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現在実施中の
AMED事業
（2020.9-2022.3）

肝癌：1,000例健常者：500例

血清メチル化SEPT9コピー数測定

肝癌診断性能評価

共同研究企業募集中
共同研究内容
•試薬キット化
•自動測定化



研究背景

研究内容

新規メチル化解析技術開発

肝癌診断への応用

実用化への課題



GLOBOCAN. New Global Cancer Data: GLOBOCAN 2020 | UICC

https://www.uicc.org/new-global-cancer-data-globocan-2020. In; 2020.
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各国際ガイドラインで肝癌リスク群を
厳重にフォローするように提唱されている

早期発見可能なバイオマーカーは未だ存在せず、
新規のスクリーニング方法が必要



Shinjo K, Kondo Y. Advanced Drug Delivery Reviews 95 (2015) 56-64

簡便・低侵襲・高精度なスクリーニング検査
→リキッドバイオプシー
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Epi proColon®

• 2016年にFDA承認

• 大腸癌の検査として使用

• 血漿中のメチル化SEPT9をターゲットとする定性検査

現在臨床応用されているリキッドバイオプシー
→Epi proColon®

• 細胞分裂や腫瘍抑制因子を制御する鍵となる遺伝子

• SEPT9の高度メチル化が肝発癌に関与しているという

報告がある

SEPT9とは？

EBioMedicine 2018



肝癌診断におけるEpi proColon®の有用性

➢ SEPT9メチル化を検出することが肝癌
診断に有用であるとの報告はあるが、
肝癌診断のリキッドバイオプシーは実
用化されていない。

➢ Epi proColon®の問題点
・コストが高い(約300ドル, 約3万円)

・検体に使用できるのは血漿のみ
・多量の血漿(3.5mL)の検体が必要
・バイサルファイト処理で工程が煩雑
・定量性がない

(EBioMedicine 2018)



Epi proColon ®検査手順

3.5mL

DNA
抽出

バイサル
ファイト処理

SEPT9
リアルタイムPCR
（三重測定）

1つでもPCR増幅あれば
陽性と判定

Epi proColon Instruction for Use, 2016



バイサルファイトベースのメチル化解析
(従来技術）
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従来技術の問題点
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研究背景

研究内容

新規メチル化解析技術開発

肝癌診断への応用

実用化への課題



①血清や血漿から
DNA抽出

DNA溶液

新規メチル化解析法

DNA

抽出

③デジタルPCR

PCR反応液

小水滴化 PCR カウント
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ターゲット遺伝子
コピー数計測

酵素添加

16時間
加温

酵素添加

②DNA前処理（二段階酵素処理）

16時間
加温

HhaI

HpaII
BstUI

ExoI

HhaI (GCGC), HpaII (CCGG), BstUI (CGCG)

(特許第6897970号）



CH3

CH3

CH3

SEPT9がメチル化されていると･･･ SEPT9がメチル化されていないと･･･

メチル化感受性制限酵素で処理されず
PCRで増幅することができる

メチル化感受性制限酵素で切断され
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メチル化感受性制限酵素でのDNA処理

➢ 少量のDNAでもPCRで増幅可能
➢ バイサルファイト処理法と比較し、感度100倍



Epi proColon® 新規メチル化解析法

検体 血漿 血清または血漿

測定検体量 3.5mL 0.04mL

DNA処理方法

煩雑
（DNA濃縮とバイサルファイト法）
➡90%のDNAが喪失するため、

多量の検体が必要

単純
（メチル化感受性制限酵素）

PCR リアルタイムPCR デジタルPCR

解析 定性（陽性/陰性） 定量（コピー数の絶対数）

値段 高コスト(300ドル、約3万円) 低コスト(原価2,500円)

Epi proColon®と新規メチル化解析法の比較



研究背景

研究内容

高感度メチル化解析技術開発

肝癌診断への応用

実用化への課題



慢性肝疾患
n = 181

肝癌あり
n = 136
肝癌群

肝癌なし
n = 45

慢性肝疾患群

健常者
n = 80

総数
n = 261

血清サンプル解析

研究の流れ

新規メチル化解析法によるメチル化SEPT9コピー数測定

肝癌診断性能検証



患者背景

健常者
(n =80)

慢性肝疾患
(n =45)

肝癌
(n = 136)

年齢 50.1(±8.5) 69.0 ± 10.4 72.4 ± 8.5

性別、男性/女性 38/42 22/23 98/38

B型/C型肝炎ウイルス
/非ウイルス

- 12/18/15 18/58/60

慢性肝性/肝硬変
(Child-Pugh score A/B/C)

-
12/33

(20/9/4)

68/68

(51/17/0)

がんの進行期 0/A/B/C/D - - 12/50/31/41/2

腫瘍サイズ (cm) - - 3.2 (2.0-5.75)

腫瘍の数 - - 1 (1-3)

脈管浸潤 +/- - - 33/103

肝外進展+/- - - 14/122



健常者
(n = 80)

慢性肝疾患
(n = 45)
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や慢性肝疾患患者
よりも有意にメチル
化SEPT9コピー数
が増加していた。

血清検体中のメチル化SEPT9コピー数

Median 0.0 2.0 6.4



肝癌ステージ毎のメチル化SEPT9コピー数
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メチル化SEPT9コピー数のROC曲線
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メチル化SEPT9コピー数≥4.6コピーの割合
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がんのステージ進展に伴い陽性率は増加する

肝癌ステージ



• 血清中のメチル化SEPT9コピー数は健常者＜慢性肝

障害患者＜肝癌患者の順で有意に増加していた。

• 肝癌のステージの進行に伴い、メチル化SEPT9コピー

数は高値となった。

• ROC曲線で設定したカットオフ値4.6コピー以上である

割合も、ステージの進行に伴い増加した。

まとめ①



腫瘍マーカーと血清メチル化SEPT9併用の意義

AFP ≥ 20 ng/mL
n = 52

SEPT9 ≥ 4.6コピー
n = 86

AFP < 20 ng/mL かつ SEPT9 < 4.6コピー
n = 35

n = 37 n = 49n = 15

➢ AFPのみ陽性：11.0% (15/136)

➢ SEPT9のみ陽性：36.0% (49/136)

➢ 共に陽性：27.7% (37/136)

AFPとメチル化SEPT9両者併用で
検出感度は74.3% (101/136)

カットオフ値
AFP 20 ng/dL

SEPT9 4.6コピー
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n = 22

n = 1

AFPのみ陽性 SEPT9のみ陽性共に陽性

n = 1

n = 37 n = 49n = 15

BCLC 0 BCLC A BCLC B BCLC C BCLC D

57.1%

超早期および早期肝癌
検出も可能！

腫瘍マーカーおよびメチル化SEPT9陽性患者の
肝細胞癌の進行度

肝癌ステージ(※BCLC0は超早期癌、BCLC Aは早期癌）



• 既存の腫瘍マーカーであるAFPとメチル化SEPT9

を併用すると、検出感度は74.3%であった。

• メチル化SEPT9はステージ0(超早期)およびステー

ジ A（早期）の肝細胞癌も57.1%検出可能であった。

まとめ②



結論

• 新規メチル化解析は少量の血清サンプルで定量

的に評価できるという点でEpi proColon®より優れ

ている。

• メチル化SEPT9を標的とした新規メチル化解析に

よるリキッドバイオプシーは超早期および早期肝

癌の検出が可能である。



研究背景

研究内容

新規メチル化解析技術開発

肝癌診断への応用

実用化への課題



①血清からDNA抽出

酵素添加

16時間
加温

酵素添加

②DNA前処理（二段階酵素処理）

③デジタルPCR

PCR反応液

小水滴化 PCR カウント
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DNA溶液

16時間
加温

HhaI

HpaII
BstUI

ExoI

新規メチル化解析法

DNA

抽出

ターゲット遺伝子
コピー数計測

HhaI (GCGC), HpaII (CCGG), BstUI (CGCG)

(特許第6897970号）



現状では原価2500円で解析可能だが、商用化した場合

にはデジタルPCRのパテント代が高額となる可能性大

デジタルPCR以外の測定試薬開発

前処理・測定のオートメーション化

課題



企業様への期待

独自の遺伝子検査技術を有し、それに

適合したSEPT9遺伝子数測定試薬の

開発が可能な企業様との共同研究を

希望します。
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