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研究成果の概要（和文）：本研究では，微量の便・喀痰検体を用い, 8領域CpGsのメチル化異常を極めて簡便に検出す
る方法を開発。また，様々な条件に適したカットオフ値の設定を可能とし，肺癌・大腸癌だけでなく, その他の消化器
癌を検出可能にした。本技術は, 消化器癌だけでなくその他癌種全般に対する新しい, かつ, 効果的な検診体系を構築
する可能性を持つ。
また，本研究はで，様々ながん種のバイオマーカーの探索を行い，非常に重要な知見の蓄積，新しいシーズの発見を行
った。これら知見は，今後の癌診断パラダイムのみでなく，治療体系にも影響を与えるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new extremely simple procedure of detecting methylat
ed DNA in the 8 CpGs regions in human DNA recovered from very small quantity of feces and sputum.Moreover,
 the procedure easily modifies the cut-off value suitable for various conditions for screening not only pe
ople with lung and colorectal cancer but also other gastrointestinal cancers.
Our technology could provide a possibility of building an effective medical screening strategy. Additional
ly, we searched for biomarkers of various cancer leading to accumulation of very important knowledge and d
iscover new seeds, affected not only cancer diagnostic paradigm but also cancer treatment system.
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１．研究開始当初の背景 
わが国では，男性の場合 2人に 1人が，女

性の場合 3人に 1人が一生のうちにがんと診
断され，男性では 4 人に 1 人が，女性では 6
人に 1人が，がんで死亡する時代を迎えてい
る。どのようにしたら，がん死亡数を減少せ
しめることができるのであろうか？ ひと
つはがんにならないこと（予防医学）の実践
であり，もうひとつは，効果的なスクリーニ
ングによる早期発見の実践である。我々は，
バイオマーカーとして有用なDNAメチル化領
域群の発見と簡便かつ精度の高い検出技術
の開発を行ってきた。そして，実際に開発し
たマーカー群と検出技術を用い，便検体を解
析することによって，大腸がん患者だけでな
く，胃がん患者も便から選別可能であること
を世界で初めて示した（Nagasaka T et al.   
J Natl Cancer Inst 2009）。現在までに，便
保存液の開発・精製方法の改良を行い，便中
ヒトメチル化DNA検出に必要な便検体量は便
潜血反応と同等量にて行えるようにしてい
る。 

２．研究の目的 
我々は本技術のさらなる高精度化に取り

組み，検出手技を複雑にすることなくマーカ
ー数を倍増させることに成功した。この新技
術を用いて，便から膵がん・胆道がんの検出
を試み，良好な結果を蓄積しつつある。また，
喀痰に応用することにより，肺がん患者から
得られた喀痰から腫瘍特異的メチル化DNAを
高感度に検出している。 
本研究は，上記スクリーニング技術を用い

て複数医療施設による大規模な試験を行い， 
(1) 便中ヒトDNAメチル化検出技術を利

用した非侵襲的消化器がん簡易検出法の実
用化 を図る。そのために，さらなるバイオ
マーカーの最適化及び臨床検体の収集，解析
を行い，臨床上にて検診可能なレベルにシス
テムを構築することにより，新しい形の「が
ん検診パラダイム」の提示を試みる。 
また，本技術を喀痰に応用することによっ

て， 
(2)非侵襲的肺がん簡易検出法の開発 を

も行い，消化器がんと同様に，実臨床におい
て検診可能なレベルにシステムを構築する. 
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
以下に，本研究を実現するための研究計

画・設定を記載する。 
P1: 手術予定患者/検（健）診参加者から

の定期的な検体収集（便・喀痰・摘出
標本を含む） 

P2: 現マーカーセットを用いた多医療施
設による消化器がんスクリーニング
試験の実地と解析 

P3: 肺がん組織と喀痰検体を用いての非
侵襲的肺がん検出用バイオマーカー
の最適化 

P4: 喀痰を用いた肺がんスクリーニング

試験の実地と解析 
P5: 組織特異的メチル化領域の同定 
P6: 消化器がんスクリーニング試験検体

の組織特異的メチル化領域マーカー
セットを用いた再解析 

P7: 簡易便/喀痰遺伝子検査によるがんス
クリーニングのためのカットオフ値
の最適化 

P8: 新規がん検診パラダイムに向けての
検診システムの構築 

 
４．研究成果 
 
１）喀痰を用いた肺がんスクリーニング技術

の確立とその精確性の検討結果 
【検体採取】 
肺癌疑いにて手術予定患者の術前に採取

された喀痰及び切除を施行された場合の切
除標本組織の取集を 2011 年１月から 2013 年
3 月まで行い，合計 127 例の術後病理診断よ
り肺癌及び転移性肺癌と確定診断された患
者からの術前喀痰（担癌群），5例の術後病理
診断より良性腫瘍と診断された患者の術前
喀痰（良性群）と術後病理診断より良性結節
と診断された患者，岡山大学消化器外科にて
大腸癌手術後定期的に CT を施行し肺に異常
を認めないコントロール群及び肺 CT を施行
し肺に異常を認めない健常人（コントロール
群）を非担癌群と分類し 68 例の喀痰を採取
した。 
採 取 さ れ た 喀 痰 を 我 々 の 開 発 し た

Bisulfite 処理によって，喀痰から直接
Bisulfite DNA を獲得し，4 遺伝子 8 領域の
PCR 増幅の有無（Recovery Score），メチル化
DNA の有無（Methylation Score）をそれぞれ
スコア化し解析した。尚，解析においては, 
Small cell ca 3 例, Large cell ca 2 例, 
Carcinoid tumor 2 例 , Leiomyosarcoma 1
例, Malignant lymphoma 1 例, Spindle cell 
ca 1 例, 不明 1 例を Others (その他)と分
類した。 
次に，良性腫瘍を検査陰性群としてコント

ロール群に割り当てて，本非侵襲的肺がん簡
易検出法の検出力の検討を行った。 
Methylation Score(MS)であるが，MS に関

しては，進行癌担癌患者からの喀痰の中央値
は 2, 非担癌群者から得られた喀痰の中央値
は 0 と明らかな差を認め，平均においても，
進行癌担癌患者からの喀痰は非担癌群者か
ら得られた喀痰よりも統計的有意差を持っ
て MS が高い傾向を認めた。 
続いて，ROC 曲線による解析結果を図に示

す。図１は MS による担癌患者スクリーニン
グするための ROC 曲線を示す。MS を用いた解
析結果ではAUC=0.81701と担癌患者検出能力
は良好であり，MS>1 を検査陽性とした場合の
感度は 79.5%，偽陽性は 27.4%となる。MS>2
を検査陽性とした場合，担癌患者に対する感
度は51.2%と低下するが，偽陽性は4%となる。 
 



本技術による喀痰を用いた非侵襲的肺が
んスクリーニング方法は極めて高感度かつ
低偽陽性率を示している。また，カットオフ
値を状況に応じ変更できるため，その有用性
は極めて高く，実臨床への応用が期待できる
レベルであると考えられる。 
 
２）簡易便遺伝子検査による消化器がんスク

リーニングのためのカットオフ値の最
適化 

我々は大腸癌だけでなく様々ながん種に
おいて高頻度にメチル化が認められる遺伝
子領域をバイオマーカーに選定し，そのメチ
ル化 DNA (メチル化 CpG)を便中から簡便に検
出する技術の開発を行ってきた。 
その技術を用い，メチル化 CpG を便から検出
することによって，大腸癌だけでなく胃癌も
スクリーニング可能であることを報告した 
(Nagasaka T et al,JNCI 2009) 。  
本研究では， 

① 便潜血反応（FOBT）と同等量の便検体に
て解析可能にする。 

② 4 遺伝子 8 領域メチル化マーカーを
multiplexで1度のPCRで増幅可能にする。 

という2つの課題の解決を行うことから開始
した。 
①に関しては保存液を改良することによ

り FOBT と同じ便検体収集器具を用い，FOBT
解析をした残りの便溶解液にて解析を可能
とした。 
 また，便は日々の食物や体調により，その
性状が変化することは経験の通りである。 
したがって，FOBT に習い，我々の簡易便遺

伝子検査による消化器がんスクリーニング
法も 2日間の便検体の解析を行い，その 2日
の結果を加味したカットオフ値の最適化を
行った。 
③ 本試験参加者 512 例（2012 年 12 月までの

収集）の便検体を 2日間収集[2014 年 4月
までに 928 例に参加者は増加] 

④ 上部・下部消化器内視鏡所見およびカル
テ所見の得られている 170 例（2012 年 12

月までの収集）を対象に，各消化器腫瘍
に対する感度， 特異度の検討 
2 日分の便検体のメチル化 CpG 解析を行っ

ているため, Recovery Score, Methylation 
Score は 2 日分の総和で評価を行った
（ Recovery Score, Methylation Score 
[range = 0 – 16]）。 
 
a) 各消化器腫瘍に対する感度, 特異度の

検討 
① 大腸癌・大腸腺腫 vs. 健常人（図 2） 

図 2は，大腸癌・大腸腺腫 と 健常人に
対する MS を用いた ROC 曲線を示す。 
MS≧1 を検査陽性とすると, 大腸癌・大

腸腺腫対する感度は, 各々, 92％と高感度
を示したが, 健常人に対する特異度は
74％とやや低い傾向を認めた。 
次に, MS≧2 を検査陽性とすると, 大腸

癌・大腸腺腫に対する感度は, 69％となる
が,健常人に対する特異度は 93％を呈した。 
 

① 上部消化器癌 vs. 健常人（図 3） 



図 3は，上部消化器癌 と 健常人に対す
る MS を用いた ROC 曲線を示す。 
MS≧1 を検査陽性とすると, 上部消化器

癌に対する感度は, 71％と高感度を示した
が, 健常人に対する特異度は 74％とやや
低い傾向を認めた。 
次に, MS≧2 を検査陽性とすると, 上部

消化器癌に対する感度は, 38％となるが,
健常人に対する特異度は 93％を呈した。 
 
 
３)  新規がん検診パラダイムに向けての検

診システムの構築に向けて 
 
今回, 我々は, その検出技術を FOBT と

同等量の便検体を用い, 8 つのプロモータ
ーCpGs のメチル化異常を極めて簡便に検
出する方法を開発した。また，FOBT と同
じように数日間の便検体の解析を行うこと
により，様々な条件に適したカットオフ値
の設定が可能である。大腸癌・大腸腺腫に
対する感度は 90-70％，特異度は 74%-94%
を自由に設定可能とする。上部消化器癌に
対する感度も 40%-70％，特異度は 74%-94%
を自由に設定可能とする。 最適化はまだ完
全ではないが，我々が開発した簡易便遺伝
子検査によるスクリーニング技術は, 大腸
癌だけでなく, その他の消化器癌も，また，
最初に示したように，喀痰を検出すること
によって肺癌をも極めて簡便に検出可能で
ある。肺癌に対しては，MS>1 を検査陽性と
した場合の感度は 79.5%，偽陽性は 27.4%と
なる。MS>2 を検査陽性とした場合，担癌患者
に対する感度は 51.2%と低下するが，偽陽性
は 4%となる。本技術は, 消化器癌だけでな
くその他癌種全般に対する新しい, かつ, 
効果的な検診体系を構築する可能性を持つ。 
また，本研究においては，様々ながん種の

バイオマーカーの探索を行い，後方視的では
あるが，非常に重要な知見の蓄積，新しいシ
ーズの発見があった。これら知見は，今後の
癌診断パラダイムのみでなく，治療体系にも
影響を与えるものと考えられる。 
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