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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、含嗽液を試料として前癌病変に特異的なメチル化異常を示す癌抑制
遺伝子群を同定し、 それらを用いた早期口腔癌検出システムを構築することである。白板症患者と口腔健常者
から含嗽液を採取し、解析により抽出された遺伝子の異常メチル化を指標として白板症診断の精度を検討したと
ころ、感度98%、特異度94%であった。結果より含嗽液による癌抑制遺伝子異常メチル化の検出は白板症を含む口
腔癌前癌病変の非侵襲的なスクリーニング法として有効である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to find oral precancerous lesion-specific 
aberrant DNA methylation, and to establish the screening tool for the early detection of oral 
cancer/precancer. Gargle fluid samples were obteined from patients with leukoplakia and healthy 
subjects. Using selected cancer-related genes, the sensitivity and specify for oral precancer 
detection is 98% and 94, respectively.  This novel method using aberrant DNA methylation might be 
useful for noninvasive screening for the patients with oral cancer/precancer.

研究分野： 口腔外科
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1. 研究開始当初の背景 
【口腔癌における1次癌検診の必要性とオー
ダーメイド癌予防医療】 
 口腔癌は初期には自覚症状が乏しく、早期
発見という点では必ずしも満足できる現状に
ない。また救命し得たとしても、生活に不可
欠な咀嚼・嚥下・構音といった機能を持つ口
腔の癌治療は重篤な後遺障害が残る場合も多
い。そのため、口腔癌における早期発見の意
義は生存予後と機能温存の両者の観点から極
めて重要である。しかし口腔癌には、大腸癌
の便潜血検査や胃癌のバリウム検査などのよ
うな、比較的良好な感度と特異度を有する1
次検診法が確立されていない。また近年、患
者安全性などの観点から、医学的検査には尿、
呼気や分泌体液などを用いた非侵襲的かつ簡
便な方法が求められている。 
 そこで我々は、口腔癌における非侵襲的な1
次検診法の確立を目標として研究を進めるな
かで、検査の試料としてうがい液を選択した。
うがい液を選択する利点は下表１に示す通り
である。 
 一方、口腔癌でも既に多くの遺伝子のDNA
メチル化異常が報告されている。本研究では
検出マーカーとして、下表2の理由からDNAメ
チル化に着目した。  

 これら表１・２に掲げる理由から、「うが
い液」を用いて「DNA メチル化異常」を検出
する本法は、大規模スクリーニングや家庭用
検査としてはまさに理想的な非侵襲的検査
法である。さらに本法は既に被験者に蓄積さ
れている癌抑制遺伝子の異常を評価できる
ため、病変検出のみならず、将来の罹患リス
クをも判定できる可能性を有する。また個人
のエピゲノム情報に基づいた発癌予測シス
テムへの応用が期待でき、近年の癌医療の風
潮である「オーダーメイド癌予防医療」の確
立に寄与しうる。 
【これまでの研究成果】  
 まず我々は、それまで報告のなかった「う
がい液からエピゲノム異常を検出するプロ

トコル」の確立に着手し、下図 1の方法を用
いて少量のうがい液から DNA メチル化・ヒス
トン修飾・遺伝子発現を包括的に検出しうる
ことを初めて示した。また口腔癌症例のうが
い液から CDKN2A 遺伝子のエピゲノム異常を
高頻度に検出した。(J Oral Maxillofac Surg 
70:1486-94, 2012.) 

 
 次に口腔癌群と健常者群からうがい液を
採取し、13種類の癌抑制遺伝子の異常メチル
化を検討し、その口腔癌検出法としての有用
性を検討した。候補遺伝子のうちE-cadherin
、TMEFF2、RARβ、MGMT、FHIT、 WIF-1、p16
の異常メチル化が健常者に比べ口腔癌群で
高頻度に認められた。さらに検査ツールとし
ての精度を検討したところ、4種の遺伝子を
組み合わせた診断法が非常に高い感度と特
異度で口腔癌を検出し得た（下表3）。（Cancer 
118: 4298-308, 2012） 

 
２．研究の目的 
 以上の背景および研究成果より、本研究は
口腔前癌病変に特異的なDNAメチル化異常を
検討し、発癌超早期または発癌前に起こる癌
抑制遺伝子のDNAメチル化異常を同定するこ
とで、口腔癌ハイリスク群のスクリーニング
法および発癌予測システムの開発へ寄与する
ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
【メチル化特異的MLPA法 (MS-MLPA) を用い
た実験系の確立】 
 被験者に生理食塩水20mlを30秒含嗽させ、
全量採取する。生理食塩水での洗浄と遠心分
離を２回繰り返しペレットにし、以後の使用



まで-80℃に保存した。ペレットから市販キッ
トで DNA を抽出し、MS-MLPA KIT(MRC-Holland
社)を用いて癌抑制遺伝子のメチル化状態を
検索した。プローブセットは癌抑制遺伝子が
26 種含まれる ME001-C1 Tumor suppressor-1
を用いる。ハイブリダイゼーション、ライゲ
ーション後 PCR を行い、 3130 Genetic 
Analyser (ABI 社)を用いてフラグメント解析
し、Gene Mapper (v4.1、ABI 社)を用いてピ
ークエリアを算出し、２６種の遺伝子の DNA
メチル化状態を一期的に定量化した。 
【被検者からの含嗽液の採取とメチル化状態
の検出】 
 口腔内に病変がないことを確認した口腔健
常者、および鹿児島大学病院口腔外科にて生
検/切除され組織学的に確定された白板症症
例から、生理食塩水 20ml を 30 秒含嗽させ全
量採取した。また抽出された DNA を用いて
MS-MLPA 法により癌抑制遺伝子群のメチル化
解析を行い、データベース化して前癌病変群
の対照とした。 
【前癌病変に特異的なメチル化異常の選定】 
 統計処理を行い前癌病変群と健常群との相
違を検討した。まず、２６種の遺伝子ごとに
両群間の DNA メチル化を Mann-Whittney U 検
定にて比較した。また MLPA 法はメチル化状態
を定量的にアウトプットするため、メチル化
異常の｢あり/なし｣のカットオフ値を ROC 解
析 (Receiver Operatorating Characteristic、
受信者動作特性解析) にて決定した。各症
例・各遺伝子のメチル化をカットオフ値によ
り｢あり/なし｣の２変量に数値化し、両群間の
差異をカイ２乗検定にて評価した。これによ
り有意差を認めた遺伝子を前癌病変検出ツー
ルの候補遺伝子とした。 
【病変検出ツールとしての評価】 
 上記により得られた候補遺伝子を用いた前
癌病変検出法の有用性を評価した。まず、得
られた結果の前癌病変検出に対する感度およ
び特異度をロジスティック回帰モデルにて検
討した。また、診断精度の指標として AUC 
(area under the curve 、ROC曲線下面積)を
算出した。 
 
４．研究成果 
 検討した26遺伝子の中のうち7種の遺伝子
（RASSF1、DAPK1、CD44、BRCA2、FHIT、CDKN2A、
及び HIC1）に AUC 値＞0.8 の結果が得られ、
マーカー候補とした。これらの遺伝子の異常
メチル化の状況を右図に示す。図の通り、健
常者と白板症患者の間にメチル化プロファイ
ルの明らかな相違を認めた。 
 次にそれぞれの遺伝子メチル化を用いた際
の白板症の診断精度を次表に示す。表の結果
から明らかな通り、いずれの遺伝子のプロモ
ーター領域の DNA も、健常群と白板症群とを

単独で有意に識別し得ることが確認された。
その中でも、感度及び特異度を考慮すると、
いずれも 80％以上である RASSF1、CD44 及び
BRCA2 の 3 種の遺伝子が特に有用であること
が明らかとなった。 

 
 次に、RASSF1、FHIT、DAPK1、CD44、BRCA2
を用いたロジスティック分析を行い、下記の
式： 
fm=0.6615648xRASSF1+0.2922162xFHIT+0.188
5340xDAPK1+0.5206504xCD44+0.5737340xBRCA
2 を得た。 
 これによる白板症群及び健常群でそれぞれ
不一致は 1 例のみであり、感度は 98.2%、特
異度は 94.7%と非常に高い検出精度を得るこ
とができた。以上より、うがい液を試料とし
て DNA のメチル化をマーカーとして、口腔癌
のみならず前癌病変をも高精度に診断するこ
とが可能であった。 
 うがい液は非侵襲的で安価かつ簡便に採取
できることから、検査のための理想的な試料
であり、一般的な健康診断の評価項目に含め
ることもできる。また、DNA メチル化の異常
は病変の早期や発症前から見られることから、
口腔癌の早期検出及び発癌リスクの評価が可
能となり、被験者自身が発癌リスクを認識す
ることで、生活習慣の改善や予防医療に貢献
することができると思われた。 
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〔雑誌論文〕（計 6件） 

異常メ チル化を 指標と し た白板症の検出精度  

遺伝子 症例群 非メ チル化 メ チル化 P値 
腫瘍検出の
感度 (% ) 

腫瘍検出の
特異度 (% ) 

RASSF 健常者群 (n= 5 5 ) 5 2  3  <0 .0 0 1  8 4 .2  8 4 .2  
白板症群 (n= 1 9 ) 3  1 6  

CD4 4  健常者群 (n= 5 5 ) 5 3  2  <0 .0 0 1  8 9 .5  8 9 .5  
白板症群 (n= 1 9 ) 2  1 7  

BRCA2  健常者群 (n= 5 5 ) 5 2  3  <0 .0 0 1  8 4 .2  8 4 .2  
白板症群 (n= 1 9 ) 3  1 6  

DAPK 健常者群 (n= 5 5 ) 4 6  9  <0 .0 0 1  8 9 .5  6 5 .4  
白板症群 (n= 1 9 ) 2  1 7  

FH IT 健常者群 (n= 5 5 ) 4 8  7  <0 .0 0 1  8 4 .2  6 9 .6  
白板症群 (n= 1 9 ) 3  1 6  

H IC1  健常者群 (n= 5 5 ) 5 3  2  <0 .0 0 1  6 3 .2  8 5 .7  
白板症群 (n= 1 9 ) 7  1 2  

CDKN2A 健常者群 (n= 5 5 ) 4 4  1 1  <0 .0 0 1  7 3 .7  5 6 .0  
白板症群 (n= 1 9 ) 5  1 4  
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