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研究成果の概要（和文）：本研究では経口腸管洗浄液から腫瘍特異的なDNAメチル化を検出することで大腸がん
のリスク予測・超早期診断法を開発することを目的とする。洗浄液は糞便を含まないため、便中DNAよりも腫瘍
細胞由来のDNAの割合がはるかに多く、がん特異的なDNA化の検出が容易となる。またCTコロノグラフィーによる
大腸がんスクリーニング方法の有用性が多数報告されている。しかしながら小さな大腸がんや平坦な病変は同定
困難である。CTコロノグラフィーは経口腸管洗浄を必要とすることから、腸管洗浄液メチル化解析が補完的な検
査として併用することで両者の欠点を補い、高精度で非侵襲的な大腸がんスクリーニング方法となる可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Molecular stool analysis is considered to be a promising approach to 
noninvasive colorectal cancer (CRC) screening, although it requires further improvement. Aberrant 
DNA methylation is a common event in CRC, and methylation of many genes is a potentially useful 
marker for stool-based CRC screening. We show that aberrant DNA methylation is detectable in bowel 
lavage fluid (BLF) obtained through oral bowel preparation. Sufficient bowel preparation enables 
sensitive detection of tumor-derived DNA methylation in BLF specimens. Combination with other CRC 
screening methods that require bowel preparation, such as sigmoidoscopy and computed tomographic 
colonoscopy, would be the best clinical application of the BLF methylation test.

研究分野： 消化器病

キーワード： 大腸がん　スクリーニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸がんは早期発見により内視鏡で治癒可能である。また前癌病変の内視鏡切除により大腸がん発生を予防する
ことも可能である。以上より高リスクや早期大腸がんの患者さんを容易に見つける方法の開発は極めて重要であ
る。便鮮血反応が健康診断で用いられており、早期発見に有用であるが、その後の精密検査である大腸内視鏡検
査の受診率が低いことが問題である。本研究での腸管の洗浄液のメチル化検査、そしてCTコロノグラフィーで大
腸内視鏡検査の受診率を上げ、大腸がんの早期発見、予防に有用であると考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大腸がんによる死亡を減らすためには早期発見が重要である。本邦では免疫学的便鮮血反応

検査(FIT)が大腸がんスクリーニング検査として普及しているが、偽陰性や、２次スクリーニン
グ（全大腸内視鏡検査）の低受診率が問題となる。従って高精度かつ非侵襲的な大腸がんスクリ
ーニング方法の確立は重要な課題である。 
便中 DNA から大腸がん細胞由来の遺伝子異常を検出することで大腸がんスクリーニングに応

用する試みは国内外で盛んに研究が行われてきた。便中 DNA のメチル化の有用性を示す研究結
果も数多く報告されている。米国では遺伝子変異と DNA メチル化マーカーを組み合わせた検査
(Cologuard)が実用化され FDA に認可されたが、649 ドルという高額な検査となっている。 
また全大腸内視鏡検査で大腸腫瘍を認めた際には、大腸がんを予防するために内視鏡的に切

除することが有用であることが明らかとなっているが、「どのような大腸腫瘍が癌化のポテンシ
ャルの高い病変であり、内視鏡的に切除すべきか？」という問いに対して、未だ明確な答えはな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究は大腸がんのリスク予測・超早期診断を可能とする腸管洗浄液検査法と、CT コロノグ

ラフィーを組み合わせた新規大腸がんスクリーニング戦略の構築を目的とする。 
 
３．研究の方法 
網羅的 DNA メチル化解析から大腸がんリスクマーカーとなりうる DNA メチル化異常を抽出す

る。上記で抽出した DNA メチル化について、パイロシークエンス法または MethyLight 法を用い
て多数検体で検証する。同定したマーカー候補の DNA メチル化を大腸腫瘍組織で解析すること
で、発がん過程における生物学的・臨床病理学的意義を検証する。 
申請者らはこれまでに早期病変から進行大腸癌まで含めた多数検体で、KRAS、BRAF、PIK3CA、

TP53 変異や DNA メチル化(CIMP)など代表的な分子異常を解析済みである。生検は拡大内視鏡観
察下に、表面構造別にピンポイントで採取されており、内視鏡像、病理組織像、分子情報の比較
検討が可能である。正常→前がん病変→大腸がんにおけるマーカー候補の DNA メチル化の変化
を明らかにし、上記のデータと統合解析する。腸管洗浄液メチル化検査と CT コロノグラフィー
併用による大腸がんスクリーニングの有用性を検証する。 
どのような大腸腫瘍が癌化のポテンシャルの高い病変であり、内視鏡的に切除すべきかを検討

するためにインターバル大腸がんについて検討する。 
マーカー候補が遺伝子プロモーターやエンハンサーに存在する場合、その DNA メチル化が遺伝

子の発現制御に関わっているか検証する。大腸がん細胞株を用いて、DNA メチル化酵素阻害剤処
理が遺伝子発現に与える影響を解析する。またプロモーター領域やエンハンサー領域をクロー
ニングし、DNA メチル化が転写活性に与える影響をレポーターアッセイで解析する。がんとの相
関が知られていない遺伝子であった場合、大腸がん細胞株を用いて過剰発現あるいはノックダ
ウンを行い、増殖、遊走、浸潤、アポトーシス、細胞周期、in vivo 腫瘍形成能などに与える影
響を解析する。 
 

４．研究成果 
便中 DNA の大半は、腸内細菌に由来するものである。大腸内視鏡検査の際に前処置薬として服

用・排泄される経口腸管洗浄液に着目した。洗浄液は糞便を含まないため、便中 DNA よりも腫瘍
細胞由来の DNA の割合がはるかに多く、がん特異的な DNA 化の検出が容易となることを見いだ
した。さらに腸管洗浄液のメチル化スコアで大腸がんリスクを層別化することが可能であった。
(メチル化スコア 1, 感度 92%、特異度 53%、メチル化スコア 3, 感度 51%、特異度 89%) 
CT コロノグラフィーと腸管洗浄液メチル化解析併用について、検討した。進行大腸がんは全

て、CT コロノグラフィーまたは腸管洗浄液 DNA メチル化で診断可能であった。CTコロノグラフ
ィーによる大腸がんスクリーニング方法の有用性が多数報告されている。しかしながら小さな
大腸がんや平坦な病変は同定困難とされており、我々の検討でも CT コロノグラフィーで同定困
難であった、平坦病変、CT コロノグラフィーで小ポリープと診断された小型大腸がんは、腸管
洗浄液メチル化解析から大腸がんと判定でき、CT コロノグラフィーは経口腸管洗浄を必要とす
ることから、腸管洗浄液メチル化解析が補完的な検査として併用することで両者の欠点を補い、
高精度で非侵襲的な大腸がんスクリーニング方法となることが示唆された。 
さらに洗浄液でメチル化が検出されたが、大腸がんが存在しない症例について検討したとこ

ろ、胃がんが存在する症例が複数あった。胃癌においては内視鏡下で胃内を洗浄し洗浄液よりメ
チル化を検出することで胃癌の存在を診断することが可能であることが報告されている。しか
し内視鏡検査を伴い、本研究のような非侵襲的な方法での報告例はない。経口腸管洗浄液を用い
る場合、胃がんから遊離した胃がん細胞も含まれており、検出できたと考えられた。以上より、
経口腸管洗浄液を用いることで、全消化管癌をスクリーニング対象とできる可能性が示唆され
た。 
 インターバル大腸がん、前回検査から 5 年以内に浸潤がんが発見された症例について検討し
たところ、BRAF 変異症例が多く、鋸歯状病変由来が多いことが明らかとなった。鋸歯状病変に
がんを伴った症例、鋸歯状病変の網羅的メチル化解析により、鋸歯状病変の癌化と関連する遺伝



子 Sの異常メチル化を同定した。 
 大腸発がんにおける遺伝子 S の機能を明らかにするため、まず大腸がん細胞株に遺伝子 S 発
現ベクターを導入し、細胞増殖に与える影響を解析した。cell viability アッセイおよびコロ
ニー形成アッセイの結果、遺伝子 S の過剰発現は大腸がん細胞の増殖とコロニー形成を抑制し
た。一方、遺伝子 S は大腸がん細胞の浸潤能、遊走能、アポトーシスには影響を与えなかった。
また in vivo での腫瘍形成に与える影響を検証するため、遺伝子 S を導入した大腸がん細胞を
ヌードマウスに移植した結果、遺伝子 S が xenograft の形成を軽度に抑制することを明らかに
した。 
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