：2NA-EDTA管で採血された患者
血液から遠心分離により血漿成分を回収する。MiniElute ccfDNA isolation kit（Qiagen）を用
いて cfDNAを回収し、TapeStation D1000にて泳動を行い 170bpにピークを示すバンドを確認す
る。エクソームシーケンス用のライブラリーは SureSelect XT HS2 kit（Agilent）を用いて作
製する。エクソームシーケンスおよびデータ解析：当研究室設置の NextSeq2000（Illumina）を
使用し、解析は既設の DRAGEN プラットフォームで行う。 
 
③ がん間質誘導モデル系を用いたメカニズム解析 

加齢（aging）による変化が、組織内の老化（senescence）細胞の蓄積による個体・組織の
老化と想定し、間質細胞における加齢性の遺伝子異常を擬似的に誘導するため、ヒト正常皮膚繊
維芽細胞（NHDF, LONZA）に UV、放射線、化学物質を低照射、低濃度で持続的に処理する培養モ
デル系を構築する。予備実験において、NHDFに細胞老化を誘導しつつ継代維持可能な UV 照射強
度の条件を既に確認済みである。この老化誘導型 NHDFのエクソーム解析の結果、UV 照射による
損傷と修復の繰り返しで生じたと考えられるゲノム上の variant が確認されている。この遺伝
子異常が蓄積された NHDFと正常 NHDFを腫瘍細胞株（メラノーマ由来など）と共培養してがん間
質化を試みる。共培養系は直接接触型、カルチャーインサートを用いた非接触型を検討し、SASP
（Senescence-associated secretory phenotype）やα-SMAの発現量・分泌量の変化を指標にが
ん間質化をモニタリング
する。マトリゲルを用いて
腫瘍細胞と混合してヌー
ドマウス皮下に移植し、生
体内での挙動を確認する。 
 
４．研究成果 

本研究では、「加齢に伴う遺伝的変化が（上皮系のいわゆる「癌」のタネになる細胞種だけ
でなく）間質系の細胞にも生じているのではないか」「加齢性の遺伝的変化の生じた間質細胞が、
一見正常に見える前がん病変の微小環境を形成しているのではないか」との着想から、臨床サン
プルを用いた全エクソーム解析と培養モデル系によるメカニズム解析によって、これまで一定
の見解を示すことのできていなかったがん関連間質細胞の遺伝的変化について明確な解答を導
き出すことを目的とした。 

初年度（R3 年度）では、研究計画に従い肺癌患者 23 検体、膵癌患者 10 検体（FFPE 切片）
を用いてエクソーム解析を行った。非腫瘍部の間質系組織をマイクロダイセクションで単離し、
腫瘍部との体細胞変異を比較検討した。腫瘍部では、KRAS, TP53, PIK3CA, SMAD4などのドライ
バー変異が抽出された。一方、間質組織からも体細胞変異が抽出されたものの、いわゆる上記の
ようなドライバー変異は検出されず、VUS変異（variant of uncertain significance）と考え
られた。 

一方、がん
間質だけでなく
その個体におけ
る加齢性遺伝的
変化の検出を目
論み、cell free 
DNA（cfDNA）か
らの体細胞変異
の抽出も行っ
た。その際、
ctDNA
（ circulating 
tumor DNA）を検
出するような
deep 
sequencing は行わず、通常のカバレッジ（x300-500）で解析することにより癌患者の正常細胞
由来体細胞変異の検出を行えると予想のもと解析を行った。その結果、腫瘍組織における
mutational signatureでは、病型ごとに（Stage III、Stage II、Stage I）特徴的なパターン
を示していた（上図）が、cfDNAを用いた mutational signature解析では、Stage Iでは特徴的
な signatureが検出されなかった（次頁図）。一方、膵癌患者検体において、IPMN（前癌病変）
で特徴的な mutational signatureのパターン（Signature 3）が観察された。 

さらに、癌患者由来 cfDNA だけでなく健常者由来 cfDNA からも VUS を含む体細胞変異が抽



出された。R4 年度で
は、この VUS 変異お
よびその病態に関与
が不明であるパッセ
ンジャー変異に注目
して解析を進めた。
がん間質だけでなく
その個体における加
齢性遺伝的変化の検
出を目論み、 cell 
free DNA（cfDNA）か
らの体細胞変異の抽
出を行った。その結
果、癌患者由来 cfDNA
だけでなく健常者由来 cfDNA からも VUS を含む体細胞変異が抽出された。この意義不明の変異
を可視化および意義付けするために、SigProfilerを用いて mutational signature解析を行っ
た。肺癌患者および健常者由来 cfDNA を用いて行ったエクソームシーケンスの VCF ファイルを
用いて de novoおよび COSMICにカタログ化された mutational signatureへのアノテーション
を行い、健常者由来 cfDNA特有の mutational signatureの存在を確認した。 

最終年度では、
この cfDNA から抽出
された体細胞変異
（ 特 に single 
nucleotide 
variants: SNVs）につ
いて SigProfiler を
用 い て mutational 
signature 解析を行
った結果から、肺癌
患者および健常者由
来 cfDNA を用いて行
ったエクソーム解析
デ ー タ を 用 い て
mutational signature へのアノテーションを行い、健常者由来 cfDNA 特有の mutational 
signatureの存在を確認した。さらに、signatureのような変異「パターン」ではなく、変異の
「位置」にも特徴があるのではないかと推測し、ゲノム上の SNVsが存在する位置情報を解析し、
肺癌患者（特に Stage I）と健常者においてそれぞれに特徴的な変異蓄積領域が存在することを
見出した。 
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