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研究成果の概要（和文）：エピゲノムワイド関連解析を基盤とし、膵がん発症の高危険群を捕捉するためのリス
ク診断の基盤となる知見を得ることを目指した。膵がんを発症した患者と対照の血液検体の間で、かつ浸潤性膵
管がん組織と正常膵組織の間で、ともにDNAメチル化率が有意に異なる46,924 CpG部位を同定した。DNAメチル化
異常を来す遺伝子の多くは、幹細胞性・細胞増殖等に寄与するがん関連遺伝子で、環境要因・遺伝素因の影響で
全身の細胞に惹起されたDNAメチル化異常が、末梢膵管上皮において発がん促進的に作用する場合があると考え
られた。血液検体のDNAメチル化検査で発がんリスクを診断し得るとのfeasibilityが示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish the criteria for risk estimation of 
pancreatic cancer using blood samples based the research strategy of epigenome-wide association 
study. Using genome-wide DNA methylation analysis, 46,924 CpG sites showing significant differences 
of DNA methylation levels between blood samples of individuals who will suffer pancreatic cancer 
later and age and sex-matched control blood samples and simultaneously showing such differences of 
DNA methylation levels between pancreatic cancer tissue and normal pancreatic tissue samples were 
identified. Many of genes showing such DNA methylation alterations in both blood and tissue samples 
participated in stemness and/or cell proliferation and were potential tumor-related genes. These 
data indicated that cancer-prone DNA methylation profile can be detected even in blood samples and 
revealed the feasibility of pancreatic cancer risk estimation using blood samples during health 
checkup.

研究分野：人体病理学

キーワード： エピゲノム　エピゲノムワイド関連解析 (EWAS)　膵がん　DNAメチル化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で同定したリスク診断マーカーCpG部位の、DNAメチル化率の診断閾値を組み合わせることによって、健診
等の血液検査によって将来の膵がんの発生リスクを予測するための診断基準を確立できる見込みである。確立し
た膵がん発生リスク診断基準について、適切に知財を確保する。さらに、研究代表者等が企業と共同研究開発し
既に特許の成立している、健診機関にも普及が容易で血液検査に適した、高速液体クロマトグラフィーを基盤と
するDNAメチル化診断システムに適合させ、キット化する。これにより、予防先制医療が当然のこととなる近い
将来に、発がんリスク診断と介入予防の社会実装を図れると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 エピゲノム情報、特に DNA メチル化プロファイル (全ゲノム上のどの CpG 部位のシトシン塩
基がメチル化修飾を受けるか)は、発がん要因を含む環境要因への暴露により変化する。いった
ん変化した特定の CpG 部位の DNA メチル化状態は、ヘミメチル化 CpG 部位を認識する DNA メチ
ル化酵素 DNMT1 に担われた維持メチル化機構で、比較的安定に保存される。他方で、特定の CpG
部位の DNA メチル化状態が、胎内環境 (母体の低栄養等)の影響で先天的に規定され、生涯にわ
たって維持され、個々人の疾患易罹患性に寄与する可能性があるとも考えられている。このた
め、特定の CpG 部位の DNA メチル化状態が、個々人の発がんリスクの指標になると期待される。 
 特定の臓器のがんの発生母地となる細胞において発がん促進的に働く DNA メチル化プロファ
イルが、同じ環境要因等の影響を受けている造血幹細胞を含む全身の細胞にも成立している可
能性があり、これを非侵襲的に入手できる末梢血検体で検出することで、発がんリスクを予測
できるようにするのが、エピゲノムワイド関連解析 (epigenome-wide association study 
[EWAS])である。EWAS の研究手法は発がんの内的要因を特定するゲノムワイド関連解析 (GWAS)
と類似しているが、発がんの外的要因の影響の蓄積も捉えることができる EWAS は、GWAS の単
なる後追い研究ではない。EWAS こそ複雑な要因で成立する多段階発がん過程の特に早期の実態
を捉えられると期待され、予防・先制医療の決め手となると考えられる。しかし、海外等で EWAS
結果の報告例が散見されるようになっているものの、我が国では少数のプロジェクトで着手さ
れたに過ぎない。 
 研究代表者金井等は、発がんのエピジェネティック機構が世界的に注目される以前の 1995
年頃から発がんエピゲノム研究に従事し、肝炎ウイルス感染に基づく肝細胞がんに対する前が
ん状態である慢性肝炎・肝硬変症の段階で DNA メチル化異常が既に起こっていることを報告し
た (Jpn J Can Res, 87:1210, 1996)。これは、前がん段階における DNA メチル化異常に関する
世界でも最も早期の報告の一つであった。以来、多段階発がんの諸過程にある、膵組織 (Cancer 
Sci, 96:403, 2005; Carcinogenesis, 27:1160, 2006; J Biomed Biotechnol, 2011:780836, 2011)
を含む多数の組織検体の詳細な解析を行い、慢性炎症等の発がん要因特異的な異常 DNA メチル
化プロファイルが、前がん段階から成立するとの知見を積み重ねてきた。組織検体を用いた発
がんリスク診断基準も策定し (Int J Cancer, 129: 1170, 2011; Carcinogenesis doi: 
10.1093/carcin/bgz046, 2019)、特許申請を行って実用化を目指している。金井等の従来の知
見は、このような発がん高危険群特異的異常プロファイルを、未病の段階で健診等で得られる
末梢血検体で検出すれば、より早期の予防介入につながるだろうとの発想の根拠となっている。 
 発がん高危険群特異的異常プロファイルを同定するためには、健常者の正常プロファイルと
の比較が必須であるが、DNA メチル化プロファイルにはゲノム情報と異なり細胞系列ごとに特
異性があるので、対照となる諸細胞系列の正常細胞の標準プロファイルの全貌の把握が必要で
ある。この課題に、国際ヒトエピゲノムコンソーシアム (International Human Epigenome 
Consortium [IHEC])が取り組んでいる。金井は我が国の代表研究チームの PI として IHEC に参
画していることから、IHEC 参加各国が提出する諸細胞系列の標準エピゲノムデータをいち早く
参照し、リスクマーカー候補となる CpG 部位を効率的に同定できる。 
 さらに、研究協力者吉田と研究分担者山地・伊藤が参画し全国規模で行われていた“難病・
がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業”「血液検体のゲノム・エピゲノム・トランスクリプ
トーム解析に基づく、膵がん・肺がん等の高危険度群の捕捉のためのバイオマーカーの同定」
研究 (研究代表者: 吉田輝彦)では、膵がん等の患者と対照の末梢血 DNA 検体と質の高い問診
票・診療録情報を収集した。しかし、ゲノム・トランスクリプトーム領域で成果を挙げた上記
研究事業も、研究期間後半に着手した EWAS 部分については完遂を見ることなく、研究期間を終
了した。金井は、同事業に対し技術的支援等を行っていた。本研究は、同事業で収集された貴
重な検体・問診情報・診療情報・wet のデータを遺棄することなく、エピゲノム研究を専門と
する金井等が主導的に継承することで、難治がんの一次予防・二次予防につなげることを目指
したものである。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、EWAS を基盤とし、健診等の血液検査で難治がんである膵がん発症の高危険群を捕
捉するためのリスク診断を行う基盤となる知見を得ることを目的とする。質の高い問診情報・
診療情報等の付随した充分数の末梢血検体におけるゲノム網羅的 DNA メチル化解析結果を、質
の高い臨床病理情報の付随したがんの組織検体におけるエピゲノム解析結果と比較することで、
まず膵発がんリスクを反映する DNA メチル化プロファイルを血液検体で検出しうることを示し、
EWAS 研究の実現可能性を証明する。さらに、DNA メチル化実測値に対する血球細胞組成の影響
を排除し、DNA メチル化率の精密定量結果に基づいて適切な診断閾値を設定することにより、
リスク診断基準を策定する。適切なリスク診断基準が策定できれば、高危険群に集中して高精
度画像診断法等を適用し、治癒切除可能な超早期段階での診断を可能にできると期待される 
(二次予防)。本研究で確立するリスク診断法は、将来の生活習慣改善や化学予防等の介入予防
の実現にも資すると期待される (一次予防)。 



 
３．研究の方法 
 
(1) 末梢血検体における血球細胞組成の影響を受けない膵発がんリスクマーカーCpG 部位の同
定  
 先行事業等で全国諸施設で収集され、金井の技術的支援により既に Infinium® 
HumanMethylation450 BeadChip を用いたゲノム網羅的 DNA メチル化解析に供していた、膵がん
142 件-性別年齢階層一致対照 277 件の末梢血検体の全試料と全データを、本研究における学習
コホートとするため継承する。DNA メチル化プロファイルには、細胞系列ごとに特異性がある
ので、血球細胞組成の違いによるバイアスをまず排除する。具体的には、東北メディカルメガ
バンク機構のエピゲノム部門である「いわて東北メディカルメガバンク機構」から、日本人検
体の実測に基づいて信頼度の確認された補正式が提唱されている (PLoS One 11: e0147519, 
2016 )。いわて東北メディカルメガバンク機構の PIである清水厚志特命教授らと共同し、血球
細胞組成補正パイプラインを実装する。同パイプラインを用いて、検体の血球成分組成を予測
し、予測した組成に基づいて DNA メチル化率データを補正する。補正値を用いて、対照症例に
比して膵がん症例の血液検体において、有意な DNA メチル化異常を示す CpG 部位を同定する。
この際、IHEC の標準エピゲノムデータベースを参照し、知り得る限り全ての血球系細胞系列の
純化した正常検体で、その DNA メチル化率が、年齢・性別の影響を受けず一定である CpG 部位
を優先して以後の解析に供するものとする。 
 
(2) 組織検体における発がんリスクマーカー候補 CpG 部位の同定 
 国立がん研究センター中央病院において、浸潤性膵管がんのために膵切除を受けた手術材料
より、浸潤性膵管がん組織を Infinium® HumanMethylation450 BeadChip を用いたゲノム網羅的
DNA メチル化解析に供す。比較のため、ファーター乳頭部がん・肝外胆管がん等非膵腫瘍症例
の手術材料より得られた正常膵組織も同様に解析に供する。正常膵組織に比して膵がん組織に
おいて有意な DNA メチル化異常を来たし、膵発がんに寄与する可能性のある DNA メチル化異常
を示す CpG 部位を同定する。 
 
(3) EWAS 研究の実現可能性の証明 
 (1)ならびに(2)で共通して異常を示す CpG 部位を同定する。同定された CpG 部位の DNA メチ
ル化異常が遺伝子発現異常に帰結し得るか、The Cancer Genome Atlas (TCGA)データベース 
(https://portal.gdc.cancer.gov)等を用いて検討する。以上により発がん促進的に機能する遺
伝子の発現亢進や、発がん抑制的に機能する遺伝子の発現低下に帰結し得る DNA メチル化異常
が、膵がん組織において認められるだけでなく、同じ DNA メチル化プロファイルを血液検体に
おいても検出できることを示す。 
 さらに、同定された CpG 部位の血液検体における DNA メチル化率データを用いて、膵がん症
例を対照から区別するための受信者動作特性曲線 (Receiver operating characteristic 
[ROC])解析を行い、曲線下面積 (Area under the curve [AUC])を算出する。十分な AUC が得ら
れた場合、血液検体において膵がん発生リスクを予測する EWAS 研究戦略の実現可能性が示され
たと考える。 
 
(4) 末梢血検体で膵がん高危険群を捕捉するためのリスク診断法開発 
 (3)の ROC 解析で特に AUC が大きく、末梢血検体で膵がん症例を見分ける弁別能力の高い CpG
部位について、top-left 法等により、適切な診断閾値を設定する。AUC 値が特に大きい CpG 部
位とその診断閾値を組み合わせたパネルを、末梢血検体で膵がん高危険群を捕捉するための
DNA メチル化指標によるリスク診断基準と考える。先行事業で既に取得している、膵がん 142
件-対照 277 件の喫煙・肥満・慢性膵炎・糖尿病等既知の膵がんリスク因子に関する問診情報を
加味することで、膵がん症例を見分ける弁別能力がさらに向上すると考えられた場合には、問
診情報も組み合わせて、“末梢血検体で膵がん高危険群を捕捉するためのリスク診断法”を策定
する。 
 ゲノム網羅的スクリーニング手段である Infinium 解析により学習コホートで得られた DNA
メチル化率の妥当性を、DNA メチル化率の精密定量に適したパイロシークエンス法でも技術的
に検証する。さらに、新たに倫理申請を行い研究許可を得て、検証コホートとして、先行事業
等において愛知県がんセンターで収集された膵がん 150 件-対照 300 件程度の、問診情報と末梢
血 DNA 検体の供与を受ける。検証コホート末梢血 DNA 検体においてパイローシークエンス法に
よりマーカーCpG 部位の精密定量を行い、確立したリスク診断法により充分な感度・特異度を
もって症例-対照群が弁別できた場合、我々の診断基準の信頼度が検証されたと考える。 
 研究分担者山地が所属する国立がん研究センター予防・検診研究センター、共同研究者であ
る清水厚志特命教授が所属するいわて東北メディカル・メガバンク機構、IHEC に参加する韓国
代表チームの PIである Jae-Bum Bae 教授が所属する Korea National Institute of Health 等、
国内外のコホートに対し、我々の膵がん高危険群捕捉のためのリスク診断法の前向き検証を共
同で行うよう提唱していく。 
 



 
４．研究成果 
 
(1) 末梢血検体における血球細胞組成の影響を受けない膵発がんリスクマーカーCpG 部位の同
定  
 先行事業 “難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事業”で全国の協力施設から収集さ
れた血液検体のうち、膵がんを発症した患者 142 件と性別・年齢階層を一致させた対照 276 件
における、Infinium Human Methylation 450K BeadChip によるゲノム網羅的 DNA メチル化解析
データを継承した。独自に実装した血球成分組成予測パイプラインを用い、各検体の血球成分
組成を予測した。予測された血球成分組成に基づいて、DNA メチル化率データを補正した。こ
の補正値を用い、多重検定に対する補正後に、症例-対照間で DNA メチル化率が有意に異なる
157,499CpG 部位を同定した。 
 
(2) 組織検体における発がんリスクマーカー候補 CpG 部位の同定 
 国立がん研究センターバイオバンクより供与された、非膵がん症例手術材料より得られた正
常膵組織22検体と浸潤性膵管がん91検体において、Infinium Human Methylation 450K BeadChip
を用い、ゲノム網羅的 DNA メチル化解析を行った。正常膵組織と膵がんの間で多重検定に対す
る補正後 DNA メチル化率が有意に異なるのは、100,495CpG 部位であった。 
 
(3) EWAS 研究の実現可能性の証明 
 血液検体と組織検体の双方でDNAメチル化異常を来す、すなわち膵がん組織検体におけるDNA
メチル化異常を血液検体において検出し得る CpG 部位は 46,924 箇所であった。そのうち、正常
膵組織と膵がん組織の DNA メチル化率の差分が 0.25 以上で、転写開始点近傍にある CpG アイラ
ンド・アイランドショア・アイランドシェルフに設計された Infinium アレイプローブに一致す
る CpG 部位、すなわち転写発現制御に重要と考えられる CpG 部位に特に注目した。さらに、TCGA
データベースに登録された実測値によって、DNA メチル化異常が遺伝子の発現異常に帰結し得
ることが確認された (R 値-0.4 未満で DNA メチル化率と発現量が逆相関する) 293CpG 部位を絞
り込んだ。 絞り込んだ 293 プローブが設計された 106 遺伝子の中には、幹細胞性・細胞増殖・
細胞接着等に寄与する遺伝子や既知のがん関連遺伝子が多数含まれていた。本知見より、①環
境要因・遺伝素因の影響で長年月の間に全身の細胞に惹起された DNA メチル化異常が、末梢膵
管上皮においては発がん促進的に作用し、膵がんの発症に至る可能性があり、②末梢膵管上皮
において発がん促進的に働く DNA メチル化プロファイルは、発症前から血球細胞にも成立して
いるので、血液検体の DNA メチル化検査で発がんリスクを診断し得る、と考えられた。すなわ
ち本研究により、EWAS の研究戦略としての妥当性・実現可能性が示された。 
 
(4) 末梢血検体で膵がん高危険群を捕捉するためのリスク診断法開発 
 膵がん組織検体における DNA メチル化異常を膵がん発症前の血液検体でも検出しうることを
Infinium 解析で明らかにした CpG 部位のうち、AUC 上位 30 箇所の候補 CpG 部位の DNA メチル化
率を、パイロシークエンス法で精密定量して技術的検証を行った。倫理申請を行い研究許可を
得て、愛知県がんセンターにおいて研究分担者伊藤等が収集した住民コホート血液検体のうち、
膵がんを発症した症例と性別ならびに年齢階層を一致させた対照 552 件を、既に研究代表者金
井の研究室に移送している。今後、パイロシークエンス法を用いて愛知県がんセンター検体の
検証コホートにおいても、症例-対照間で候補 CpG 部位の DNA メチル化率に有意な差異が見られ
ることを生物学的に検証する。候補 CpG 部位の DNA メチル化率の診断閾値を組み合わせるこ
とによって、健診等の血液検査によって将来の膵がんの発生リスクを予測するための診断基準
を確立できる見込みである。確立した膵がん発生リスク診断基準について、適切に知財を確保
する。さらに、金井等が企業と共同研究開発し既に国内・国際特許の成立している、健診機関
にも普及が容易で血液検査に適した、高速液体クロマトグラフィーを基盤とする DNA メチル化
診断システムに適合させ、キット化する。これにより、予防先制医療が当然のこととなる近い
将来に、発がんリスク診断と介入予防の社会実装を図る。 
 
(5) 研究期間終了後の展開 
 本研究では、リスク診断基準に加えて、環境要因・遺伝素因の影響で長年月をかけて血液検
体と末梢膵管上皮に誘導され、発がんに寄与する可能性のある DNA メチル化異常が同定されて
いる。このような異常をきたす遺伝子のうち、未だ膵発がんへの寄与が十分明らかにされてい
ない遺伝子については、金井等が共同研究で開発している肝胆膵系の上皮細胞オルガノイド培
養系等でノックインあるいはノックダウンし、発がんへの寄与を直接的に証明する。これらの
遺伝子が、膵がんの創薬標的になり得るか、介入予防の標的になり得るかも検討を進める。 
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