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研究成果の概要（和文）：本研究で、我々はHPV関連中咽頭癌の血漿循環中DNAによる再発検出に有効な遺伝子の
抽出とメチル化解析を行った。HPV関連中咽頭癌症例の癌側、健側と比較した網羅的DNAメチル化解析と、HPV関
連癌細胞株の脱メチル化治療による遺伝子発現変化をNGSで解析し、21候補遺伝子を抽出した。次に、この21遺
伝子のHPV関連中咽頭癌(35例)と非HPV関連癌(217例)のメチル化解析を行い多変量解析にて、再発予後マーカー
となる8遺伝子を選出した。最後に、HPV関連中咽頭癌症例(5例)の血漿循環中DNAメチル化解析にて、再発検出マ
ーカーとなりえるか解析を行ない4遺伝子の有効性を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：A technique under development to facilitate monitoring is the serial 
measurement of circulating tumor DNA (ctDNA). RNA-sequencing of HPV-related cell lines treated with 
a demethylating agent and MethylCap-sequencing of palatine tonsil cancer tissue, were performed. By 
combining MethylCap- and RNA-sequencing data, we identified 21 potentially methylated genes. 
Multivariate Cox regression analysis of a panel of 21 genes, amplified using methylation specific 
PCR (MSP)was performed. We identified eight DNA methylation probes that were significantly 
associated with poor prognosis in HPV-related HNSCC patients. ctDNA samples from five HPV-related 
cancer patients were analyzed for evidence of DNA methylation.  We identified a panel of four 
methylation probes for prediction of recurrence in HPV-related HNSCC patients. These results 
demonstrate that ctDNA analysis is a technically feasible method for detection of tumor specific DNA
 methylation in HPV-related HNSCC patients.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部癌には、診断、予後、治療効果判定に適した遺伝子マーカーはいまのところ見つかっていない。今回、血
漿循環中DNAのメチル化解析による腫瘍再発の検出に有効な遺伝子の抽出を試みた。次世代シークエンサーによ
る解析から、21候補遺伝子を抽出し、そのうち8遺伝子がHPV関連頭頸部癌の予後と関連することがわかった。そ
して4遺伝子が、血漿循環中DNAメチル化解析に有効であることが判明した。HPV関連頭頸部癌におけるリキッド
バイオプシーによる血漿循環中DNAメチル化解析は、腫瘍の検出に有効である可能性がある結果を得ることがで
きた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
頭頸部癌の特に中咽頭癌におけるヒト乳頭腫ウイルス（human papilloma virus：HPV）に
起因した割合はすでに半数を占めており今後も増加が見込みこまれている。そのため新たな観
点からの診断法・治療法の開発が望まれている。最近、末梢血中を循環する血中循環 DNA を
用いて遺伝子変異などの検出が可能になっている。この検出法は、低侵襲でリアルタイムに個々
の癌の状態をモニタリンングすることが可能な手法であり、臨床応用が進んでいる。今回我々
は、HPV関連癌と非関連癌に分類した頭頸部癌症例のリキッドバイオプシー血漿循環中 DNA
から、エピジェネティクス解析を行って新たなバイオマーカーを確立したいと考えた。 
 
２．研究の目的 
今回我々は、頭頸部癌におけるリキッドバイオプシー血漿循環中 DNA の癌抑制遺伝子の

DNA メチル化に焦点をあてリアルタイムなエピゲノム変化を解析した。癌細胞の不均一性は、
患者の予後など治療を困難にしている最大の障壁の一つと考えられる。頭頸部癌の HPV 関連
癌と非関連癌のリキッドバイオプシーによるメチル化解析が、早期診断・再発・予後診断や治
療選択などに克服する次世代の分子診断法として有用であるのかを明らかにすることを目的と
している。 
 
３．研究の方法 

HPV関連癌細胞株の脱メチル化治療（5-azadeoxycytidine）による遺伝子発現変化と、HPV
関連中咽頭癌症例の癌側、健側と比較した網羅的 DNA メチル化解析を次世代シークエンサー
で行い、21候補遺伝子を抽出した。次に、この 21遺伝子の HPV関連中咽頭癌(35例)と非 HPV
関連癌(182例 ; 口腔癌 73例、喉頭癌 49例、下咽頭癌 60例)のメチル化解析を行い多変量解
析にて、再発予後マーカーとなる 8遺伝子を選んだ。最後に、HPV関連中咽頭癌症例(5例)の
治療前の血漿循環中 DNA メチル化解析にて、腫瘍検出マーカーとなりえるか解析を行ない 4
遺伝子の有効性を確認した。 
 
４．研究成果 
今回、HPV関連中咽頭癌の血漿循環中 DNAによる再発検出に有効な遺伝子の抽出とメチル
化解析を行った。次世代シークエンサーによる網羅的解析で、HPV関連中咽頭癌の予後に関連
する 8遺伝子を抽出することができた。この 8遺伝子の解析で、手術検体からの腫瘍 DNAを
解析することで予後、再発有無などを予測することができる遺伝子マーカーを抽出することが
できた。HPV関連癌におけるリキッドバイオプシーによる血漿循環中DNAメチル化解析では、
4 遺伝子の検出が可能である結果を得られた。今回の研究で得られた知見は、新たな頭頸部癌
の診断・治療の開発に有効な基礎データーになると考えられる。 

 
 本研究の流れを示す。細胞株の脱メチル化治療により抽出した mRNA を治療前と治療後で
比較解析し、治療後２倍以上の発現上昇した遺伝子を選んだ。次に、臨床検体の癌部と正常部
から DNAを抽出し網羅的メチル化解析を行った。正常部と比べて癌部で 20倍の高メチル化度
を示した遺伝子を選んだ。この両方の条件で抽出された 21遺伝子を、HPV関連中咽頭癌のメ
チル化予後マーカーの候補とした。次に、252 頭頸部癌サンプルのメチル化解析を行い、多変
量解析にて予後と関連する 8 遺伝子を選んだ。最後に、リキッドバイオプシーサンプル DNA
を使って血漿循環中 DNAメチル化解析で 4遺伝子を有効なマーカーとして選択した。（図１） 



 

HPV 非関連頭頸部癌 182 症例における多変量解析の結果を示す。年齢、性別、喫煙歴、飲
酒歴、ステージと各遺伝子のメチル化度で比較を行ったが、21遺伝子の高メチル化が予後と関
連を示すことはなかった。（図２） 
 

  
HPV 関連中咽頭癌 35 例における多変量解析の結果を示す。年齢、性別、喫煙歴、飲酒歴、
ステージと各遺伝子のメチル化度で比較を行ったが、遺伝子 5, 9, 13, 15, 16, 17の 6遺伝子の
高メチル化が予後と関連を示した。また、遺伝子 6 と 14 も比較的強い相関を認めたため、候
補遺伝子として選択した。（図３） 
 



 HPV 関連中咽頭癌症例から得たリキッドバイオプシー血漿循環中 DNA を使って血漿循環中
DNAメチル化解析を行った遺伝子 5, 6, 9, 13が血漿循環中DNAメチル化解析で解析可能なマ
ーカーであることが判明した。＋：メチル化検出あり、－：メチル化検出なし。（図４） 
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