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研究成果の概要（和文）：　ある組織が癌か否かを知るためには、癌特異的な遺伝子異常がそこにあるかどうか
を知ることで判断できる。遺伝子異常を調べるためには通常日単位の時間が必要であるが、我々は所要時間2時
間半で、安価に、再現性をもって診断する手法を確立した。その迅速性は日常臨床でも生かせる可能性があり、
特に外科的切除を行う際に、切除断端に癌の遺残がないかどうかを術中に診断できる。今後種々のキットや測定
機械の開発により、さらなる時間短縮が図れる可能性があると考えている。

研究成果の概要（英文）：　Whether a certain tissue has cancerous potential or not could be diagnosed
 by the detection of cancer-specific gene aberration. It usually takes a few days to proceed the 
experiment. Our novel gene methylation detecting assay needs only 2.5 hours with less expensive and 
reproducible method. This rapid quantitative methylation-specific PCR assay (rapid QMSP) could be 
performed in intra-operative time setting and diagnose the existence of residual tiny cancerous 
cells on the surgical site. We think this processing time could be more shorten by unknown novel 
experimental kits or equipments in the future.

研究分野：消化器外科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
申請者らは病理組織学的に腹腔洗浄細
胞診も陰性である胃癌R0切除症例のうち、
腹腔洗浄液中の CEA その他のマーカーの
mRNA 発現陽性例に腹膜転移再発が見られ、
有意に予後不良であることを報告してき
た(Kodera, Nakanishi et al. 2005, Kodera, 
Nakanishi et al. 2006, Ito, Nakanishi et 
al. 2005)。こうした微量癌細胞検出に関
わる研究は、国内・国外で数多くなされて
おり、視覚的識別不能な異常細胞の遺残を
分子生物学的手法で検出しえること、さら
にその結果が症例の予後を左右する  重
要な因子であり、以後の治療方針の指標と
なることが示されている。 

一方、特に切除断端の病理組織学的診断
がときに有効でない理由として、“field 
cancerization”と“tumor budding”が考
えられる。このうち“field cancerization”
は現時点では斬新な発想であり、顕微鏡的
に視認できる癌組織の周囲には、形態こそ
正常粘膜と区別できないが、メチル化等の
癌特異的遺伝子異常を伴う細胞が取り巻
いているとするものである(Leemans, 
Braakhuis et al. 2011)。この場合、視認
できる癌組織に対して十分なマージンを
とり切除したとしても、粘膜面の切除断端
には癌特異的遺伝子異常を持つ細胞が遺
残することとなり、ここに局所再発あるい
は新規の病変形成をきたす可能性がある。
実際に H.pylori 菌に感染した胃粘膜にお
いては epigenetic field defect が形成さ
れ、癌の発生母地となることが確認されて
いる(Ushijima and Hattori 2012)。解剖
学的に切除 margin を十分取れない胃食道
接合部癌などでは特に、不十分な切除にな
る可能性が増大すると考えられる。 
 

２． 研究の目的 
 
消化器癌手術の根治性を評価するために、
術中・術後の切除断端の病理組織診断が行わ
れている。しかし、病理組織学的に取り切れ
た(R0)と診断された症例でも、時に局所再発
する現実に遭遇する。これらの再発は切除断
端に遺残した微量な癌細胞のみならず、癌細
胞には至っていないが癌特異的遺伝子異常
を有する細胞から発生している可能性も考
えられ、従来の病理診断には一定の限界があ
ることが想定される。そこで、外科的切除断
端を分子生物学的に評価する“Rapid QMSP法”
により,限られた時間でこれらの異常細胞を
同定する手法を確立し、術中の追加切除や術
後の化学療法・放射線療法など、個々の症例
に応じて有効な追加治療を検討する指標に
できないかと考えた。 
 

３． 研究の方法 
 
(1) 癌特異的メチル化マーカーパネルの作
成と Rapid QMSP 法の確立 

切離断端に検知しうるメチル化マーカー
は、当然癌部本体で検知できたものである。
しかし個々の症例によって発現しているメ
チル化マーカーは異なると考えられるため、
単独のマーカーのみで検討できる症例は限
られる。複数のマーカーを用いてより多数
の症例を調査対象とするべく、過去の当教
室およびJohns Hopkins大学の methylation 
data から、複数の有望な癌特異的メチル化
マーカー群を抽出し、臓器別にマーカーパ
ネルを作成する。次に、それぞれのメチル
化 マ ー カ ー に つ き 、 Quantitative 
methylation-specific PCR（QMSP）施行の
ための primer・probe セットの最適化を行
う。 
 
(2) Rapid QMSP 法の妥当性の確認 

過去の癌検体コホートを使用して癌部、
非癌部の QMSP を測定し、各メチル化マー
カーの癌特異性を検証する。 
 
(3) 手術検体の回収・Rapid QMSP 法の施行 

承諾の得られた病理組織学的 R0 症例の
消化器癌摘出標本から、癌部、正常部、外
科的切除断端組織の検体を採取する。回収
した検体から順次 DNA を採取する。
bisulfite処理、QMSPも含めると通常は1-2
日を要する行程であるが、Rapid QMSP 法を
用いて 3 時間以内に信頼できる QMSP デー
タを得ることが可能である。 
 

４． 研究成果 
 
結腸直腸癌においても術後局所再発は重
要かつ対策を要する問題のひとつである。再
発に関する重要な予後因子のひとつに
circumferential resection margin (CRM)が
あり、CRM 陽性例は陰性例と比較して有意に
再発率が高いことが報告されている（Baik SH 
et al.2007）。しかし問題は、CRM 陰性症例に
おいても相当数の再発症例が存在し、そこに
は病理組織学的には診断できない断端陽性
例が存在すると考えられる。 

分子生物学的な外科的切除断端評価法を
確立するにあたり、“メチル化マーカーパネ
ルの作成とそれらの Rapid QMSP アッセイの
構築”、さらに“surgical margin imprinting
による切除断端評価法の確立”が必要となる
が、本研究では前者について確立を試みた。 
 

(1) 癌特異的メチル化マーカーパネルの作
成と Rapid QMSP 法の確立 

過去に所属したグループから発表した以



下の 3 つの研究論文から、結腸直腸癌につ
いて既報告のない有望な 3 つのメチル化マ
ーカー（PAX5、VGF、KIF1A）を抽出し,QMSP
アッセイを確立してメチル化マーカーパネ
ルとした。（Hayashi M et al, Cancer Prev 
Res, 2015）(Hayashi M et al, Oncotarget, 
2014)(Hoque MO et al, Cancer Res, 2008)。 

当科で 2003-2013 年に切除術を施行した
うち、DNA 検体の利用可能な結腸直腸癌 161
症例を対象とし、プロトコールに則って約
40 分で DNA 抽出、約 30分で bisulfite 処理
を施行した。 

 
(2) Rapid QMSP 法の妥当性の確認 

 

 

 

いずれのマーカーについても、癌部で非
癌部と比較して有意な QMSP 高値を認め、感
度特異度とも高いアッセイを確立した。こ
の QMSP 測定の行程は、プレート準備も含め
て約 80 分でルーチン化できた。 

 
(3) 手術検体の回収・Rapid QMSP 法の施行 

外科的剥離断端（CRM）が存在する 9症例
について、(2)で AUC が著明に高値であった
PAX5 の QMSP アッセイを用い、癌部/非癌部
（下図上段）、および剥離面から採取した検
体（下図下段）の QMSP を施行した。 

 

まず上段の結果では、いずれの症例にお
いても癌特異的なQMSP値の上昇が確認でき
た。ただし normal においても少なからず
QMSP 値は存在しており、QMSP 値の存在がす
なわち癌細胞の存在を意味するとまでは言
い切れない結果であった。 

下段において、case 4、case7、case9 の
外科的切除断端検体で、QMSP 値を認めた。 

癌部や非癌部のように、その大多数を癌
細胞、あるいは非癌細胞が占めるサンプル
からの DNA 抽出ではなく、細胞集団のうち
のごく僅かが癌特異的遺伝子異常を持つか
どうか、というサンプルからの DNA 抽出で
あるため、当然ながら QMSP 検出レベルは低
いが、以下に代表例を示すように、
reference geneとしてのACTBは確かに存在
し、メチル化遺伝子の増幅も確かに行われ
たことが分かる（次ページ Case 4, 7）。 



Case 4（左：ACTB、右：PAX5） 

 

Case 7（左：ACTB、右：PAX5） 

 

 

フォローアップ期間が短く、全症例でい
まだ再発症例は確認していないため、下段
におけるメチル化陽性例の臨床的意義は現
時点でまだはっきりしないが、今後再発の
有無を注視すべき症例群であると考えられ
た。 
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