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研究成果の概要（和文）：　外科的切除断端の評価は、長らく顕微鏡検査による視覚的な診断で行われている。
しかし、この方法で断端に癌遺残なしと診断された場合にも、術後に局所再発をきたす場合が少なくない。これ
は視覚的には捕らえられない癌化細胞の遺残が原因だと考えられ、これらを同定するためには切除断端サンプル
を分子生物学的に解析する必要がある。我々は独自の方法（Margin imprint法）で、凹凸のある広い外科的剥離
面から効率的に切除断端細胞を回収し、そこにメチル化などの癌特異的な遺伝子異常が含まれていないか調べる
実験系を確立した。これまでの病理組織学的診断を補完する診断法として、広く臨床応用できないかと考えてい
る。

研究成果の概要（英文）：　The evaluation of surgical margin status has long been diagnosed by 
histopathological procedure. However, some of cancer-recurrences occur from the cases with cancer 
cell-free surgical margin. The reason may be due to an unvisible tiny cancerous cells on the 
surgical margins. In order to detect these cells, we collected cells on the margin surfaces by our 
margin imprint methods. This procedure enables us to collect cells effectively from uneven surgical 
margins, and on-time measurements by cancer-specific quantitative methylation-specific PCR. We think
 this procedure would support the conventional histopathological diagnosis also in the 
intraoperative time setting. 

研究分野： 消化器外科学

キーワード： Surgical margin　Quantitative MSP　肝細胞癌　大腸癌　消化器癌
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１．研究開始当初の背景	

術中・術後のsurgical	marginの評価に病理
組織学的診断法を用いるのは長らくgold	
standardであった。実際に様々な癌腫におい
て、病理組織学的な癌遺残の有無はその症例
の有意な予後因子となっていた。しかし一方
で、病理組織学的な癌遺残陰性群においても
少なからず局所再発症例が存在する。これに
は、field	cancerization	(Leemans.	et	al,	
2011,	Nat	Rev	Cancer)	と呼ばれる可視化で
きない遺伝子レベルの異常を持った細胞の局
所遺残が関与している可能性がある。また深
部断端においては、tumor	budding	(Koike,	
Kodera.	et	al,	2008,	Ann	Surg	Oncol)	と呼
ばれる腫	瘍先進部での微小癌細胞塊の非連
続的点在状態が、病理組織学的検索を逃れて
存在している可能性もある。これらの質的量
的にわずかな細胞異常を、分子生物学的なア
プローチにより同定できないかと考えた。	

surgical	marginの癌特異的遺伝子マーカ
ーによる評価は、病理学的surgical	margin
陰性の頭頸部癌手術検体におけるp53	
mutationを調べた報告	(Brennan.	et	al，1995，
N	Engl	J	Med)	に始まる。	

その結果は、surgical	marginサンプルにお
けるp53	mutation陽性症例では術後局所再発
を認めたのに対し、陰性症例では、術後2	年
間で全く認めなかった。しかし、頭頸部癌に
おけるp53	mutationの頻度は50％前後である
ことから、より汎用性のある遺伝子マーカー
の検索が必要という課題が生じた。2004	年に
は、surgical	marginにおける癌特異的メチル
化マーカーの同定をQMSP	(Quantitative	
methylation-specific	PCR)	法により行った
報告がなされた(Goldenberg.	et	al，2004,	
Head	Neck）。以後メチル化マーカーを用いて
surgical	marginの評価を行った報告は散見
されるが、sample数が少ないものや、主病変
における当該メチル化マーカーの発現の有無
を勘案していない報告が大部分であり、臨床
応用にむけて十分な知見が蓄積されていると
は言えない。	
	
２．研究の目的	

消化器癌の外科的切除断端はしばしば広範、
かつ凹凸のある領域となる。一部の組織採取
だけでは全体を評価できない可能性が高いた
め、我々はnitrocellulose膜を用いた組織表
面へのimprintingにより包括的に外科的切除
断端・剥離面から細胞を回収するmargin	
imprint法を開発した。すでに頭頸部癌の深部
surgical	marginにおける検体採取にこの方
法を用い、メチル化検出のために十分なDNA
が採取可能であること、実際に癌特異的なメ
チル化が検出されること、そしてメチル化マ
ーカー陽性例が頭頸部癌の局所領域再発に有
意に相関する因子となることを突き止め、報
告した	(Hayashi.	et	al,	2015,	Cancer)。消

化器癌、特に広範な切離面となりやすい肝癌
症例や、十分な深部surgical	margin	をとる
ことがときに困難な結腸直腸癌、食道癌に応
用し、molecular	surgical	marginの陽性/陰
性が症例の臨床病理組織学的因子、あるいは
局所再発率に関連があるかどうかを検討した
いと考えた。	
	
３．研究の方法	

(1)	Margin	imprint法によるsurgical	
margin	サンプルの回収	

標本の切除断端（粘膜面、深部断端とも）
が病理組織学的に陰性の症例を対象症例と
する。本研究ではサンプル採取が最も重要な
行程であり、contaminationを避けるために
細心の注意が必要である。切除標本の深部断
端表面の細胞を、以下の手順でmargin	
imprint法により採取した。①	粘膜面の腫瘍
部の細胞に触れぬよう留意しながら、検体全
体の水分をとる。②	nitrocellulose膜を3
枚、順次深部断端面に約10秒間押し付ける。
③	SDS溶液が入った検体用チューブにこれ
らの膜	をひたし、PK	digestionを行う。④	
最後に非癌部、癌部の組織サンプルを採取し、
各症例におけるpositive/negative	control
とする。	
	
(2)	Margin	imprint検体からのDNA抽出

とbisulfite処理	

申請者らが報告したRapid	QMSP法	
(Hayashi	M	et	al,	Ann	Surg	Oncol,	2014)	に
則り、迅速法でDNA抽出（約40分）、bisulfite
処理（約40分）を行う。最終検体の質や量に
差異が出ぬよう、使用する薬剤料や
bisulfiteキットへのDNA投与量は常に一定
のプロトコールを使用する。	
	
(3)	標的遺伝子パネルについてQMSPアッ

セイを実行	

標的遺伝子候補については、当教室および
交流のあるJohn	Hopkins大学の教室の過去
のデータから臓器別に選定する。surgical	
marginの評価は、あくまで癌部本体で陽性で
あるメチル化マーカーを用いる必要がある
と考えている。高感度のメチル化マーカーを
複数選択し、メチル化マーカーパネルとして
使用することで、大多数の症例を評価するこ
とが可能であると考えられる。	
	
４．研究成果	
	
結腸直腸癌においても術後局所再発は重

要かつ対策を要する問題のひとつである。再
発に関する重要な予後因子のひとつに
circumferential	resection	margin	(CRM)が
あり、CRM 陽性例は陰性例と比較して有意に
再発率が高いことが報告されている	(Baik	
SH.	et	al.2007)。しかし問題は、CRM 陰性症
例においても再発症例が存在し、そこには病



理組織学的には診断できない断端陽性例が
存在すると考えられる。	

分子生物学的な外科的切除断端評価法を
確立するにあたり、	“メチル化マーカーパ
ネルの作成とそれらの Rapid	QMSP アッセイ
の 構 築 ”、 さ ら に “ surgical	 margin	
imprinting による切除断端評価法の確立”が
必要となるが、本研究では前者について検証
した。	
	
(1)	Margin	imprint法によるsurgical	

marginサンプルの回収	

病理組織学的にはCRM陰性であった上記9

症例から癌部、非癌部、そしてmargin	
imprint検体を採取した。	
	
(2)	Margin	imprint検体からのDNA抽出

とbisulfite処理	

Margin	imprint検体から採取したDNAにつ

いてNano	dropで測定した結果を以下に示す。
収量は決して多くないため、260/230も十分
高い値とは言い難いが、一定量のDNAは確か
に含まれていると考えられた。	
	
(3)	標的遺伝子パネルについてQMSPアッ

セイを実行	

過去に所属したグループから発表した以
下の 3 つの研究論文から、結腸直腸癌につ
いて既報告のない有望な 3 つのメチル化マ
ーカー	(PAX5、VGF、KIF1A)	を抽出し,QMSP
アッセイを確立してメチル化マーカーパネ
ルを作成した	(Hayashi	M.	et	al,	Cancer	
Prev	 Res,	 2015)(Hayashi	 M	 et	 al,	
Oncotarget,	2014)(Hoque	MO.	et	al,	Cancer	
Res,	2008)。これらのマーカーについて、
161 例の当科における結腸直腸癌切除症例
の癌部・非癌部を用い、その癌特異的性を
検証した。	

	

	

	

case	 age	gender	 disease	 surgery	

Case	1	 72	 female	 Rectal	Ca	 Lap-HAR	

Case	2	 57	 male	 Rectal	Ca	 Lap-APR	

Case	3	 58	 male	 Rectal	Ca	 Lap-LAR	

Case	4	 75	 male	 A-colon	Ca	Lap-RHC	

Case	5	 49	 male	 A-colon	Ca	Lap-RHC	

Case	6	 67	 male	 Rectal	Ca	 Lap-LAR	

Case	7	 68	 male	 Rectal	Ca	 Lap-LAR	

Case	8	 82	 male	 Rectal	Ca	 Lap-HAR	

Case	9	 45	 male	 Rectal	Ca	 Lap-LAR	

case	 ng/ul	 260/280	 260/230	

Case	1	 7.80	 1.68	 0.69	

Case	2	 13.90	 1.40	 0.45	

Case	3	 6.20	 1.80	 0.50	

Case	4	 7.01	 2.06	 0.80	

Case	5	 5.27	 1.77	 0.81	

Case	6	 6.05	 2.03	 0.74	

Case	7	 6.49	 1.48	 0.35	

Case	8	 184.68	 2.59	 2.80	

Case	9	 88.96	 2.18	 5.38	



いずれのマーカーについても、癌部で非
癌部と比較して有意な QMSP 高値を認め、感
度・特異度とも高いアッセイを確立した。	
	

(4)	手術検体の回収・Rapid	QMSP 法の施
行	

外科的剥離断端（CRM）が存在する 9 症例
について、B.で AUC が著明に高値であった
PAX5 の QMSP アッセイを用い、癌部/非癌部
（下図上段）、および surgical	margin（下
図下段）の QMSP を施行した。	

	

まず上段の結果では、いずれの症例にお
いても癌特異的な QMSP値の上昇が確認でき
た。ただし normal においても少なからず
QMSP 値は存在しており、QMSP 値の存在がす
なわち癌細胞の存在を意味するとまでは言
い切れない結果であった。	

下段において、case	4、case7、case9 の
外科的切除断端検体で、QMSP 値を認めた。	

癌部や非癌部のように、その大多数を癌
細胞、あるいは非癌細胞が占めるサンプル
からの DNA 抽出ではなく、細胞集団のうち
のごく僅かが癌特異的遺伝子異常を持つか
どうか、というサンプルからの DNA 抽出で
あるため、当然ながら QMSP 検出レベルは低
いが、以下に代表例を示すように、
reference	gene としての ACTB は確かに存在
し、メチル化遺伝子の増幅も確かに行われ
たことが分かる（右上図	Case	4,7）。	

	

	

Case	4（左：ACTB、右：PAX5）	

	

Case	7（左：ACTB、右：PAX5）	

	

フォローアップ期間が短く、全症例でい
まだ再発症例は確認していないため、下段
におけるメチル化陽性例の臨床的意義は現
時点でまだはっきりしないが、今後再発の
有無を注視すべき症例群であると考えられ
た。	

他の消化器癌にも応用し、その汎用性も
確認した。	

食道癌	

 



食道癌でも PAX5 のメチル化が高頻度に
見られることは確認している。一方で正常
粘膜、また正常筋層でのメチル化は検出限
界値以下であり、surgical marginでメチル
化陽性であれば、分子生物学的に陽性と言
える状況であったが、2例とも陰性であった。 

転移性肝腫瘍 

	

結腸直腸癌の肝転移症例 2 例につき検討
した。2例とも癌部で高頻度のメチル化が確
認されたが、うち 1例では surgical	margin
陽性であった。	

以上のように、margin	imprint 法は消化
器癌手術における molecular	 surgical	
margin	analysisにおいて有用なサンプリン
グ法であると考えられた。予後データの蓄
積により、その予後因子としての重要性を
検討することになる。	
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