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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は血中浮遊DNAの由来をエピジェネティックに分類し、がん診断・治療
効果予測に応用する事である。網羅的メチル化データより、種々の細胞に特異的なエピゲノムマーカーを同定
し、cfDNA由来プロファイリング法をデジタルPCR機器を用いて確立し、臨床応用する。乳癌細胞の同定として乳
癌に高率で遺伝子変異をしているPIK3CAやESR1のHot spot変異を識別する検出系を確立した。また、それぞれの
細胞種のエピゲノムマーカーを、公的データベースから正常細胞、癌細胞の網羅的エピゲノムデータから特異性
の高いマーカーの同定が困難で、各胚葉由来マーカーの組み合わせによるモデルが必要であると判明した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to profile the origin of cfDNA epigenetically and 
to utilize the profile for cancer diagnosis and therapeutic response prediction. The epigenetic 
markers for the profiling were identified from comprehensive epigenetic array data, and primer-probe
 sets were established for digital PCR machine. To detect breast cancer-origin cfDNA, primer probe 
sets specific to hot spot mutations in PIK3CA and ESR1 were made. To identify epigenetic markers for
 each cell type was difficult, and combination of markers for different germ-layer cells will be 
necessary

研究分野： 乳癌

キーワード： 乳癌　cfDNA　エピジェネティックス　由来

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌症例のcfDNAの由来が判明することで、腫瘍組織内構成細胞のターンオーバーを推測することができると思わ
れる。特に免疫細胞由来DNAの割合は腫瘍組織内の免疫活動の状況を反映していると考えられる。抗がん剤や抗
体医薬で腫瘍内浸潤リンパ球(TIL)に対する研究が近年盛んになっている。更に、抗PD-1抗体薬等の免疫チェッ
クポイント阻害剤の臨床応用が始まっているが、その効果予測因子の探求が盛んに行われている。既存の抗がん
剤・抗体医薬による薬物療法だけでなく、この新規の免疫チェックポイント阻害療法の効果予測に重要な情報を
提供することで、癌薬物療法の個別最適化に大きく寄与する可能性がある



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、血中循環腫瘍 DNA(ctDNA)が癌診断への臨床応用という点で注目を浴びている。Dawson ら(NEJM, 
2013)は、古典的血清腫瘍マーカー(CEA, CA15-3等)や血中循環腫瘍細胞(CTC)と比較して、転移性乳癌の
モニタリングに対するctDNAの有用性を示した。ctDNAが注目される理由として、1)ゲノムレベルで癌組
織内に不均一性があるので一部の癌組織生検標本の解析結果が患者体内の腫瘍の全体像を反映している
わけではないが、血中ctDNAは全体像を反映していると考えられている。2)遺伝子変異が癌細胞に対して
非常に特異度が高いこと、3)DNAはRNAや蛋白質に比べ安定で臨床検査の材料として扱いやすい、4)微量
の変異DNAを検出する技術（デジタルPCRや分子barcode化sequencing等）が確立してきたこと、5)「患
者に優しい」診断技術としてLiquid biopsy標本を用いた診断法の開発が望まれている、などが挙げられ
る。乳癌においてもctDNA解析が行われつつあるが、問題点もある。乳癌のサブタイプによって遺伝子変
異のパターンが異なるため、遺伝子変異が未知の標本では、高価な網羅的ゲノム解析をすれば感度は上が
るが、安価であるが既知の変異しか検出できないPCR系アッセイでは、少数の標的変異を絞り込んで解析
すると感度が下がる。 
 癌患者の血中浮遊 DNA（cfDNA）濃度が上昇していることは少なくとも 1970 年代には報告されている
(Leon Cancer Research, 1977)。しかし、実はそのDNAがどこから来ているかは知られていない。遺伝子
変異の検出によって癌細胞由来DNAの割合は測定できる。最近の研究によると、癌転移再発症例でも多く
が1~30%の範囲にあり50%を超えることは殆どない(Spindler 2015 PlosOneの図より推定)。一方、我々
は2013年よりctDNAのepigenetics解析で乳癌を早期診断する方法・アルゴリズムを開発してきた（ペ
ージ10）。その中で内部標準のプライマーによる血中DNAアレル数に比べ、乳癌マーカー陽性のアレル数
の頻度は低く、cfDNAの多くが癌細胞以外の細胞種から由来するであろうという同様の現象を見出してい
た。 
 
２．研究の目的 
一般的に血中循環DNA(cfDNA)濃度は癌
症例で上昇している。が、癌細胞由来血
中循環DNA(ctDNA)はその上昇分の一部
（転移症例でも多くが30％程度まで）
にしかすぎず、その他の上昇分の由来
はわかっていない。当研究では、
epigenetics を用いて cfDNA の由来を
検出する手法を確立する。このcfDNAの
由来プロファイリング情報は癌組織の
微小環境状態を反映していると考えら
れ、癌組織病態のより正確な把握を促
すと期待される。この cfDNA 由来プロ
ファイリングを乳癌の治療効果予測、
早期診断などに応用することをこの研
究の最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
1) デジタル PCR を用いた cfDNA の由
来プロファイリング法の開発 
①B/T細胞由来cfDNAの検出法の開発 
②他の細胞由来cfDNAの検出法の開発 
ゲノム組換えのない正常細胞は DNA 配列は同一なので通常 PCR では区別がつかない。体内の 200 以上あ
ると言われている異なる細胞種の分化はepigeneticが制御していると考えられている。腫瘍組織内の構
成細胞のそれぞれに、特異的 epigenetic パターンを同定しマーカーにすることで、cfDNA の由来細胞の
パターンを推測することができる。他の細胞種のメチル化プロファイルは、公的 database GEO（Gene 
Expression Omnibus）から可及的に入手する（例、GSE40699：種々の細胞腫、GSE68851：線維芽細胞、
GSE67024：脂肪細胞、GSE59796：樹状細胞、GSE46648：破骨細胞、GSE34486：リンパ管内皮、GSE68456, 
GSE54671：種々の白血球分画、等）。腫瘍組織内の非癌細胞も、正常組織内とは性格が変化していること
が知られている。これらのepigeneticsデータを統合解析し、それぞれの細胞種に特異的なDNAメチル化
領域を同定する。そしてこれらに対してメチル化特異的PCRのプライマー・プローブを複数設計し、実際
の細胞由来 DNA を使ってスクリーニングを行う。同定した各種細胞のマーカーと既に構築してる癌細胞



のマーカーを合わせてcfDNAの由来プロファイリングのアッセイ法とアルゴリズムを開発する。 
2) cfDNA由来プロファイルと乳癌組織構成細胞比率との相関。 
3）局所進行・転移再発乳癌における薬物療法の治療応答性予測とそのモニタリング：京都大学乳腺外科
とその関連施設で、エリブリンを中心とする観察研究（「HER2 陰性ホルモン療法耐性転移乳癌患者におけ
る 1 次 または 2 次化学療法としてのエリブリン療法の効果を探索する観察研究」E-SPEC 試験、
UMIN:UMIN000018178）での標本を用い、「転移性乳癌の薬物治療応答性を治療開始前または治療開始早期
に予測」モデルを開発する。 
4）これらのモデルを術前補助療法の効果予測、乳癌早期診断の精度改善、他癌への応用と進めていく。 
 
４．研究成果 
本研究は、血中浮遊DNAの由来をepigeneticで分類し、がん診断・治療効果予測に応用しようというも
のである。網羅的メチル化アレイデータより、種々の細胞種に特異的なepigeneticマーカーを同定し、
それを活用したcfDNA由来プロファイリング法をデジタルPCR機 器を用いて確立し、その後、この由来
プロファイリング法が、乳癌転移再発症例、術前補助療法症例の効果予測、原発巣や術後再発の 診断、
他癌の診断に応用できるかを検証する予定である。 乳癌細胞そのものの同定としてゲノム変異に対する
PCR を用いる。乳癌に高率で遺伝子変異をしている PIK3CA の exon9, 20 にある Hot sp ot に対する
mutation（1624G>A, 1633G>A, 3140A>G, 3140A>T）を識別するPCR primer probeセットをデザイン。ま
た、ルミナール型乳 がんの再発症例で変異率が上昇しているESR1遺伝子の変異Hot spotであるリガン
ド結合ドメインの変異(1609T>A, 1610A>G, 1610A>C,1 613A>G )を検出するPCRもデザインした。 また、
それぞれの細胞種の epigenetics marker を、公的データベースから正常細胞、癌細胞の網羅的
epigenetics データを入手しマー カーの同定を試みた。目的の細胞種以外で完全に無メチル化でその細
胞腫のみメチル化しているという特異性の高いmarkerの同定が困 難であることが判明。内・外・中胚葉
由来マーカーなどとの組み合わせで、計算で由来細胞のプロファイリングをする方向性が必要で あると
思われる。 このプロファイリング方が確立した後、使用する標本は、収集を継続している。また、以前
の乳癌マーカーの陽性率を、1024 種の癌細胞株のメチル化アレイデータみると、特異度が高いマーカー
と、汎腫瘍マーカーとにわけられた。 
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