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研究成果の概要（和文）：先進国高齢化社会では、悪性腫瘍の罹患は、自立して社会生活を営むことができる状
態でも、突然の生の終焉を宣告され、精神的・肉体的・経済的に大きな負荷となる。しかし、消化器癌は進行す
る前に発見できれば十分根治が見込める。本研究では、メチル化異常が癌種に関係なく、普遍的に認められる変
化であることを示し、便中メチル化DNA検出により、膵癌を含め消化器癌全般をスクリーニング可能であること
を示した。担癌高リスク者に対し、極めて低侵襲である便中メチル化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消化器癌を診断・予測し、薬剤投与等による化学予防を可能にする革新的先制医
療の礎を構築した。

研究成果の概要（英文）：In the aging society of developed countries, the morbidity of malignant 
tumors suddenly destroys the "healthy life expectancy". This means, even in a state where one can 
live independently in a social life, the end of life will come along with the burden close to 
despair mentally, physically and economically.　However, if gastrointestinal cancer can be detected 
at early phase, could being fully cured.
In this study, we showed that abnormal methylation is a universal alteration regardless of the type 
of cancer and possible to screen gastrointestinal cancer in general, including pancreatic cancer, by
 detecting fecal DNA methylation. For high-risk people with malignancy, continuously detecting fecal
 DNA methylation could predict in the early stage of onset without any abnormalities in other 
laboratory findings with extremely minimally invasive, thus lading the foundation for innovative 
preemptive medicine that enables.

研究分野： 超高齢社会研究

キーワード： 腫瘍検査学　検査・診断システム　生体情報・計測　健康情報

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果により、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が示唆され、適切なバ
イオマーカー選択により、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
癌群を選別することが可能であることが示された。これら結果から、担癌高リスク者に対し、極めて低侵襲であ
る便中メチル化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) の構築が可能となると確信している。

※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 
（1）超高齢社会における人生の終焉に「 (一個人として自立して社会生活を営むことができる)
健康寿命」と「 (生が尽きる) 生命寿命」の一致を目指すことは、個人的だけでなく社会的な
well-being の実現に繋がる。一般的には、終わりの見えない延命治療など、「健康寿命」が「生
命寿命」よりも明らかに短縮された状態が問題視される (「健康寿命」<<「生命寿命」)。その
一方で、天災や不慮の事故等、「健康寿命」が十分存在する状態で「生命寿命」が絶たれる状況
も多々存在している (「健康寿命」>>「生命寿命」)。先進国の高齢化社会では、悪性腫瘍の罹
患は、どちらかといえば、後者の「健康寿命」>>「生命寿命」となることが多い。すなわち、自
立して社会生活を営むことが十分できる状態でも、生の終焉を迎えることになり、精神的にも肉
体的にも経済的にも絶望に近い負荷を背負うことになる。特に切除不能進行固形癌は高額な化
学療法等の延命治療が主体となり、各個人の、そして周囲の well-being は著しく阻害される。 
 
（2）その一方で、消化器癌は進行する前に発見できれば十分根治が見込めるという希望もある。 
早期癌は粘膜に限局し、血管やリンパ管を介して転移する可能性は極めて低い。そのような早期
癌の特徴を鑑み、研究代表者は以前から、消化器癌の早期発見には便中の腫瘍由来メチル化 DNA
を検出することが最適であると信じ鋭意研究を進めてきた。消化器癌の中でも、膵癌は年齢が上
がるにつれ発生率が増加する全癌種の中で最も予後不良な癌種である。超高齢化社会となった
日本でも、その罹患率は男女問わず増加傾向を示している。このため、本疾患に対する早期発見
ストラテジーの開発が切望されている。また、膵癌を含めた消化器癌は根治切除後の補助化学療
法により術後再発率が減少することが示されている。この事実は、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の投与で少なくとも 10～20％程度の膵癌・
消化器癌は治癒せしめる可能性があることを示唆する。従い、もし微小癌の存在を便中メチル化
DNA 検出にて確実に証明することが可能となれば、そのメチル化 DNA 検出を指標に、臨床症状が
なく通常行われる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) 
の構築が可能となる。 
 
２．研究の目的 
（1）我々は長年、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も検出可
能であることを世界で初めて示してきた[High-sensitive Assay for Bisulfite DNA (Hi-SA)]。
この検出技術は、multi-plex PCR を組み合わせることにより、複数遺伝子の promoter 領域の増
幅のメチル化の有無を一括に行うことが可能である。 
 
（2）本研究では、これら検出技術を用い、①消化器癌患者の便検体、②非担癌患者の便検体、
の解析を行い、それら便検体提供者のフォローアップを含めた臨床データとの照合を行い、便中
メチル化 DNA 検出による膵癌スクリーニングの可能性、しいては、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) への可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
（1）便検体 
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された患者の中で、本研

究に同意を得られた 1,414 名に、次回受診予定日の前の 2日間にて便検体の採取。便検体保存に
関して、以下に示す 2つの保存液による採取を行った。 
①クイック チェイサー® 便潜血（承認番号：20600AMZ01306000[体外診断用医薬品]、ミズホメ
ディー株式会社、以下、A保存液とする） 
②便中 DNA 保存のために研究代表者らが作成した保存液をクイック チェイサー容器に入れ替え
たもの（以下、B保存液とする） 
  
（2）便中 DNA の一括バイサルファイト処理 
便中 DNA の一括バイサルファイト処理は、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 193μl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）。 
 
（3）Multiplex bisulfite PCR 



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。
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。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。図 1 に
適格検体と判断される便検体解析結果の一例を示す。 
 
（4）Fluorescent Hi-SA による判定  
  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（図 2）。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。 
 便保存液の性能確認においては、1検体ごとの Recovery Score にて比較検討を行った。 
 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。 
 
４．研究成果 
（1）便保存液の性能確認 
はじめに、A 保存液・B 保存液における便中 DNA

品質の差異の確認を行った。 
解析対象は、A 保存液・B 保存液に同じ便サンプル
の採取を 2 日間行った 207 例の便検体を対象とし
た。各保存液に対し、バイサルファイト処理を 2度
行い、その各々から得られたバイサルファイト DNA
を鋳型に、8 領域＋ClpP の Multiplex bisulfite 
PCR を行い、8 領域と ClpP 各々に対し、目的領域の
増幅が認められた場合の score を 1、認められなかった場合の score を 0と定義し、8領域+ClpP 
Recovery Score>1 を得た検体を適格検体、8領域+ClpP Recovery Score＝0を得た検体を不適
格検体と定義した。A・B保存液からの Multiplex bisulfite PCR 総数は各々828 例であり、不適
格検体と判断された検体数は、A保存液が 52検体（6.3％）であるのに対し、B保存液は 16検体
（1.9％）と、統計的有意差を持って、B 保存液が便中 DNA の品質を維持するのに有効であるこ
とが示された（P<0.0001）。 
担癌患者かどうかを判定する 4 遺伝子のプロモーター領域各々2 カ所の合計 8 領域における

Recovery Score の（平均値, 中央値, 95％信頼区間）は A 保存液（2.1,1,1.9-2.3）、B保存液
（3.6,3,3.4-3.8）であり、有意に B保存液のほうが Recovery Score は高かった（P<0.0001, 図
3）。本検討により、便潜血反応検査のための便溶解液よりも、便中 DNA 保存のために研究代表者
らが作成した保存液のほうが、便中 DNA の品質を維持し、ヒト由来 DNA だけでなく、細菌由来の
DNA 対する PCR Recovery を改善することが示された。 従い、今後の解析はすべて B保存液を用
いた解析結果を用いることにした。 
 
（2）便検体症例の臨床像 



 STROBE diagram を図 4に示す。合計 1,414 例の便検体収
集症例のうち、2日間の便検体の採取不備、B保存液での採
取不備、臨床データの不備・未収集にて本研究の解析対象
から除外されたのは 520 例であり、残りの 894 例が解析対
象となった。この 894 例のうち、非担癌と診断された症例
（非担癌群）は 356 例（39.8％）、担癌を確認された症例（担
癌群）は 538 例（60.2％）であった。次いで、担癌群をそ
の腫瘍の局在により、以下の 3 群に分類した。上部消化管
群（上部消化管[食道・胃・十二指腸]に腫瘍を認めた症例）
は 176 例（32.7％）、肝胆膵群（肝胆膵に腫瘍を認めた症例）
が 123 例（22.9％）、下部消化管群(下部消化管[小腸・結腸・
直腸]に腫瘍を認めた症例が 239 例（44.4％）であった（表
1）。担癌群を構成する各癌腫を表 2 に記す。表 2 に示すよ
うに、本研究におけるコホートは消化器におけるほぼすべ
ての癌腫を網羅しているものと自負している。なお、
adenoma であるが、polyposis を呈する症例または直径 5mm 以上の adenomatous polyp を有する
症例は担癌群に分類し、5mm よりも小さい adenomatous polyp、hyperplastic polyp を有する症
例は非担癌群に分類している。 

GIST= Gastrointestinal Stromal Tumor, IPMN= Intraductal Papillary Mucinous 
Neoplasm, HCC＝Hepatocellular Carcinoma, NET= Neuroendocrine Tumor 
 
(3) Two-day Sum of Recovery Score/Methylation Score 
 図 5、６に各群における Two-day Sum of Recovery Score/Methylation Score の平均値、中央
値、箱ひげ図、ヒストグラムを提示する。 
非担癌群、上部消化管群、肝胆膵群、下部消化管群における Two-day Sum of Recovery Score

の中央値、平均値、95%信頼区間は各々、（5, 5.1, 4.7-5.6）、（5, 5.6, 5.0-6.3）、（7, 7.1, 6.3-
7.9）、（8, 7.9, 7.2-8.6）であった。平均値における統計的有意差を認めなかったのは、非担癌
群と上部消化管群、肝胆膵群と下部消化管群であり、非担癌群に対しては、肝胆膵群と下部消化
管群が有意差をもって差を認めた。 
非担癌群、上部消化管群、肝胆膵群、下部消化管群における Two-day Sum of Methylation Score

の中央値、平均値、95%信頼区間は各々、（0, 0.6, 0.5-0.7）、（1, 1.6, 1.3-1.8）、（1, 1.6, 1.3-
1.9）、（2, 2.6, 2.2-3.0）であった。平均値における統計的有意差を認めなかったのは、上部消
化管群と肝胆膵群、肝胆膵群と下部消化管群であり、非担癌群に対しては、上部消化管群、肝胆
膵群、下部消化管群の全ての担癌群が有意差をもって差を認めた。 

 
(4) 担癌症例に対するスクリーニング能力 
 次に、本検出技術が消化器癌の存在予測を可能とするスクリーニングツールとなりえるかど
うかを、Two-day Sum of Recovery Score および Two-day Sum of Methylation Score を用い、
ROC 曲線を作成し検討を行った（図 7）。 
Two-day Sum of Recovery Score を用いた ROC 曲線では、AUC(Area Under the Curve)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。Two-day Sum of 
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、

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%)

担癌群（N＝539）

上部消化管群（N=176） 肝胆膵群（N=123） 下部消化管群（N=239）

平均年齢 56.2 (54.5-57.8) 68.2 (66.8-69.6) 68.5 (67.0-70.1) 64.0 (62.6-65.5)

女性 205 (57.6) 49 (27.8) 45 (356.3) 97 (40.6)
男性 151 (42.4) 127 (72.2) 78 (63.7) 142 (59.4)

年齢, years (95%CI)

性別, N (%)

担癌群（N＝538）
非担癌症群（N=356)表 1 

表 2 



下部消化管群で 0.6598 であり、どの群におい
ても Two-day Sum of Methylation Score を用
いた ROC 曲線の AUC が、Two-day Sum of 
Recovery Score を用いた ROC 曲線の AUC より
も良好であった。次に、Two-day Sum of 
Recovery Score と Two-day Sum of 
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、
Two-day Sum of Methylation Score を用いた
ROC 曲線の AUC よりもやや改善を示した。 
想定外にも AUC は上部消化管群にて最も高

い値を示していることから、癌種によるバイア
スを考え、癌種を極力細分化し、Two-day Sum 
of Recovery Score および Two-day Sum of 
Methylation Score を用い、ROC 曲線を作成し、
再度、検討を行った（図 8）。また、細分化した
癌種ごとの Two-day Sum of Recovery Score 
および Two-day Sum of Methylation Score の
中央値、平均値、95%信頼区間、AUC を表 3 に
示す。 
 
表３.各癌腫における Two-day Sum of Recovery Score/Two-day Sum of Methylation Score/AUC 

 
特筆すべきことは、Two-day Sum of Methylation 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 8に示したように、Two-day Sum of Methylation Score により描出される ROC 曲線は

癌種に関係なく、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を示唆する。ここでは、バイオマーカーに対する詳細な解析は
提示しないが、一例として、IPMN を取り上げる。本研究結果に示されているように、IPMN を有
する患者の便検体は、大腸癌を有する患者の便検体とほぼ同等の Two-day Sum of Recovery 
Score や Two-day Sum of Methylation Score を有する。これは、IPMN 自体の特徴で説明可能で
ある。IMPM は膵管の中に乳頭状に増殖する腫瘍であり、豊富な粘液を分泌する。この豊富な粘
液および膵管から異常増殖する細胞が膵液内に流入することにより、便中に腫瘍由来 DNA を豊
富に放出させると推測される。本研究では IPMN に高頻度に認める EEMP1 プロモーターをバイオ
マーカーの１つにしている（Yoshida K et al, J Cancer Res Clin Oncol, 2016）。この EEMP1
メチル化を検出することにより、大腸癌を有する患者の便検体とほぼ同等の Two-day Sum of 
Recovery Score や Two-day Sum of Methylation Score を示したと推察される。 
 本研究は、臨床データが未整備の症例を 200 例以上有している。また、Luminex xMAP システ
ムによる 76CpG サイトのメチル化データの最適化を終了していないため、ここでは提示を行わ
ない。鋭意研究を行い、早期に世に報告を行う予定である。 
本研究結果により、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が示

唆され、適切なバイオマーカー選択により、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を選別することが可能であることが示された。これら結
果から、担癌高リスク者に対し、極めて低侵襲である便中メチル化 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) の構築
が可能となると確信している。 
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