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研究成果の概要（和文）： 

独自に同定した胃癌特異的メチル化遺伝子 CDO1 を用いて微量癌細胞診断を試みた。CDO1

の癌組織における異常の頻度は高く、これまでわれわれが同定していた HOPX, Reprimo より

有望なマーカーと考えられた。30例の洗浄細胞診検体を用いて HOPXメチル化を検討した結

果腹水癌細胞の検出ができなかっため、CDO1を標的とした癌検出を試みた。CDO1を用いた

微量癌細胞の検出の検討では 1000 分の 1の陽性細胞の存在は検出可能であり、またその感度

は血液中の微量癌細胞の感度としては進行癌の 30%程度でありこれまでの検出感度を超えな

いことが判明した。よって、癌細胞の鋭敏な感度の検討として nested PCR や DNA 抽出条

件の改良が必要であることが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
We have identified cancer-specific methylation genes as HOPX, Reprimo, and CDO1.  HOPX 
was not detected in peritoneal fluids of advanced gastric cancer, so we started to examine 
CDO1 potential for minimal residual disease.  CDO1 could be detected for cancer cells 
with CDO1 methylation by 1/1000 dilution.  Plasma of cancer patients showed poor quality 
of DNA, because sensitivity of beta-actin exhibited so.  DNA detection in plasma of cancer 
patients showed in 30% of advanced gastric cancer, shiwh is similar with classical tumor 
marker.  So, we think that novel device is required for clinical application of DNA 
methylation by nested PCR or acquisition of good quality DNA. 
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１．研究開始当初の背景 

 癌では Epigenetic な遺伝子変化の一つと

して遺伝子プロモーター領域 CpG アイランド

の cytosine メチル化が生じている。癌特異

的に生じる cytosine メチル化は癌抑制遺伝

子のプロモーターに特徴的に認められ、癌組

織でのメチル化頻度の高い遺伝子は癌検出

マーカーとして体液診断に威力を発揮する

と考えられる。われわれは独自に HOP/OB1/ 

NECC1 遺伝子のメチル化の食道扁平上皮癌に

おける臨床的意義を明らかにし、胃癌におい

ても臨床的意義を検討してきた。HOP はこれ

までに報告されている胃癌の既存癌抑制遺

伝子 DNA メチル化の中で、Reprimo とともに

もっとも高頻度に癌特異化メチル化を示し、

胃癌の体液診断に特に有用な Biomarker であ

ると考えた。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、胃癌の腹膜微小存在診断

の感度を現在の細胞診レベルから DNAレベル

に上げることにある。われわれは、独自の方

法で同定した HOPX 遺伝子が胃癌において高

いメチル化頻度を示し、その癌特異性も高い

ことを示してきた。これまで同様に高頻度メ

チル化が報告されている 10 個のメチル化遺

伝子と比較しても HOPX は最も優れたバイオ

マーカー候補であり、それ以外に Reprimo も

次点に良い遺伝子であることが証明されて

いる。今後これからのメチル化バイオマーカ

ーを組み合わせ、高い頻度で微量癌細胞存在

診断を達成していくことが本研究の目的で

ある。 

 具体的には胃癌の正確なステージ診断能

を上げるため腹水洗浄細胞診の微量癌細胞

検出法の開発を目的として研究を企画した。

微 量 癌 細 胞 由 来 の DNA の メ チ ル 化 を 

Methylation specitic PCR(MSP) を用いて調

べ、その臨床的意義を明らかにする。これま

で DNA 定量の意義を明らかにするために、

Real time PCR の感度を確認し、検体からの

DNA を抽出することに成功している。その結

果、感度としては 1000 分の 1 程度の微量癌

細胞を検出できることが可能となったこと

を明らかにし、また DNA 検体としては 100 例

分の bisulphite 処理が行われた。PCR をかけ

て検出率および臨床的意義を明らかにする

ことを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

(1)2009から2012年度の研究期間中に開腹手

術を受けるすべての胃癌の開腹あるいは腹

腔鏡下手術症例を対象とする。また、コン

トロールとして良性疾患－胆石症、クロー

ン病、潰瘍性大腸炎でも開腹手術症例の場

合は検体を集積する。検体採取例は全例細

胞診に提出しその結果を得る。具体的には

200ml の生理食塩水を上腹部に投与しその

後 head up にして douglas に貯留した洗浄

液を 100ml 集める。これを 50ml ずつにわけ

て一方を DNA 診断にあてる。進行胃癌 300

例、早期胃癌 100 例、良性疾患 50 例を目標

とする。 

 

(2)洗浄液は回収して DNA を抽出する。回収

後は－80 度にいったん凍結保存し DNA 抽出

時に再度融解する。洗浄液に存在する細胞

由来の DNA を中心に集めるため、融解した

洗浄液は遠心して細胞成分を沈殿させ上清

は破棄する。細胞成分から DNA を抽出する。



DNA に関しては QIAamp DNA Mini 

Kit(QUIAGEN)を用いる。 

 

(3)抽出した DNA を 2マイクログラム用いて、

buislfate 処理を行う。Wizard DNA clean up 

kitで生成した一本鎖DNAを得PCR解析まで

－80 度で冷凍保存する。PCR 解析の際は

plate ごとに同じ陽性コントロール、陰性コ

ントロールを置くようにする。 

 

４．研究成果 

(1) メチル化遺伝子としては前述の理由か

ら HOP/OB1/NECC1 ではなく CDO1 を用いた。

CDO1 遺伝子の陽性コントロールは DLD1、

陰性コントロールは HepG2 とし、DLD1 を

用いてメチル化レベルを標準化した。 

 

(2) DLD1 を倍数あるいは 10 倍数希釈し検出

感度の限界を測定したところ、1000 倍が限

界感度であることが判明した。用いた検出

用は TaqMan MSP を利用した Real time 

PCR であった。 

 

(3) 進行癌 50 例の検討で、beta-actin の検

出レベルが細胞株由来の DNA より 10 倍か

ら 100 倍低いことが判明した。これは血漿

中の DNA が degradation 産物など由来の

ため感度が低くなっていることを示唆する。

したがって、より多くの DNA を用いて 

Nested PCR で癌由来 DNA を増幅させて後 

TaqMan MSP を応用することがふさわしい

と考えられた。実際に進行癌における CDO1

メチル化 DNA の検出感度は 30%程度にとど

まり、古典的腫瘍マーカーの感度を超えな

いことが判明した。 

 

(4)現在血漿を 8ｍｌ採取して DNA を抽出す

る DNA 大量抽出法を用いた血液分析に向け

て倫理委員会に申請中である。 
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