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は じ め に

　大腸がんでは，誰でも容易に参加可能なスクリーニ
ング方法である便潜血反応が行われている．そして，
便潜血反応検査を定期的に行うことにより，がん死亡
数を減少させることが示されている1ﾝ3)．しかしなが
ら，便潜血反応は便中に存在する血液を検出する方法
であり，大腸がんだけに認められる変化を検出してい
るわけではない．したがって，その検出原理から，早
期腸がんや大腸腺腫に対する検出感度は低いことが知
られている4,5)．このように早期大腸がんや大腸腺腫に
対し低い感度を示す検査にもかかわらず，その効果は
思っている以上に大きい1ﾝ3)．そのために，近年，便潜

血反応を越える新しいスクリーニング方法として，が
ん細胞だけに認められる遺伝子変異を便から検出する
方法の開発・検討が行われている6ﾝ10)．

便中のがん由来 DNAから遺伝子変異を検出する

　では実際に，現在，米国で行われている便中のがん
由来のDNAを検出することによる大腸がんスクリー
ニング方法の効果はどの程度だろうか？米国の
EXACT SCIENCE社による便中のがん由来DNAか
ら遺伝子変異を検出する方法（PreGen-Plus）にて行わ
れた多施設による試験の結果では，大腸がんに対する
感度等は便潜血反応よりも少し良い程度（ほぼ同程度）
であり，前がん病変に対する感度も便潜血反応と同様
に低いままであった9)．この感度の低いことの原因と
しては，便からヒト由来DNAを増幅させる技術的な
困難さよりもむしろ，腫瘍特異的な変化とされる突然
変異を検出することの困難さが原因であると考えられ
る．
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　腫瘍細胞は heterozygosis であり，すべての大腸が
んに必ず認められるような遺伝子変異は現在のところ
確認されていない．したがって，遺伝子変異を検出す
ることによって大腸がんを100％検出するためには，様
々な遺伝子の突然変異を検索する必要がある．事実，
PreGen-Plus は合計21ヵ所の遺伝子突然変異を便中の
ヒトDNAから検出する方法である（近年，Vimencin
遺伝子プロモーター領域のメチル化もマーカーに加わ
り，合計22個になっている）9,11)．しかしながら，合計
21ヵ所の突然変異を検出しても，そのスクリーニング
能力は便潜血反応と同等程度であった9)．この検出し
なければならない遺伝子突然変異部位数の増加は検出
手技の煩雑さ，コストの増加を招く．現在までのとこ
ろ，結果的には便潜血反応を凌駕することはできてな
い．しかし，これら一連の研究成果は我々に重要な驚
きを与えてくれた．
“便にはヒトDNAが存在し，それらを増幅し解析す
ることができる”

Scatology

　本当に便からヒト由来DNAを解析できるのか？ほ
とんどの人はこの概念に懐疑的である．なぜなら，お
そらくほとんどの人は便の内容物について，かつては
子供の本などで説明されていたように，「便は食べ物が
消化しきれなかった“かす”である」と考えているか
らである．現在，正しいとされている便の構成物につ
いて，以下に記載する．
　人間の便は，食物繊維など摂取した食物のうち消化
しきれなかったもの，新陳代謝によってはがれた腸内
細胞，大腸菌などの腸内細菌，胆汁などの体内分泌液，
水分，または体内に蓄積していた毒素などで，未消化
物の組成は摂取した食物により左右される．したがっ
て，便を構成する成分のうち，食べ物の残滓はおよそ
５%に過ぎない．大半は水分（60%）が占め，次に多
いのが腸壁細胞の死骸（15～20%）である．また，細
菌類の死骸（10～15%）も食べ物の残滓より多く含ま
れる（「糞」『フリー百科事典　ウィキペディア日本語
版』（http://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%B3%9E）．
2010年５月３日14時（日本時間）現在での最新版を取
得）．
　そう，もはや便は食べ物が消化しきれなかった“か
す”ではない．そして，重要なのは，便を構成するも
のの中で，水分の次に多いのが「腸壁細胞の死骸（15

～20%）」であること．「腸壁細胞」には必ず，DNAが
含まれる．ならば，「腸壁細胞の死骸（15～20%）」を
含む便はとても豊富にDNAを含むはずである．なら
ば，DNAを抽出し，増幅することは思っている以上
に簡単かもしれない．しかし，現実には，確かにDNA
は抽出できるが，そのほとんどは細菌由来のDNAで
あり，ヒト由来のDNAを増幅するのは難しいのが現
実である．

検出技術の開発

　そのような背景を十分承知した上で，我々は便から
ヒト由来のDNAのメチル化を簡便に検出することが
できるように，
①　One-step Bisulfite Modification
②　High-Sensitive Assay for Bisulfite DNA (Hi-SA；
図１)
の開発を行った12)．
　すなわち，①の技術により，便からDNAを精製す
ることなく，直接 bisulfite 変性を行い，便からDNA
のメチル化の検出を行う際の複雑な手順の簡略化を行
い，②のHi-SAにて，メチル化DNAを高感度に検出
することを可能にし，蛍光標識を加えることによって，
より簡単に感度よく，便からメチル化DNAを検出す
ることを可能にした．

New Scatology

　そして実際に，上記２つの方法を用いてヒトDNA
由来の領域を便から増幅を試みた．ヒトDNA由来の
領域には今回，RASSF2 及び SFRP2 遺伝子の５’領域
CpG island を各々２つの領域に分けた部分をマーカー
に設定し増幅を行った（Region1とRegion2；図２）．
尚，この２つの遺伝子は機能的にはがん抑制遺伝子と
考えられている．そして，その５’領域 CpG island のメ
チル化によって発現がコントロールされており，胃が
んや大腸がんで高頻度に異常なメチル化が起きている
ことが報告されている13ﾝ17)．今回の研究では（２つの
遺伝子）×（２つの領域）＝４ヵ所の増幅を行った．
この４つのうち何個が増幅可能であったかを recovery 
score と定義し，様々な疾患を伴う患者（健常人も含
む）から得られた便検体を用いて検討を行った（表
１）．その結果を表２に示す．健常人の便検体の
recovery score 平均値は1.27であるのに対して，大腸
ポリープを認めた患者の便検体の recovery score 平
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均値は1.86（P＝.009, vs. 健常人），大腸がん患者の
便検体の recovery score 平均値は3.21 (P＜.001, vs. 
大腸ポリープを認めた患者）であった．すなわち，大
腸になんらかの腫瘍を認めた患者からの便のほうが有
為にDNAを増幅しやすいことが示された．便中には
腸壁細胞の死骸が15～20%認められるはずである．も
し，それら細胞のDNAをそのまま便から抽出するこ
とができるならば，腫瘍の有無により recovery score
に差が出るとは考えられにくい．いったい何が起きて
いるのだろうか？
　すでにお気づきの方もおられるだろう．本稿では「腸
壁細胞」ではなく「腸壁細胞の死

●

骸
●

」とあえて記載し
ている．これから，この意味するところを明らかにし
たい．
　一般に，正常消化管粘膜はアポトーシスを介して，
数日内に腸管から脱落していることが認められてい
る．一方，腫瘍細胞はアポトーシスを介した脱落では
なく，剥離によって便内に放出されると考えられてい
る．もう少し細かく記載するなら，正常消化管粘膜（正
常腸壁細胞）の死

● ●

骸の D
● ● ●

NAはアポトーシスのために
“細切れ”にされている．一方，腫瘍細胞はアポトー
シスを介さないため，DNAは長いまま便中に存在す
る5,10)．要するに，健常人・大腸腫瘍の患者を問わず，
ヒトの便には確かに腸壁細胞の死骸が15～20%存在す
るが，健常人ではそのDNAは“細切れ”になってい

　 便中DNA解析によるがんスクリーニング：永坂岳司，他６名 　

図１　High-Sensitive Assay for Bisulfite DNA (Hi-SA)
キャピラリーシーケンサーを用いた便中メチル化DNAの検出
例を提示する．各Noは便検体の番号を示す．各レーンは便中
ヒトメチル化DNA検出のマーカーを示す．マーカーは各々の
遺伝子（RASSF2，SFRP2）のプロモーター領域の２つの異な
った部位のCpGのメチル化を検出している（Region 1 & 2)．
赤矢印はメチル化DNAの存在を示し，白矢印は非メチル化
DNAの存在を示す．

RASSF2

Region 1 Region 2

SFRP2

Region 1

Region 2
図２　RASSF2 と SFRP2 プロモーター領域Region １と２の場所を示した模式図
灰色の四角は noncoding exon 1 領域を示し，黒四角は coding exon 1 領域を示す．矢印は transcriptional start sites を示す．縦線は
ひとつの CpG site を示す．白四角は制限酵素 Hha Ⅰ認識部位を示す．
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るため増幅することが難しいのである．反対に，大腸
腫瘍の患者の便中の腫瘍細胞由来のDNAは“細切れ”
になっていないため，かえって増幅しやすくなってい
るということが推測される．この分子生物学的理論が
正しければ，大腸になんらかの腫瘍を認めた患者から

の便のほうが有為にDNAを増幅しやすいことなる．
そして，この便における分子生物学的理論と矛盾しな
い結果を我々は得たことになる．

表１　便検体提供者の臨床的特徴

上部・下部内視鏡による診断 n 平均年齢（標準偏差）  男性, n (%) 右側大腸腫瘍＊, n (%)

健常人† 113 66.1 (12.5) 48 (42.5) ―
Colorectal Hyperplastic Polyps 12 61.2 ( 9.7)  7 (58.3)  0 ( 0  )
Colorectal Adenomas 56 64.6 (12.2) 36 (64.3) 25 (44.6)

Non-advanced adenomas‡ 29 62.7 (12.5) 18 (62.1) 17 (58.6)
Advanced adenomas§ 27 66.7 (11.7) 18 (66.7)  8 (29.6)

Colorectal Cancer 84 65.2 (11.3) 48 (57.1) 28 (33.3)
TNM Stage (Ⅰ＆Ⅱ) 40 66.4 (11.2) 22 (55.0) 15 (37.5)
TNM Stage (Ⅲ＆Ⅳ) 44 64.1 (11.5) 26 (59.1) 13 (29.6)

虚血性大腸炎 4 72.0 (15.1)  1 (25.0)  0 ( 0  )
潰瘍性大腸炎 2 68.5 ( 6.4)  1 (50.0)  0 ( 0  )
胃・十二指腸潰瘍 4 60.0 (16.6)  3 (75.0) ―
Gastric Cancer 21 67.2 (13.8) 18 (85.7) ―

TNM Stage (Ⅰ＆Ⅱ) 10 66.8 (12.8) 10 (100 ) ―
TNM Stage (Ⅲ＆Ⅳ) 11 67.6 (15.2)  8 (72.7) ―

＊ 脾湾曲部よりも口側に存在する腫瘍の数（%）．
†胃炎，大腸憩室症，内外痔核を伴う患者を含む．
‡Non-advanced adenomas は直径１㎝以下の１つの tubular adenoma を伴う患者を指す．
§Advanced adenomas は villous architecture を含む polyp，直径１㎝以上の tubular adenoma，多発 tubular adenoma を伴
う患者を指す．

表２　便検体解析から得られたRecovery Score の特徴

上部・下部内視鏡による診断 n
Recovery Score, n (%) Mean Recovery Score

(標準偏差)
P 値

(comparison)＊０ １ ２ ３ ４

健常人 113 41 (36.3) 30 (26.6) 21 (18.6) 13 (11.5)  8 (7.1) 1.27 (1.26)

Colorectal Hyperplastic Polyps 12  4 (33.3)  2 (16.7)  3 (25.0)  2 (16.7)  1 (8.3) 1.50 (1.38) 0.563
(vs健常人)†

Colorectal Adenomas 56 12 (21.4) 13 (23.2) 12 (21.4)  9 (16.1) 10 (17.9) 1.86 (1.41) 0.009
(vs 健常人)†

Non-advanced adenomas (NAA) 29  7 (24.1)  7 (24.1)  5 (17.2)  8 (27.6)  2 ( 6.9) 1.69 (1.31)
Advanced adenomas (AA) 27  5 (18.5)  6 (22.2)  7 (25.9)  1 ( 3.7)  8 (29.6) 2.04 (1.51)

Colorectal Cancer 84  3 ( 3.6)  5 ( 6.0) 13 (15.5) 13 (15.5) 50 (59.5) 3.21 (1.13) ＜.001
(vs adenoma)§

TNM Stage (Ⅰ＆Ⅱ) 40  3 ( 7.5)  3 ( 7.5)  7 (17.5)  7 (17.5) 20 (50.0) 2.95 (1.30)
TNM Stage (Ⅲ＆Ⅳ) 44  0 ( 0  )  2 ( 4.6)  6 (13.6)  6 (13.6) 30 (68.2) 3.45 (0.90)

虚血性大腸炎 4  2 (50.0)  1 (25.0)  0 ( 0  )  1 (25.0)  0 ( 0  ) 1.00 (1.41) 0.634
(vs 健常人)†

潰瘍性大腸炎 2  0 ( 0  )  0 ( 0  )  0 ( 0  )  0 ( 0  )  2 (100  ) 4.00 ( 0  ) 0.02
(vs 健常人)†

胃・十二指腸潰瘍 4  0 ( 0  )  1 (25.0)  2 (50.0)  1 (25.0)  0 ( 0  ) 2.00 (0.82) 0.154
(vs 健常人)†

Gastric Cancer 21  4 (19.0)  2 ( 9.5)  4 (19.0)  4 (19.0)  7 (33.3) 2.38 (1.53) 0.002
(vs 健常人)†

TNM Stage (Ⅰ＆Ⅱ) 10  1 (10.0)  1 (10.0)  3 (30.0)  1 (10.0)  4 (40.0) 2.60 (1.43)
TNM Stage (Ⅲ＆Ⅳ) 11  3 (27.3)  1 ( 9.1)  1 ( 9.1)  3 (27.3)  3 (27.3) 2.18 (1.66)

＊P 値のすべては the Wilcoxon rank-sum test にて計算．
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便中ヒト DNA検出によるスクリーニングの可能性

　今までの話をまとめると，便中のDNAの状態は腫
瘍からの場合と正常腸壁細胞からの場合とで異なるよ
うである．それらはすべて大腸だけに適応されるので
あろうか？それとも大腸よりも口側の消化器（管）に
も応用できるのであろうか？
　便中に含まれるヒト由来の細胞はすべて大腸由来で
あり，大腸よりも口側の消化器・消化管由来の細胞は
存在しえないとされている18)．この事実は便を調べて
わかるのは大腸の状態だけということになる．はたし
て本当だろうか？
　確かに，便中に存在するヒ

●

ト
●

由
●

来
●

の
●

細
●

胞
●

は大腸粘膜
由来である．では，DNAとしてはどうだろうか？
　もう一度，表２を見てもらいたい．胃がん患者の便
検体の recovery score 平均値は2.38 (P＝.002, vs. 
健常人）と有為に健常人のそれよりも大きい．すなわ
ち，胃がん細胞からのDNAも便中に増幅可能な状態
である程度存在していることになる．大腸より口側の
消化器腫瘍から剥離した細胞のDNAも便中には長鎖
な状態で存在することが可能であり，大腸より口側の
消化器腫瘍由来DNAも便から増幅可能であるし，便
から大腸がんだけでなく，そのほかの消化器がんもス
クリーニングすることが可能となることが示唆される．
　さて，わが国においては，男性では２人に１人が，
女性では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．その死亡数では，消化
器がん（食道がん，胃がん，肝がん，胆道がん，膵臓
がん，結腸がん，直腸がん）によるものが男女合わせ
て17万５千人以上（全がん死亡数の53.6％以上，2005
年）を占める．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．
　効果的なスクリーニングとはなんだろうか？極論を
言えば，がん年齢になったら大腸がんでは下部消化管
内視鏡を，胃がんならば上部消化管内視鏡を受けるこ
とだと考えられる．しかし，これも現実的ではない．
平成19年に閣議決定された「がん対策推進基本計画」
では，がん早期発見の重要性の観点から，がん検診の
受診率を５年以内に50%とすることを目標に掲げてい

る．しかしながら，がん検診の受診率はどれも30％前
後と低い状態にある．その原因のひとつに，がん検診
に伴う身体的時間的拘束が挙げられる．したがって，
がん検診受診率の増加を促すためには，病院や検診機
関等に出向くことなく，がん検診を行うことができる
技術の開発が重要であると我々は考えている．かつ，
多臓器のがんを一度に検診できるような（例えば，便
から消化器がん，尿から泌尿器系のがん，痰から肺が
ん等）新しい形のがんスクリーニング技術を提供する
ことができれば，よりいっそう検診の受診率の向上が
期待でき，その結果，様々ながんの早期発見の増加，
がん死亡数の減少を実践することができるかもしれな
い．我々の方法はこれら絵空事を現実のものにしてく
れるのだろうか？

お わ り に

　便から大腸がん以外の消化器がんをスクリーニン
グ？そんなことはできるわけがないと一笑して頂きた
い．ただ，我々は，近い将来，この非侵襲的スクリー
ニング方法が臨床の場においてあたりまえに行われる
ことを信じて今後も尽力していく所存である．
　大腸癌研究会のデータによれば，大腸がんのステー
ジ別の５年生存率は，ステージ０では約95％，ステー
ジⅠでは約90％，ステージⅡでは約80％，ステージⅢ
では約65％，ステージⅣでは13％である19)．そう，ス
テージⅣになる前に大腸がんを発見できさえすれば，
５年生存率は65％を超えるのである．我々は，まず手
始めに，我々の非侵襲的スクリーニング方法を行うこ
とによりステージⅣで発見される大腸がん患者を撲滅
することを目指す．
　今回､ 我々は便中ヒト由来DNAにおけるメチル化
を検出することによる消化器がんの非侵襲的スクリー
ニング技術の開発およびその効果の検討を行った．よ
り専門的な検出技術や便中ヒトDNA精製技術，具体
的な感度や特異度等の話は今回割愛させて頂いた．興
味ある方は林原賞受賞論文原著を参照して頂きた
い12)．現在も，この消化器がん非侵襲的スクリーニン
グ技術の改良を行っている．そして，岡山大学医学部
消化器・腫瘍外科学教室または岡山大学病院消化管外
科・肝胆膵外科外来にて検査希望者に対し随時この検
査を無償で行っている．ご興味ある方はご一報頂きた
い．

　 便中DNA解析によるがんスクリーニング：永坂岳司，他６名 　
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追 悼

　山下富三様，吉田和男様をはじめとする大腸がんにて亡くな
られた方のご冥福を心からお祈りいたします．そして，本研究
により進行大腸がんで発見される患者が一人でも少なくなるこ
とを願い今後も誠心誠意努力していくことを誓うことによって
哀悼の意とさせていただきます．
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