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研究成果の概要（和文）：発症前期で診断するためのバイオマーカーの選定及び検出技術の開発は革新的先制医
療の基盤的技術である。本研究にて、共通の検出プラットフォームを用いて、便中DNAから消化器癌全般を、喀
痰中DNAから肺癌をスクリーニング可能であることを示すことができた。特に、本研究では、異なった解析技術
を用いても極めて高い再現性を持って消化器癌全般・肺癌のスクリーニングが可能であること示した。本研究に
より検証された検出技術は、担癌高リスク者に対し、極めて低侵襲である便中・喀痰中メチル化DNA解析を継続
的に行うことにより、検査所見でも異常のない発症前期に膵癌・消化器癌を診断・予測する先制医療の基盤的技
術となり得る。

研究成果の概要（英文）：The selection of biomarkers and the development of technology for the 
detection of earlier stage of malignant neoplasm are the fundamental of innovative preemptive 
medicine. In this study, we could show that it is possible to screen gastrointestinal cancers from 
fecal DNA and lung cancers from sputum DNA by our optimized platform. In particular, we also 
presented that screening for gastrointestinal cancers, as well as and lung cancers, is possible with
 extremely high reproducibility even if different analysis techniques are used. The detection 
platform verified in this study could be a straightforward technology for preemptive medicine to 
screen high-risk patients with solid cancers by continuous screening of aberrant DNA methylation in 
feces and sputum.

研究分野： 腫瘍検査学

キーワード： 検査・診断システム　腫瘍検査学　生体情報・計測　先制医療　エピゲノム　メチル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
喀痰・便検体中に存在するであろう、極めて微量な腫瘍由来DNAを増幅・解析を、異なる手法を用いて行うこと
は、再現性を得ることができるのかどうかという不安が常に付きまとう。本研究成果により、喀痰・便検体中メ
チル化DNAによる癌スクリーニングは、例え、解析技術が異なっても、極めて高い再現性を示すということが示
された。この事実は、喀痰・便検体中DNAは血液中循環腫瘍由来DNAと同様に解析可能なマテリアルであり、次世
代Liquid biopsyを構築できることを示唆している。

※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 
先制医療 (Preemptive Medicine) とは、臨床症状がなく検査所見でも異常の認められない時

期に、一定の確率で疾患を診断、予測し治療的な介入を行う革新的医療と定義され、2011 年に
提案された (戦略イニシアチブ―超高齢化社会における先制医療の推進．科学技術振興機構研
究開発戦略センター臨床医学ユニット，2011)。先制医療の推進に重要なのは、ハイリスク群を
絞り込み、臨床症状が出現し診断基準に照らして異常が認められた段階 (発症時) よりも早期 
(発症前期) の段階で高い確率で診断、予測するためのバイオマーカー群の選定である。 
 
肺癌や消化器癌などの固形癌は，早期癌の状態で発見できれば外科的切除にて十分根治が見

込める。また、腺癌では根治切除後のフッ化ピリミジン系薬剤を用いた補助化学療法またはアス
ピリン連日投与により死亡率 (術後再発率) が減少することが示されている。これら事実は、
画像上で診断可能となる前の微小癌状態ならば、例えば、フッ化ピリミジン系薬剤やアスピリン
の投与で少なくとも一定の割合の肺癌・消化器癌は治癒せしめる可能性があることを示唆する。
しかしながら現在のところ、画像上で診断可能となる前の微小癌の存在を感度よく推定する医
療技術は存在しない。 
 
研究代表者は長年、高精度非侵襲的癌検出のバイオマーカーとして、癌に特異的に認められる

変化の一つである DNA (CpG のシトシン) のメチル化に注目し、このメチル化 DNA を便から簡易
に検出する技術の開発を行ない、それらを検出することによって、大腸癌だけでなく胃癌/肝癌
/膵癌も検出可能であることを世界で初めて示した (Nagasaka T et al, ASCO-GI 2012; 
Nagasaka T et al, JNCI 2009[1])。 
 
２．研究の目的 
本研究では研究代表者らが開発した Hi-sensitive assay for bisulfite DNA (Hi-SA, 

Nagasaka T et al, JNCI 2009)と、Luminex xMAP システムを用いて精度を向上させた非侵襲的
肺癌診断システム(Luminex xMAP)を用い、微小癌の存在を喀痰・便中メチル化 DNA 検出にて確実
に証明または推定する統合的診断システムの開発と、それを用いた臨床試験による検証を試み
る。 
 
３．研究の方法 
(1）TCGA (The Cancer Genome Atlas) データ 
 Genomic Data Commons Data Portal から利用可能な DNA Methylation microarray data か
ら、本研究にてバイオマーカーに選定した 4 遺伝子プロモーター領域のメチル化が腫瘍特異的
な変化かどうかを確認した（TCGA-LUAD＝579、LUSC＝503、COAD＝458、READ＝158、STAD＝443、
PAAD＝184、LIHC＝377 例、および各癌種正常組織のデータ）。 
 
(2) 喀痰・便検体 
2011 年 2 月から 2013

年 1月の期間に、岡山大
学関連施設にて肺切除
施行予定の患者で、本研
究に同意を得られた
209 名の術前に採取さ
れた喀痰検体（コホート
Ａ）、2015 年 11 月から
2017 年 9 月までの期間
に、気管支内視鏡施行予
定患者で本研究に同意
を得られた 276 例の気
管支内視鏡施行前に採
取された喀痰検体（コホートＢ）の合計 485 例を解析対象とした。便検体は、2009 年 9 月から
2017 年 6 月までに、岡山大学病院消化器外科を受診した患者の中で、本研究に同意を得られた
1,414 名に対し、次回受診予定日の前の 2日間に採取された便検体を解析対象とした（図 1）。非
担癌群は各種精査にて消化器腫瘍を認めなかった症例、上部消化管群（食道・胃・十二指腸）に
腫瘍を認めた症例、肝胆膵群は肝胆膵に腫瘍を認めた症例、下部消化管群は下部消化管（空腸・
回腸・結腸・直腸）に腫瘍を認めた症例を分類している。 

 
(3）喀痰・便中 DNA の一括バイサルファイト処理 
喀痰・便中 DNA の一括バイサルファイト処理は、喀痰・便溶解液を 95 度 10 分間にて incubate



し、十分攪拌した後に、5000rpm 5 分間の遠心分離を行い、上澄み液を採取。その上澄み液 193
μlを用い、バイサルファイト溶液にて incubate し、Zymo-Spin IC Column (Zymo Research, 
Orange, CA)を用い、バイサルファイト DNA の抽出を行った(Nagasaka T et al. JNCI 2009)。 
 
(4）Hi-SA による便検体判定  
4遺伝子のプロモーター領域を各々2カ所に対し、Hi-SAにてメチル化の有無の検出を行った。

便中におけるヒト細胞由来の DNA 量は微量であり、増幅（Recovery）できないことも想定される
（その一方で、喀痰内の DNA 増幅は便に比べれば容易である）。合計 8 領域全てが Recovery 不
可能であった場合、その原因が便自体のクオリティーによるものなのか PCR 自体の不備による
ものかを判定できない。このため、大腸菌に特異的な配列を有する ClpP 遺伝子領域の Recovery
も同時に行い、便検体のクオリティーを確認した(1)。本研究では、腫瘍特異的メチル化を示す
4遺伝子のプロモーター領域を各々2カ所、すなわち、合計 8個の PCR 領域全て、かつ、ClpP の
Recovery が認められなかった検体は、再度 PCR を行い、それでも、その 8領域全て、かつ、ClpP
の Recovery が認められなかった検体においては不適格検体と判断し、解析対象から除外した。  
適格検体と判断された便検体から得られた Hi-SA による解析結果は、1領域各々に対し増幅が認
められた場合を Recovery Score=1 と定義し（この場合、メチル化の有無は問わない）、増幅が認
められなかった場合を Recovery Score =0 と定義する。1検体における Recovery Score は 8領
域の合計により表現される。従い、1検体の Recovery Score の値は 1～8となる。また、メチル
化の有無については、メチル化アレルの頻度[f(m)]が５％以上認められた場合をメチル化あり
と判定し、この場合、Methylation Score=1 と定義した。また、メチル化アレルの頻度が５％よ
りも小さい場合はメチル化なしと判定し、Methylation Score=0 と定義する。1 検体における
Methylation Score も Recovery Score と同様に、8領域における合計 1～8で表される。 
 消化器癌担癌患者に対するスクリーニング技術としての解析は、2日間における便検体から得
られた Recovery Score の総和（Two-day Sum of Recovery Score）および Methylation Score の
総和（Two-day Sum of Methylation Score）で行った。このため、1症例の Two-day Sum of 
Recovery Score および Two-day Sum of Methylation Score は共に 0～16（2検体[2日間]の解
析結果の総和）の範囲で表現される。 
 
(5）Luminex xMAP システムによる判定 
Luminex xMAP システム用に設定された primer を用い、Hi-SA にて検出を行った 8領域の PCR

を試行した。PCR 産物は Luminex 100/200 system（Luminex Corporation, Austin, TX)にて解析
を行った。Hi-SA では 8ポイントのメチル化 CpG の検出を行ったが、Luminex xMTP では、同領域
PCR増幅内部に存在するCpGsのメチル化を検出するprobeの設定を行った（図2に示すように、
本研究での PCR 増幅領域[Region 1/Region 2]には、多数の CpG が存在する。Hi-SA はその中の
１～2の CpG のメチル化の検出するだけである）。その結果、52 probe 中、最終的にはメチル化
検出用の 29 probe と増幅確認の 8 probe の合計 37がメチル化検出に問題ないことを確認し、
各プローベに対しては、増幅確認に対しては、Negative control、メチル化検出に対しては非メ
チル化アレルにて検出された蛍光強度の 95％標準誤差上限値参照し cut-off とした。Hi-SA と
同様に便検体については、Two-day Sum of Recovery/Methylation Score にて検証を行った。喀
痰検体に対しては 1回で得られた喀痰を解析対象とした。 
便検体は 2 日間における便検体から得られる総和、すなわち、1 症例の Two-day Sum of 

Recovery Score は 0～16、Two-day Sum of Methylation Score は 0～58（2日間の便の解析結果
の総和）の範囲で表現される。一方、喀痰検体は 1回の喀痰を解析に用いているため、1症例の
Sum of Recovery Score は 0～16、Sum of Methylation Score は 0～29 の範囲で表現される。 
 
(6）統計解析 
 すべての統計分析は、JMP Pro ソフトウェア（version 14.3; SAS Institute, Inc., Cary, 
NC, USA）を使用した。4遺伝子プロモーター2領域のメチル化レベルは、連続変数とカテゴリ変
数を用い分析を行った。症例に
おけるカテゴリ変数は、カイ二
乗検定にて比較検討を行った。
各癌種等のサブグループ間の
多群間比較には、ノンパラメト
リ ッ ク 多 重 比 較 法 で あ る
Steel-Dwass 検定を使用した。
Receiver Operating 
Characteristic curve（ROC 曲
線）は、ロジスティック回帰分
析を用い作成した。本研究で報
告したすべてのP値は両側検定
の結果を示し、P <0.05 をもっ
て統計的有意差有と判断した。 
 



４．研究成果 
（1）TCGA データによるバイオマーカーの組織
横断的腫瘍特異性変化の検討 
Genomic Data Commons Data Portal から利

用可能な DNA Methylation microarray data 
から、本研究にてバイオマーカーに選定した 4
遺伝子プロモーター領域のメチル化の腫瘍特
異的変化の検討を行った。図２に肺癌と大腸
癌データを用いたSFRP2/RASSF2遺伝子プロモ
ーター領域の結果を示す。各遺伝子における Region 1 及び２で示された領域が、本研究での PCR
増幅域である。この PCR 増幅部位における DNA Methylation microarray probe は、癌腫に関わ
らず、正常組織と比較して統計的有意差を持って腫瘍特異的に高メチル化であることを確認し
た。この領域のメチル化は大腸癌組織 1,070 例を用いて Hi-SA にて検討し、再現性を確認し、
Hi-SA による結果の一部は（Kawai T et al. Clin Epigenetics 2021 [2]）にて報告を行った。  
 
(2) Two-day Sum of Recovery/Methylation Score by Stool Samples 
 表１に上部消化管群・肝胆膵群・下部消化管群に分類された癌種を示す。 
図 3 は Hi-SA にて、図 4 は Luminex 

xMTP にて得られた、Two-day Sum of 
Recovery/Methylation Score の平均
値、中央値、箱ひげ図を上段に、ROC 曲
線を下段に示す。  
Recovery Score では、ROC 曲線では、

AUC は上部消化管群で 0.6052、肝胆膵
群で 0.6296、下部消化管群で 0.6151 で
あった。Methylation Score を用いた
ROC 曲線では、AUC は上部消化管群で
0.7084、肝胆膵群で 0.6687、下部消化
管群で 0.6598 であり、どの群において
も Methylation Score を用いた ROC 曲
線の AUC が、Recovery Score を用いた
ROC 曲線の AUC よりも良好であった。次
に、 Recovery Score と Methylation 
Score を用いた多重ロジスティック回
帰にて ROC 曲線を作成したところ、AUC
は、Methylation Score を用いた ROC 曲
線の AUC よりもやや改善を示した。同
様の傾向が Luminex xMTP の結果からも
得られた。特筆すべきことは、この再現
性にあると考えられる。 
 
便中メチル化 DNA 検出により、大腸

癌や大腸腺腫だけでなく、胃癌をもス
クリーニングできる可能性は、研究代
表者らが 2009 年に報告している。今回
の結果は、その報告を再現するもので
ある。表 1に示す各癌種に対し、Steel
－Dwass 検定を行ったところ、Two-day 
Sum of Recovery Score の平均値に有
意差を持って差を認めた群間は、大腸
癌群と非担癌群、IPMN 群と非担癌群の
みであった。それとは対照的に、Two-
day Sum of Methylation Score で、そ
の平均値に有意な差を認めた群間は、
大腸癌、IPMN、食道癌、胃癌、膵癌、十
二指腸癌、胆管癌といった悪性腫瘍群
と非担癌群であった。特筆すべきこと
は、Two-day Sum Score により、難治性
かつ早期発見の難しい膵癌、十二指腸
癌、胆管癌を有する患者と非担癌群と
の間に有意な差を示したことである。 
特に図 3 及び 4 に示したように、Two-
day Sum of Methylation Score により

上部消化管群（N=176） 肝胆膵群（N=124） 下部消化管群（N=239）
食道癌: 71 (40.3%) 膵癌: 42 (34.1%) 大腸腺腫: 55 (23.0%)
胃癌: 92 (52.3%) IPMN: 20 (16.3%) 大腸癌: 180 (75.3%)

十二指腸癌: 7 (4.0%) HCC: 31 (25.2%) 直腸カルチノイド: 2 (0.8%)
胃GIST: 4 (2.3%) 肝転移：10 (8.1%) 直腸NET: 1 (0.4%)

胃polyposis: 2 (1.2%) 胆管癌: 12 (9.8%) 直腸GIST: 1 (0.4%)
胆嚢癌: 7 (5.7%)

肝線維腫: 1 (0.8%)

表１．         担癌群（N＝539）



描出される ROC 曲線は癌種に関係なく、また、驚くべきことに、解析手法に関係なく、同じシェ
イプを呈している。このことは、メチル化異常が癌種に関係なく、普遍的に認められる変化であ
ることだけでなく、確実に便中にもその腫瘍由来 DNA が存在することを示唆する。 
 
(3) Luminex xMTP による肺癌スクリーニング 
次に喀痰の解析結果を示す。Luminex xMTP の各 probe の cut-off は上述の便検体と同じ値で

解析を行った。結果を図 5に示す。コホ
ート A とコホート B を分けて解析を行
った。その理由として、コホート Aとコ
ホート B の喀痰検体の、収集された時
期、手段が異なっているためである。 
Recovery Score においてはコホート

A とコホート B 差を認めないが、
Methylation Score の平均値はコホー
トAとコホート Bにて差を認めている。
この違いは、収集された時期というよ
りも採取手段の差により認められたと
考えている。 
メチル化アレルは、気管支内視鏡直

前に採取された喀痰からのほうが担癌
群・非担癌群にかかわらず、多く存在す
る可能性が示唆された。 
 このように、喀痰収集手段の違いに
より、Methylation Score は変動する。
しかし、驚くべきことに、担癌症例に対
するスクリーニング能力には差を認め
ていないことを ROC 曲線から推察でき
る（図 5 の ROC 曲線は、メチル化検出
用 29 probe による多重ロジスティック
解析にて作成）。 
喀痰採取が 1 回のみであるため、便解析にて確立した診断様式、Two-day Sum of 

Recovery/Methylation Score を用いての解析ができていない。便・喀痰による癌スクリーニン
グは極めて低侵襲に行えるという利点を有するが、便・喀痰に存在する腫瘍由来 DNA は常時同程
度に存在することはないため、便潜血反応と同様に、1回だけでなく、少なくとも 2回採取し解
析することが、診断の精確性を向上させると考えている。従い、今後は、喀痰においては、気管
支内視鏡前ではなく、通常に採取される方法で、2日分を得て解析を行う方針にて本検出技術の
確認を行う必要がある。 
 
本研究結果は、極めて重要な以下の知見を有している。 
① メチル化異常は癌種に関係なく、普遍的に認められる変化であること 
② 共通の検出プラットフォームを用いて、消化器癌全般、肺癌を検出可能であること 
③ 異なる解析技術を用いても、極めて高い再現性を得たこと 

である。特に③を示すことができた意義は大きい。喀痰・便検体中に存在するであろう、極めて
微量な腫瘍由来 DNA を増幅・解析を、異なる手法を用いて行うことは、再現性を得ることができ
るのかどうかという不安が常に付きまとう。今回の結果では、解析技術が異なっても、極めて高
い再現性を示すということが示された。この事実は、喀痰・便検体中 DNA は血液中循環腫瘍由来
DNA と同様であり、次世代の Liquid biopsy を構築できることを示唆している。 
 
本研究により、担癌高リスク者に対し、極めて低侵襲である便中・喀痰中メチル化 DNA 検出を

継続的に行うことにより、検査所見でも異常のない発症前期に膵癌・消化器癌を診断・予測し、
薬剤投与等による化学予防 (Chemoprevention) を可能にする革新的な先制医療 (Preemptive 
Medicine) のための基盤的技術の構築を行うことができた。今後は、この技術を実臨床にて使用
可能にするためのステップを踏む予定である。 
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