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研究成果の概要（和文）：リキッドバイオプシーを用いてセルフリーDNAを高感度かつ高精度で分析する技術が
競って開発されている。頭頸部癌においては、免疫チェックポイント阻害薬の登場で化学療法の選択肢が増え、
薬剤耐性に関連する可塑性 (plasticity)や不均一性(heterogeneity)を備えた癌細胞の病態の経時的分析が、個
別化医療の鍵になると考えらる。申請者はHPV関連中咽頭癌のcfDNAからのHPV検出に加え、治療前後から再発転
移を含む経時的な臨床経過との関連を報告した。しかし、HPV非関連癌のリキッドバイオプシーへの応用はなさ
れていない。今回、HPV非関連頭頸部癌のバイオマーカーを確立したいと考えた。

研究成果の概要（英文）：Techniques for analysing cell-free DNA with high sensitivity and accuracy 
using liquid biopsy are being developed competitively. In head and neck cancer, the advent of immune
 checkpoint inhibitors has increased the number of chemotherapy options, and the analysis of the 
pathology of cancer cells over time, with their plasticity and heterogeneity associated with drug 
resistance, is considered to be a key to personalised medicine. The applicant reported HPV detection
 in cfDNA of HPV-associated mesopharyngeal carcinoma, as well as its association with the clinical 
course over time, including recurrent metastases from before and after treatment. However, this has 
not been applied to liquid biopsy of HPV-unassociated cancers. In the present study, we wanted to 
establish a biomarker for HPV-unrelated head and neck cancers.

研究分野：頭頸部癌

キーワード： クリニカルシーケンス　リキッドバイオプシー　腫瘍循環細胞　セルフリーDNA　個別化医療　上皮間葉
移行　薬剤抵抗性　原発不明癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再発・転移を有する進行頭頸部癌において、従来の殺細胞性抗癌剤・分子標的薬に加えて免疫チェックポイント
阻害薬が加わったことで薬剤シーケンスの選択の幅が大きく広がった。それに伴い効果判定基準も従来の腫瘍縮
小効果に基づいたRECIST ver.1.1から免疫療法の異型反応を捉えて評価するimmune RECISTが提唱されるなど基
準が複雑化している。そのため腫瘍の再発を含めた病勢や化学療法の効果・予後予測を判定する明確なバイオマ
ーカーの確立が求められている。今回、エピジェネティックス変化をとらえることでことで病態・治療効果・予
測に関わるHPV関連・非関連頭頸部癌のバイオマーカーを確立したいと考えた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
再発・転移を有する進行頭頸部癌において、従来の殺細胞性抗癌剤・分子標的薬に加えて免疫
チェックポイント阻害薬が加わったことで薬剤シーケンスの選択の幅が大きく広がった。それ
に伴い効果判定基準も従来の腫瘍縮小効果に基づいたRECIST ver.1.1から免疫療法の異型反応
を捉えて評価する immune RECISTが提唱されるなど基準が複雑化している。そのため腫瘍の
再発を含めた病勢や化学療法の効果・予後予測を判定する明確なバイオマーカーの確立が求め
られている。今回、リアルタイムなエピジェネティックス変化をとらえるモニタリング法を開発
することで病態・治療効果・予測に関わるHPV非関連頭頸部癌のバイオマーカーを確立したい
と考えた。 
２．研究の目的 
頭頸部扁平上皮癌の個別化治療アプローチを改善するために、新しいバイオマーカーが早急
に必要とされている。グローバルな DNAの低メチル化は、多段階の発がんにおいて広範な機能
を有しており、long interspersed nucleotide element-1（LINE-1）の低メチル化は、レトロトランス
ポゾン活性の亢進やゲノムの不安定性に関連している。 
レトロトランスポゾン活性の亢進とゲノムの不安定性の誘導に関連している。LINE-1 の発現
が、上皮間葉移行（EMT）の過程と転移の発生を活性化について関連性について報告されている。
しかし、頭頸部扁平上皮癌における LINE-1の低メチル化とその再発・予後に関する情報は、こ
れまで報告されていない。 
本研究では、LINE-1の低メチル化が無病生存率（DFS）の低下と関連し、HPV 非関連頭頸部
癌である口腔癌において重要なイベントであることを示した。さらに、本研究は、5-hmCレベル
の蓄積亢進がグローバルな LINE-1低メチル化レベルと逆相関することを明らかにし、頭頸部扁
平上皮癌におけるグローバルな低メチル化の制御に関する基本的な知見を提供した。最後に、新
規 ctDNA ベースのエピジェネティックマーカーを同定し、口腔癌の診断と予後を効率的に改善
する能力を証明するために実施した検証研究の結果を報告する。 
 
３．研究の方法 
①腫瘍サンプル 

317 サンプルの原発性頭頸部扁平上皮癌組織と 225 サンプルの正常組織から手術中に得られ
た。全患者は浜松医科大学耳鼻咽喉科で治療を受けた。すべての患者は、当院の施設審査委員会
（Institutional Review Board）で承認されたプロトコールに基づき、書面によるインフォームド・
コンセントを得た（承認コード： 25-149）。患者の平均年齢は 65.8 歳（32～92 歳）であった。
患者のうち、男性は 261人、女性は 56人であった。原発腫瘍部位は、喉頭（n=64）、下咽頭（n=87）、
中咽頭（n=68）、口腔（n=98）であった。 
②バイサルファイト修飾処理と定量的リアルタイムメチル化・非メチル化 PCR 
 QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN）を用いて新鮮組織からゲノム DNAを抽出した。MethylEasy 
Xceed Rapid DNA BisulfiteModification Kit（TaKaRa）を用いて、重亜硫酸ナトリウム変換を行っ
た。LINE-1遺伝子ならびに他遺伝子の定量的リアルタイムメチル化・非メチル化 PCRのプライ
マー配列を表１に示す。 

EpiScope Methylated HCT116 gDNA（TaKaRa）および EpiScope® Unmethylated HCT116 DKO 
gDNA（TaKaRa）の 5つの連続希釈標準溶液をプロットすることにより、定量的リアルタイムメ
チル化および非メチル化 PCR (Q-MSP および Q-UMSP） の標準曲線を作成した。正規化メチル
化値（NMV）は以下のように定義した： NMV＝（TSGs-S/TSGs-FM）/（ACTB-S/ACTBFM）。こ
こで、TSGs-Sおよび TSGs-FMは、それぞれサンプルおよび普遍的にメチル化された DNA中の



TSGs メチル化レベルを表し、ACTB-S および ACTB-FM は、それぞれサンプルおよび普遍的に
メチル化された DNA 中の β-アクチン（ACTB）レベルに対応する。既知量の LINE-1 メチル化
DNA分子と非メチル化 DNA分子を用いて、絶対標準曲線を作成した（それぞれ、y = - 6.125 * 
log(x) + 26.54 および y = - 2.765 * log(x) + 21.19）。メチル化または非メチル化 LINE-1配列コピ
ー数は標準曲線から推定した。メチル化率は、メチル化分子と非メチル化分子の合計との比［非
メチル化コピー数／（メチル化コピー数＋非メチル化コピー数）］として定義した。 
③5-hmC定量用酵素結合免疫吸着アッセイ 
 ゲノム DNAの 5-hmC含量は、Quest 5-hmC DNA enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit
（Zymo Research）を用いて測定した。アッセイは、製造元の説明書に従い、1ウェルあたり 100 
ngの DNAを負荷し、4μg/mLの抗 5hmCポリクローナル抗体を用いて行った。430nmの吸光度
を SynergyH1 マイクロプレートリーダーと Gen5 ソフトウェア（Bio- Tek）を用いて測定した。
5-hmC の量は、キットのコントロールを用いて作成した標準曲線に基づいてパーセンテージと
して計算した。 
 ゲノム DNAの 5-hmC含量は、Quest 5-hmC DNA enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit
（Zymo Research, Irvine, CA, USA）を用いて測定した。アッセイは、製造元の説明書に従い、1ウ
ェルあたり 100 ngの DNAを負荷し、4μg/mLの抗 5hmCポリクローナル抗体を用いて行った。
430nmの吸光度をSynergyH1マイクロプレートリーダーとGen5ソフトウェア（Bio- Tek, Winooski, 
VT, USA）を用いて測定した。5-hmCの量は、キットのコントロールを用いて作成した標準曲線
に基づいてパーセンテージとして計算した。 
④リキッドバイオプシー 
治療前後に得られた ctDNAを用いて、5人の OCC患者からなる検証試験で LINE-1の低メチ
ル化レベルを検証した。4.0mL の血漿検体から ctDNA を分離し、製造者の指示に従って磁気ビ
ーズに親和性で結合させた（QIAamp MinElute ccfDNA Kit, QIAGEN)。末梢血サンプル（各 10mL）
を細胞安定化チューブ（Cell-Free DNA Collection Tube, Roche, CA, USA）に採取した。 
 
４．研究成果 
①頭頸部扁平上皮癌腫瘍検体における LINE-1低メチル化レベルの分布。 

LINE-1 低メチル化レベルの分布と臨床病理学的因子。A) LINE-1 低メチル化レベルの部位別
比較。左の列の数字は症例番号（1-317 と表示）を表し、棒グラフは 317 症例中の LINE-1 メチ
ル化低下レベルを示している。B) 塗りつぶしたボックスと開いたボックスは臨床病理学的鑑別
を示す。C) Studentの t検定による様々な原発群における LINE-1メチル化レベルの比較。（図 1）
*p < 0.05, **p < 0.01 

  



②LINE-1低メチル化レベルと臨床病理学的因子との関連。 
A）喉頭がん：LINE-1メチル化低下レベルと年齢、および LINE-1メチル化低下レベルと腫瘍
の大きさの間に統計学的に有意な差が認められる。 

B) 下咽頭がん：いずれの臨床的特徴においても差は認められない。 
C) 中咽頭がん：LINE-1 メチル化低下レベルと HPV の状態（陽性と陰性）の間に統計学的に
有意な差が認められる。 

D) 口腔がん：LINE-1ハイメチル化レベルと再発イベント（陽性と陰性）の間に統計学的有意
差が認められる。平均値と標準偏差も示した。*P < 0.05 

③LINE-1の低メチル化レベルに応じたカプランマイヤー生存曲線。 
A) 317症例の無病生存率（P = 0.626）。B) 口腔がん（n = 98; P = 0.038）。*P < 0.05 

 
 



④頭頸部扁平上皮癌原発組織における 10
個の癌抑制遺伝子の 5-hmC レベルおよび
メチル化インデックス（MI）と LINE-1低
メチル化レベルの比較。 
A) 177症例の頭頸部扁平上皮癌における5-
hmCレベルと LINE-1高メチル化レベルの
スピアマン順位相関（R2 = 0.0929, P < 
0.001）  
B) 頭頸部扁平上皮癌患者における 5-hmC
レベルと LINE-1 高メチル化レベルの相関
（Studentの t検定; P = 0.006）。 
C) 10個の癌抑制遺伝子におけるLINE-1の
低メチル化レベルとプロモーターのメチ
ル化の分布。網掛けボックスはメチル化の
存在を示し、オープンボックスはメチル化
の無しを示す。 
D) 頭頸部扁平上皮癌患者における MI と
LINE-1 メチル化低下レベルの相関（P = 
0.0003）。異なるグループの遺伝子メチル化
率は Student's t-testを用いて比較した。**P 
< 0.01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤原発性口腔がん検体と治療前後のペアになった ctDNA 検体における LINE-1 低メチル化レベ
ルの検証解析。原発性サンプル、マッチさせた正常粘膜サンプル、治療前と治療後に分離した
ctDNAの 5つの DNA標本における LINE-1ハイメチル化レベルの比較。*P < 0.05 
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