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研究成果の概要（和文）：通常の診察では診断困難な下咽頭癌を早期に診断するため、外来でできるスクリーニ
ングの方法として、下咽頭粘液Liquid Biopsyを検討した。まずは進行下咽頭癌と診断された患者から術前に唾
液、うがい液、術中に下咽頭粘液の洗浄液、術後に検体から腫瘍組織と正常組織を採取した。それぞれの検体か
らDNAを精製し、PCRでTP53遺伝子の増幅を確認した症例をDNAシークエンス解析で遺伝子異常を検索し、その異
常が唾液、うがい液、粘液洗浄液に含まれているか確認した。

研究成果の概要（英文）：In order to diagnose nasopharyngeal carcinoma at an early stage, which is 
difficult to diagnose in a normal examination, we investigated nasopharyngeal mucus liquid biopsy as
 a screening method that can be performed in an outpatient setting. First, saliva and gargle fluid 
were collected from patients diagnosed with advanced nasopharyngeal carcinoma before surgery, 
washings of nasopharyngeal mucus were collected intraoperatively, and tumor tissue and normal tissue
 were collected from specimens after surgery. DNA was purified from each specimen, and cases in 
which the amplification of the TP53 gene was confirmed by PCR were searched for genetic 
abnormalities by DNA sequencing analysis to confirm whether the abnormalities were contained in 
saliva, gargle fluid, or mucus washings.

研究分野：頭頸部外科

キーワード： 下咽頭癌　早期診断　Liquid biopsy

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
下咽頭癌の場合、遺伝子異常は多岐にわたっているので、遺伝子異常をスクリーニングとして評価するのは難し
く、今後癌特有のタンパク質などスクリーニングしやすい物質で評価することを検討していく必要がある。ま
た、うがい液だけではなく唾液など採取可能な検体で評価ができれば、より簡易な検査で下咽頭癌の早期診断が
可能になり、医療費削減だけでなく、患者の利益、しいては公共の利益に繋がる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
下咽頭癌は飲酒と喫煙による扁平上皮癌がほとんどである。全体の癌の中では 5％程度と多く
はないが、下咽頭癌の進行癌では咽喉頭摘出術による失声、放射線化学療法による副作用などの
治療の困難さがあり、５年生存率も５０％程度で予後不良である。反対に下咽頭癌早期癌の場合、
内視鏡切除が可能で、５年生存率も９５％程度と予後良好である。下咽頭癌は早期か進行かで
QOLと予後が全く異なっており、いかにして早期発見するかが課題となっている。 
  下咽頭腔は平常時はほぼ閉じており、常時粘液が貯留している。内視鏡観察が難しく、症状も
出にくいため、下咽頭癌の早期発見は困難である。患者は咽喉頭異物感を主訴に耳鼻咽喉科外来
を受診するが喉頭内視鏡検査では見落とされる事も多い。この時点で全例に対して入念な上部
消化管内視鏡検査を行えればよいが、同症状の患者は多く存在するため医療経済的な観点から
現実的ではない。そこで耳鼻咽喉科外来の段階で使用可能な早期下咽頭癌スクリーニングのツ
ールが必要と考えられる。 
 体内の腫瘍は常時崩壊増殖を繰り返しており、体液中には cell free DNA (cfDNA) と呼ばれ
る腫瘍 DNAが微量ながらに存在している。体液からの cfDNA採取は、肉眼的腫瘍そのものか
らの組織採取 biopsyになぞらえて Liquid biopsyと呼ばれている。血液 liquid biopsyは既に実
用化されているが、行うためにはある程度以上の腫瘍体積が必要である。下咽頭を始めとした早
期癌では血中 cfDAN 量が少ないため感度が低くなり実用出来ない。一方、口腔癌では粘液(唾
液)liquid biopsyで癌を早期診断する試みがなされており、実用化に向けた研究が行われている。
唾液中の CTCs、ctDNA、ctRNA、タンパク質などの研究が進んでおり、すでに実用化されてい
るものもある。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
下咽頭には粘液が常時貯留しておりこれを採取すれば口腔癌と同様に cfDNAを採取すること
が可能になると考えられる。今回の研究では下咽頭でも同様に精査可能か検討するための研究
である。下咽頭癌から粘液 liquid biopsy で cfDNA を検出する手法の開発を目的とする。対象は
既に確定診断されている下咽頭癌症例で、唾液、うがい液、下咽頭粘液を採取し、癌細胞特有の
DNA、RNA、タンパク質の発現について精査する。発現を確認できた場合、より確実で、より
簡易な採取方法を模索する。この研究により簡易な検査で下咽頭癌の早期診断が可能になれば、
医療費削減だけでなく、患者の利益、しいては公共の利益に繋がる。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
対象は既に確定診断されている下咽頭癌症例で、まずは腫瘍量が多い進行下咽頭癌を中心に
選択する。下咽頭癌と診断がついた治療前の患者から術前に唾液とうがい液を採取する。下咽頭
喉頭摘出術の最中に咽頭切開の段階で下咽頭に生理食塩水を満たし、その洗浄した生理食塩水
を下咽頭の粘液ごと回収する。術後には切除検体から腫瘍組織と正常組織を採取する。採取した
検体は-80℃で保存する。 
次に採取した唾液、うがい液、粘液洗浄液を遠心分離機（500G,5min,4℃）にかけて上澄み液
を捨て、残った液体 2ml に対して、NucloSpln Blood L を用いて、DNA を精製する。採取した腫
瘍組織と正常組織は NucloSpln DNA RapidLyse を用いて、DNA を精製する。精製した DNA につい
て DNA 量を確認する。 
先行論文を参考に、下咽頭癌で変異の多いがん抑制遺伝子 TP53(17p13.1)の exon2,3、exon4、
exon5,6、exon7、exon8,9 を増幅するための PCR プライマーを注文し、準備する。 
腫瘍組織と正常組織から精製した DNA を準備した PCR プライマーを用いて PCR を行う。PCR に
はタカラバイオ株式会社の PrimeSTAR HS DNA Polymerase を使用する。PCR 条件は 3 step PCR
で熱変性は 98℃10 秒、アニーリングは 55℃15 秒、伸長は 72℃40 秒に設定する。 
PCR で増幅した DNA を電気泳動で想定したサイズかどうか確認する。予定通りのサイズなら、
TP53 の exon2,3、exon4、exon5,6、exon7、exon8,9 は増幅したと考え、DNA シークエンス解析を
施行する。解析ソフトには Benchling を用いて、腫瘍組織と正常組織の DNA 配列を比較して、遺
伝子異常を検索する。 
標的の TP53 から遺伝子異常を認めた場合は異常のあった部位でプライマーとプローブを作成
し、デジタル PCR を用いて、唾液とうがい液、粘液洗浄液から同じ遺伝子異常を認めるか確認す



る。またどの検体で遺伝子異常を多く検出できるか比較検討する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
６名の下咽頭癌患者から術前に唾液、うがい液、術中に下咽頭粘液の洗浄液、術後に検体から
腫瘍組織と正常組織を採取した。２名は TP53 遺伝子の増幅を確認できなかったが、４名は唾液、
うがい液、下咽頭粘液の洗浄液、腫瘍組織、正常組織から TP53 遺伝子の増幅を確認したので、
DNA シークエンス解析を施行した。その中で３名は TP53 遺伝子異常を認めなかった。１名は TP53
の exon8 に異常を認めたため、プライマーとプローブを設計し、デジタル PCR を施行した。その
結果からは唾液、うがい液、下咽頭粘液の洗浄液からは異常な遺伝子は有意に認めなかった。 
問題点は TP53 の exon に遺伝子異常が少なかったことである。他の遺伝子(ALDH2、PIK3CA な
ど)やエピジェネティックな異常があった可能性が推測される。遺伝子増幅ができなかった検体
はプライマー領域に変異があった可能性もある。このことから予想以上に遺伝子変異部分が多
岐にわたっており、スクリーニングとして遺伝子変異を検査することが困難であることが判明
した。そして検体採取に関しても課題が多い。検体を採取するにあたり、うがい液を採取したが、
人によって咽頭までうがい液が届く人と、全く届かない人が存在し、検体採取に関しても改良す
べき点がある。また検査数が少なくなってしまったのは、コロナ感染が蔓延し、一時手術が中止
となったため、６名以上の検体が集まらなかったことが大きい。 
今後は下咽頭癌スクリーニングのためには遺伝子検査ではなく、癌特有のタンパク質などス
クリーニングしやすい別の物質で評価することも検討している。また検体採取に関してもうが
い液では個人差が出てしまうので、より簡便で個人差の出ない検体採取方法も検討し、今後の課
題としたい。 
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62
 １．著者名



2020年

2020年

2020年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第30回日本頭頸部外科学会

第121回日本耳鼻咽喉科学会総会

第100回日本消化器内視鏡学会総会

第43回日本頭頸部癌学会

 ３．学会等名
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 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名
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Nivolumab投与での 有効症例と有害事象症例
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