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研究成果の概要 :

癌患者の末梢血液中に、腫瘍細胞が崩壊することによつて放出される DNAや RNA等 の核酸

が安定した状態で存在することが本研究で判明した。実際の胃癌や食道癌患者の末梢血液を用

いた検討では、DNAの 断片の濃度が健常者に比較して高濃度であることや、一部の患者にお

いて癌に特異的な異常分子の検出が可能であつた。DNAの 繰 り返し配列を用いた検討や、検

索 RNAを 増やすことによって、感度や特異度が上がり、実地臨床に応用可能と思われた。
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1.研 究開始当初の背景

近年の分子生物学の進歩により、癌におけ

る種々の遺伝子変化が明らかになつてきて

いる。これら得られた知見を利用した癌の分

子診断の進歩は目覚しく、正常細胞と癌細胞

におけるDNA異常や RNA発現の差異に着目し

た微量癌細胞の高感度診断法が盛んにおこ

なわれている。なかでも、腹水中微量癌細胞

の検出、リンパ節の微小転移診断、担癌患者

における血中の微量遊離癌細胞の検出など

DNA断 片、血漿

は臨床応用 されつつあるが、これ らは全て体

液 ・組織中に含まれ る微量の癌細胞 自体の検

出であるため、必然的に極めて進行 した症例

が対象であつた。
一方、細胞の壊死やアポ ト

ーシスを介 して、DNA断 片のみならず、mRNA

も比較的安定 した状態で末梢血液中に存在

することが明 らかになつてきている。

これら末梢中の遊離核酸は、以前から行わ

れていた遊離癌細胞 自体を検出する方法に

比較して、癌の早期の段階で異常を検出でき



る新たなバイオマーカーの候補 として注 目

を浴びていた。

また、担癌患者における血漿中遊離 DNA断

片の総濃度などが、健常人に比較 して有意に

高 くなっている事実 も、近年、肺癌や乳癌な

どで諸外国より報告 されてお り、これ ら体液

中の遊離核酸は、種々の分子生物学的検索か

ら判明 した新知見を実地臨床 に応用す る ト

ランス レー シ ョナル ヅサーチにおいて鍵 と

なる分子であり、今後、癌の二次予防の観点

か ら重要な癌の早期診断学の領域 において

は注 目すべ き検索対象 として認識 されてい

た。

2.研 究の 目的

食道癌 ・胃癌 ・大腸癌などの消化器癌患者の

原発巣及び再発病巣 に対す る高感度診断系

の確立と、新規抗癌剤感受性試験の開発を目

的に、 (1)担 癌患者血衆中の癌細胞に特異

的な DNAメ チレーション異常の検出に加え、

(2)癌 細胞特異的 mRNAの検出、(3)遊 離

DNA断片の総濃度ならびに DNA断 片中の
“
長

さ
"比

(Integrity)などを解析 し、種々の

臨床病理学的因子 との比較か ら、実地臨床に

極めて有用な、全 く新 しい概念のバイオマー

カーの開発を試みる。

3.研 究の方法

血液採取は、手術時皮膚切開前に行い、3回

の遠心分離により細胞成分の混入を防ぎ、得

られた血漿成分より Cell free genomic DNA

断片及び Cell free mRNAの抽出を行った。

(1)同 抽 出核酸 を用いて、血液 中の遊離

mRN Aの 安 定 性 の 確 認 を 目的 と して 、

Real time PCR法を用いて GUSmRNAの検出を

試みた。(2)癌 細胞に特異的な異常 として、

胃 癌 患 者 に お け る hTE R T m R N A ,

M U C l m R N A , c M E T m R N A、食 道 癌 患者 にお け る

WTl m R N Aの検出を試み、更に (3) b e t a―ac t i n

上 10 2 b p  f r a g m e n t (総濃 度 )と 25 3 b p

fragment(long DNA fragment濃度)の 検出

も試みた。

これ らの結果 と臨床病理学的因子 との比較

検討か ら、同手法の臨床診断 としての有用性

を検討 した。

また、長い fragmentの DNA断 片の定量によ

る検討や、LINEな どの繰 り返 し配列を用いた

解析によつて、より高い感度ならびに特異度

を併せ もつた解析手法の開発を試みた。

一方で、これ ら手法による解析を、手術や化

学療法な ど治療前後のサ ンプル に行 うこと

によつて、治療効果判定手法 としての有用性

について も検討を加えた。

4.研 究成果

(1)Cell free plasma mRNAの 定量 !健常

人の末梢血液中遊離 GUSmRNAの解析結果か ら、

細胞か ら壊死やアポ トー シスを介 して放出

された mRNAが DNA断 片同様、比較的安定 し

た状態で循環血中に存在す ることが判明 し

た。

(2)① 胃癌患者の 15%において hTERTmRNA

や hltlClmRNAが検出されたが、
一方、健常者

サ ンプルの解析では これ ら異常は検出 され

なかった。 しか し、cMETmRNAについては、胃

癌患者での異常検出症例 も認めたが、
一方で、

健常人でも 10%程 度の検出例が認め られ る

ことも判明 し、同分子については癌のスクリ

ーニングロ的のバイオマーカー としては、不

適当であることも判明した。②食道癌患者の

WTl mRNAの検出では、健常者に比して有意に

高 値 で あ る こ と を 確 認 し、 Rece i v e r

Operating Curve曲線解析における AUCが

0.73であつた。臨床病理額的因子と同結果と

の比較検討では、組織型と同濃度との間の相

関も示唆され、今後の更なる多症例での解析

を試みる必要があると思われた。



(3)Cell― free DNA fragment鴻筆渥室東ヨ看設、 DNA

integrity解析 i①まず、beta actin上に設

計した 102bpの短い断片と、253bpの長い断

片の標準ヨン トロールにおける定量解析を

行い、両断片解析における再現性を確認する

ことによって、低濃度でも十分な解析能を持

つと判191した。②同解析を用いて行つた血漿

中遊離 DNA断片解析において、食道癌 ・胃癌

患者共に血中DNA断片が健常人に比較して有

意に高値であることが判明した。253bpのDNA

long fragmentの定量において、健常者との

差がより顕著であった (ROC曲線解析 AUC食

道癌 0.91、胃癌 0.75)。③癌組織中の壊死由

来 DNA断 片のみを特異的に検出する試みで、

500bp以上のfragmentの検出をリアルタイム

PCRに て試みたが、今回の検討で用いた

beta actin上の DNA断片では、感度や再現性

に問題があり、今後の更なる高感度診断系の

確立を要する結果であつた。④LINEな どの

DNA繰 り返し配列を用いた解析では、従来の

β actinなどの配列を利用した解析に比較 し

て、極めて高い感度が確認され、また再現性

の点でも従来の方法に比較 して優れた結果

であつた。同手法を用いた解析では、600～

700bp程度の断片濃度の解析も可能であり、

今後、更に症例を重ねることによって、同手

法の担癌患者スクリーニング法としての有

用性を検討する必要があると思われた。③治

療前後の解析結果の比較によって、DNA断 片

濃度の低下症例 と非低下症例が存在するこ

とが判明し、今後、これらの症例の生命予後

などを解析していくことによって、同解析法

の予後判定法としての有用性 も検討 してい

く予定である。
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