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研究成果の概要（和文）：本邦における肺がん検診は，胸部X線検査，喀痰細胞診が，また欧米では，低線量CT
が行われているが，その検出精度はばらつきが多い。その理由として，それら検査には読影や細胞診という訓練
された医師や技術者の介入が伴うためである。本研究は喀痰中の腫瘍由来Free核酸から腫瘍特異的変化であるメ
チル化DNAの検出を精確かつMechanicalに行う技術の開発を行い，現状の肺がん検診ツールのイノベーションを
試み，喀痰から短時間に76CpGサイトのメチル化の有無を検出可能なシステムの構築を行い，２つの独立したコ
ホートの解析を行い，その各々のROC曲線のAUCが0.93以上という極めて高い精確性と再現性を得た。

研究成果の概要（英文）：In Japan, chest X-ray and sputum cytology examination are recommended to 
lung cancer screening, and in western countries the low dose CT is recommended. However, the 
accuracy to screen lung cancer is varied widely for the reasons that skills of trained physicians 
and technicians for chest X-ray, low dose CT and sputum cytology examination are also varied. In 
this study, we developed a technique to accurately and mechanically detect the tumor-specific 
alteration, such as aberrant DNA methylation observed on tumor-derived free nucleic acid in sputum 
and tried to innovate the current lung cancer screening tool based on analyzing methylation status 
in 76 CpG. We analyzed two independent cohorts by our new developing assay and obtained extremely 
high precision and reproducibility with AUC of each ROC curve being 0.93 or more.

研究分野： 複合領域
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がん検診の有効性を評価するための指標

は言うもでもなく死亡率減少効果である。大
腸がん検診では，便潜血反応検査に死亡率減
少効果を示す十分な証拠が認められる
[Shaukat A et al, NEJM 2013]。もちろん，
S 状結腸内視鏡検査や全大腸内視鏡検査，注
腸 X線検査も死亡率減少効果を示すが，検査
に伴う不利益が無視できないため集団とし
て実施するには勧められないとされている
[有効性評価に基づく大腸がん検診ガイドラ
イン]。 
 一方，肺がん検診であるが，非高危険群に
対しては胸部Ｘ線検査，高危険群に対しては
胸部Ｘ線検査と喀痰細胞診併用法が推奨さ
れているが，これら検査が死亡率減少効果を
十分示す証拠は認められていないのが現状
である[有効性評価に基づく肺がん検診ガイ
ドライン]。 
 米国では 55～74 歳の高危険群を対象とし
たランダム化比較試験（NLST; National Lung 
Screening Trial）の結果，低線量 CT による
肺がん検診により肺がん死亡を減少させる
ことが示され，2013年にはThe US Preventive 
Services Task Force (USPSTF)が，危険群に
対する低線量 CT による肺がん検診を推奨し
た[Douglas E et al. JAMA Intern Med. 2014]。 
 本邦でも同様の対象者に同様の検診を提
供することにより，受診者を肺がんから救命
できる可能性が十分に期待されるが，偽陽性
率が高いこと，過剰診断が生じること，精密
検査の過程で死亡を含む重篤な合併症をき
たすことなどの不利益に対し十分注意が必
要である。 
 また，低線量 CT による肺がん検診では，
通常線量と比較して病変の検出率の低下を
きたさない画質を担保できる低線量での CT
を撮影し，得られた画像を正しく判断するた
めには，一定以上の技能・実績・能力を備え
た放射線技師，読影医，およびこれら検診シ
ステムを支える適切な施設が必要である。 
 したがって，本邦で CT による肺がん検診
を行なった場合にも NLST と同様の結果を得
ることができるかどうかは必ずしも明らか
ではないことを理解する必要がある。 
  胸部Ｘ線検査，喀痰細胞診，そして低線量
CT による肺がん検診すべてに共通する解決
すべき問題点は，得られた画像の読影，細胞
診をある一定以上のクオリティーを持って
行うことのできる技能・実績・能力を備えた
放射線技師，読影医，臨床検査技師，病理医
およびこれら検診システムを支える適切な
施設が必要となることである。また，例え，
それら設備を整えたとしても，判断を人が行
う以上，結果にばらつきが生じることは否め
ない。 
 便潜血反応検査は，非侵襲的であり，出血
の有無を機械的に感知する。このため，その
判定にばらつきは少なく，早期癌や前癌病変

への感度が低くてもその低侵襲性・利便性・
再現性から，大腸がん検診において，十分な
死亡率減少効果を示してきた。便潜血反応検
査の弱点を解決する方法として,癌細胞に特
異的に認められる遺伝子変異を便から検出
する方法の開発が行われており，コストや検
出手技の煩雑さはあるが，便潜血反応検査よ
りも高感度に大腸がんや大腸腺腫を検出可
能であることが米国の多施設共同大規模試
験にて示されている[Imperiale TF et al. 
NEJM. 2014]。 
 研究代表者らは，高精度非侵襲的がんスク
リーニング法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
（High-Sensitive Assay for Bisulfite DNA; 
Hi-SA）の開発を行なってきた。その結果，
便から癌細胞由来のメチル化DNA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た
[Nagasaka T et al, JNCI 2009]。研究代表
者らは現在までに，多施設の各消化器癌手術
予定患者及び消化管内視鏡施行された健常
人の便検体/肺切除予定患者から得られた喀
痰検体の解析を行い（基盤研究 B: 課題番号
23390323）， 
A) 便検体および喀痰検体に対する保存液の
開発（現在，2 年以上保存した検体からも解
析可能） 
B) 便潜血反応と同等量の微量の便検体およ
び喀痰から癌細胞由来メチル化DNAを精製す
ることなく直接Bisulfite変性を行いメチル
化 DNA の検出を可能とする技術の開発 
C) 消化器癌だけなく肺癌においても高頻度
にメチル化される 4 遺伝子プロモーター8 領
域の同定 
を行い，その技術を便・喀痰検体の解析に応
用し，良好な結果を得てきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では，多施設の肺切除予定患者およ

び 55～74 歳の高危険群から得られた喀痰検
体を用い，NGS （Next Generation Sequencer）
や蛍光・磁気マイクロビーズを用いた検出技
術（xMAP/MAGPIX）を取り入れた Automatic
新期肺がん検診ツールのイノベーションを
行い，その検診ツールとしての精確性の検証
も併せて行う。 
 
３． 研究の方法 
① 喀痰から DNA 精製を経ることなく Direct
に Bisulfite 変性し，Multiplex PCR にて増
幅 を 行 う One Tube Method の 確 立
（Mechanization） 
 図 1に One Tube Method を示す。 
 
② Methylation Score の連続数化による検
出手法の開発（Continuous Valuation） 



図 2は Hi-SA法による実際の解析例を示す。
喀痰内に含まれる微量な Free 核酸を増幅す
るため，増幅にばらつきが認められるが，解
析回数を増やすことにより，増幅やメチル化
の有無の再現性は向上する。特に，興味深い
傾向としては，メチル化が実際に強く認めら
れ，何度解析してもメチル化が認められる場

合と，メチル化の出現が不安定な場合が認め
られることである。このばらつきに対しては，
解析数を増していくと，MSのばらつきは安定
する。この様な現象は図3に示すようにDense
または Spotted Methylation の状態を表して
いるのではないかと我々は考察している。
Spotted Methylation の状態なら，数回に 1
度，メチル化が検出されるのに対し，Dense 
Methylation の状態では常にメチル化が検出
されることが推定される。このような場合，

NGSで用いられるDepthsの概念を導入するこ
とにより，Dense Methylation と Spotted 
Methylation の差を検出することが可能なシ
ステムの開発することができると考えられ
る。また，PCR 産物内の CpG すべてのメチル
化 status を検出することによっても，Dense
と Spottedの差を検出することが可能である。
本研究では，この 2つの方向性を検出できる
システム(xMAP/MAGPIX-Hi-SA)の開発を行う。 
xMAP/MAGPIX- Hi-SA の開発を行った後に，

One Tube Method を用い,喀痰検体の解析を 2
つの方法で引き続き行う（今まで通りのキャ
ピラリーシーケンサーで判定する方法
[Hi-SA]と xMAP/MAGPIX-Hi-SA 法）。 
 
４． 研究成果 
① One Tube Method の確立（Mechanization） 
Methylation Score の 連 続 変 数 化

（Continuous Valuation）と臨床検体を用い
た検出力の検討現行の 8 マーカーPCR 産物内
には，計 76 CpG sites が存在する。その76 CpG 
sites の メ チ ル 化 status の 検 出 を
xMAP/MAGPIXで行えるように合計52プローベ
を用い検出可能となるように開発を行った。
図 4 は SFRP2 遺伝子プロモーター領域の CpG 
site のメチル化検出プローブの設定を提示
する。同様の設定を 8つの増幅領域に含まれ
る CpG サイトすべてに行い，Multiplex PCR
の設定を行った。 
② Methylation Score の連続数化による検
出手法の開発（Continuous Valuation） 
a) Validation set を用いた解析 

合計209例の喀痰（141例が肺がん患者，68
例が肺がん非担癌者）をValidationグループ
として解析を行った。このValidationグルー
プから得られた喀痰を用い，One Tube Method
にて喀痰からBisulfite DNAを抽出した。この
DNAを鋳型にPCRを施行。まず，我々が以前か
ら行っていた制限酵素を用いメチル化を検出
するHi-SA法にて喀痰中のメチル化DNAの解析
を行った（Methylation Scoreは0-8となる。2
回解析を行ったため, Methylation Scoreは
[0-8]x2=[0-16]の値を得ることになる）。冷凍
保存されているこれらValidationグループの
喀痰を，One Tube Method→Multiplex PCR→
xMAP/MAGPIX-Hi-SAにて解析した。xMAP/MAGPIX
を用いた喀痰中メチル化DNAの詳細な検出による
肺がん患者の検出精度を，ROC曲線にて検討を行
った結果を示す(図5)。図4にて示したように
，合計8個のCpGサイトのメチル化の有無の検
出に比し，合計76個のCpGサイトのメチル化の



有無の検出（すなわちDense methylationの検
討）を行うことにより，同一の喀痰を用いた
場合，AUC＝0.76393から0.94399と著しく肺がんに
対するスクリーニングの精確性の改善が認められ
た。 
b) TEST set を用いた解析 
呼吸器内科にて気管支内視鏡予定患者の検

査施行前の喀痰の採取を開始。岡山大学学内
IRBにて承認を受け，呼吸器内科の協力の元，
平成29年2月までに144例の気管支内視鏡患者
の検査施行前の喀痰を採取。また，胸部CTに
て異常所見を認めない肺がん非担癌者58例の
喀痰も採取。合計202例をTESTグループと定義
し，①②にて最適化されたxMAP/MAGPIX-Hi-SA
をTESTグループに用い検討を行った。厳密な
再現性および研究の独立性を担保するために
，喀痰検体をそのまま，研究協力機関であるG&G
サイエンス社に輸送し，One Tube Method→
Multiplex PCR→xMAP/MAGPIX-Hi-SAの工程を
G&Gサイエンス社研究員にて行っていただき，その
結果を解析したところ，驚くべき検出能力の再現
性が認められた（図6）。 
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