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研究成果の概要（和文）：本研究では、症例特異的変異を対象としたdigital PCR (dPCR)を用いたctDNAモニタ
リングによる腫瘍細胞量の変動の追跡が食道扁平上皮癌の日常診療において臨床的有用性を有するかを検討し
た。独自デザインの31遺伝子を標的としたSCC panelを用い食道癌原発巣の変異スクリーニングを施行。検出さ
れた症例特異的変異に対し１症例1~3個のdPCR ProbeをデザインしctDNA解析を施行した。本研究では食道癌患者
におけるdPCRによるctDNAモニタリングが、1) 再発や腫瘍増大予測、2) 正確な治療効果予測、3) 無再発状態の
確認、において臨床的妥当性を有することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is a poor prognosis tumor. 
Analysis of circulating tumor DNA (ctDNA) has demonstrated promising results for cancer diagnosis. 
However, ctDNA test hasn’t yet been an established tool in daily practice of cancer patients. This 
study aimed to investigate whether frequent tumor burden monitoring with ctDNA of individual 
tumor-specific mutations using digital PCR (dPCR) provides clinically useful information for ESCC 
patients. Mutation screening of primary ESCCs was performed with amplicon sequencing using 
originally-designed SCC panel, targeting 31 genes. The level of ctDNAs were evaluated using dPCR 
with originally-designed primer/probe sets for individual mutations. 27). This study demonstrated 
clinical validities of tumor burden monitoring with patient-specific ctDNA using dPCR in 
standard-of-care for ESCC patients including: 1) relapse and growth prediction, 2) treatment 
efficacy evaluation, and 3) relapse-free confirmation. 

研究分野：消化器外科

キーワード： 食道癌　circulating tumor DNA　変異
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シークエンサー (NGS)を用いたctDNA解析は、組織採取困難な症例の癌診断や薬剤の投薬根拠となる変異
の検出などいわゆるLiquid biopsyに適した方法である。しかし、治療期間での頻回な検査や長期間のfollow up
など広く多数の癌患者で行うことは、コストや解析時間を要する。また微量なctDNAはいずれの手法を用いて
も、偽陽性・偽陰性は完全に避けられないため、異なる手法による検証も必要である。治療法決定に多くの情報
が必要な場合のNGS解析と治療効果の頻回な判定、長期間の再発モニタリングにはdigital PCRと合わせた効率的
システムを確立した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
食道扁平上皮癌（以下食道癌）は表在癌の状態からリンパ節転移が高頻度であり、また頸胸腹部
に広範な転移をきたしやすい予後不良な疾患である。手術や放射線治療というモダリティが大
きく異なる侵襲を伴う局所療法や全身化学療法が治療として用いられるが、CT, PET などの画
像検査では炎症性リンパ節腫大や治療後瘢痕などの非悪性病変と転移・再発病変との鑑別や微
小転移の診断が困難である。また SCC, CYFRA, CEAなどの腫瘍マーカーは陽性率・鋭敏度と
もに低く、治療方針決定に難渋する場合も多い。さらに完全切除や完全奏功と判断される状態で
も１年以内に再発する症例もしばしばであり、微小転移や遺残の正確な診断が治療方針決定や
再発に対する早期の治療開始に重要であり、既存の診断法よりも微小病変を鋭敏に検出できる
検査法の確立が求められている。 
血中には体内で細胞死を起こした細胞から遊離した DNA (Cell free DNA: cfDNA)が存在し、
担癌患者の cfDNA 中には癌細胞から遊離した原発腫瘍と同じ変異を持つ DNA (Circulating 
tumor DNA: ctDNA)が血中を循環していることが示されている（Schwarzenbach et al, Nat Rev 
Cancer 2011）。ctDNAは体内に癌細胞が存在する定性的な診断となりその特異性から優れた癌
の存在診断マーカーとなりうる（Shaw et al, Genome Res 2012）。またその変異遺伝子量を定
量することができれば体内の癌の存在量を推測できる可能性がある。実際、大腸癌や肺癌などで
は KRAS, BRAF, EGFR などの変異部位・パターンが限定されている少数の遺伝子を用いた
ctDNA 診断により治療法選択を行う試みもされている。しかし近年の次世代シークエンサー 
(Next generation sequencer: NGS)を用いた癌ゲノム解析により、いずれの癌腫でも 10%以上
の症例で変異の見られる遺伝子はごく少数に限られ、5%以下の頻度の低い変異が 1つの病巣に
多数集積していることが明らかとなっている（Vogelstein et al, Science 2013）。144例の日本人
食道扁平上皮癌における NGS解析でも 1腫瘍に 161個の遺伝子変異が集積していたが、TP53
変異こそ 90%以上の症例に見られるものの 10%以上の症例でみられる変異遺伝子は数遺伝子で
ほとんどの変異遺伝子は 5%以下の症例にしか見られず、また KRAS のような変異部位が特定
される遺伝子は見られなかった。また、cfDNA中には正常細胞から放出されたWild-type DNA
がほとんどであり、腫瘍細胞由来の ctDNA 量は 1%以下であることが多い。この問題を克服す
るため当教室では、「①原発巣腫瘍組織における NGS を用いた遺伝子変異スクリーニング → 
②血中遊離 DNAにおける当該遺伝子変異の digital PCRによる定量・モニタリング」システム
を構築した。Digital PCRは対象サンプルを多数の小区画（1区画 1分子）に分割し、それぞれ
の区画で PCR 反応による増幅の有無をカウントし定量を行う技術で、微量な target の定量を
可能とする第 3世代の PCR システムである。本システムにより Stage I-III 大腸癌の手術前後
で同定した変異 DNAの定量が可能であることを示している (Sato K et al, PlosOne, 2016) 

 
２．研究の目的 
本研究では食道癌原発巣組織について遺伝子パネルを用いた NGS解析を行い、同定された変異
遺伝子について digital PCRを用いて食道癌診療過程における ctDNA定量によるモニタリング
を行う。既存の画像診断や腫瘍マーカーによる診断と精度を比較することで ctDNA診断の有用
性を明らかにする、これまでの研究により ctDNA診断には、先述の変異解析法の他、血液検体
採取法、digital PCRに用いる Probe作成、より低頻度の ctDNAを定量など多くの解決すべき
問題点も明らかになってきた。本研究ではこれらを解決することでより臨床実践に適した食道
癌の新しい診断システムを確立する。 
 
３．研究の方法 
食道扁平上皮癌患者を対象とし、独自に作成した Target sequence panel（SCC Panel）を用い
た NGS 解析により個々の症例の原発巣生じている複数の遺伝子変異を同定する。食道癌の治療
前後、follow up 中に採取される血液サンプルより血漿中遊離 DNA を採取し、原発巣で同定され
た遺伝子変異に対し Wild-type および Mutant を別々に標識する Probe を作成し、digital PCR
を用いて ctDNA の定量モニタリングを行う。同時に施行される画像診断や腫瘍マーカーによる
診断と ctDNA 診断の精度を比較検討しその有効性を検証した。 
 
４．研究成果 
１）症例登録 
食道癌 36例 (Stage I/II/III/IV: 8/3/20/5)が登録された（岩手医科大学倫理員会承認番号: 
HGH27-16, UMIN臨床試験登録番号 UMIN000038724）。 
２）食道癌原発巣変異解析 
治療前食道癌原発巣、末梢血単核球より DNA を抽出し、31遺伝子を標的とした SCC panel を用
い Ion PGMTMシークエンサー (Thermo Fisher Scientific 社)にて変異解析を施行した。1症例で
検体不良にて NGS 解析が施行できなかった。35 例の変異解析では、変異アリル頻度 (Variant 
allele frequency [VAF])>2%の変異は計 221 個検出された (6.3 変異/腫瘍、図１)。検出された
症例特異的変異のうち１症例につき 1～3 個の変異を対象として経時的に採取された血漿サンプ
ルで ctDNA モニタリングを行った。 
 



 
図１．食道癌原発巣変異状況. 35 例の治療前食道癌組織を SCC panel により解析。患者は背景を上段
に、変異状況を下段に示す。Variant allele frequency (VAF)>2%の変異を示している。遺伝子に変異が
１つみられる場合は赤、2つ以上みられる場合は茶で示す。食道癌では TP53 変異は 90%以上の症例でみ
られるものの、他の遺伝子も含め hotspot 変異は見られなかった。 

 
３）digital PCR による ctDNA モニタリング 
digital PCR (dPCR)による ctDNA 解析では、変異アリルと wild type アリルを別々に標識する
Probe を作成した。血漿中の遊離 DNA は 160 bp 以下と短いフラグメントで存在するため、可能
な限り小さいアンプリコンサイズになるように Forward, reverse primer を設定し、これに挟
まれる範囲に Probe の設計することが必要となり有効な Primer/probe セットの作成がやや困難
である。各社より市販される dPCR アッセイキットは KRAS, BRAF, PIK3CA などの頻度の高い
Hotspot 変異を中心にその数は限られている。本研究では Hypercool 技術（日本遺伝子研究所）
を用い、原発巣 NGS 解析にて検出されたそれぞれの症例特異的なレア変異に対しオリジナル
Primer/probe をデザイン・合成した。本法は修飾塩基「2-amino-dA（2aA）」と「5-Methyl-dC（5mC）」
の Tm 値上昇塩基を導入し、70bp 以下のアンプリコンサイズの作成を可能とする手法であり、わ
れわれはすでに 100 個以上のレア変異の Primer/probe の作成し ctDNA 解析を行っている（図
２）。また TP53 変異など症例間で共通する変異もみられることから、変異プローブライブラリー
を作成し原発巣変異スクリーニングから ctDNA モニタリングまでの時間の短縮をはかっている
（特許第 6544783 号） 

 
図２．TP53 変異 c.527G>A を検出する Primer/probe セットのデザイン例. 塩基配列内の四角で囲まれ
た塩基の修飾によりそれぞれの Tm 値（括弧内数字）を調節し、68 bp の短いアンプリコンサイズの
Forward, reverse primer および Wild type, mutant probe がデザインされている。 

 
４）ctDNA モニタリング 



原発巣の NGS を施行した 35 症例のうち、1例は変異に対応する dPCR probe の作成がで
きなかった。34 例 58 変異に対し症例特異的 Probe/Primer を作成し、原発巣 DNA での
動作確認後、血漿サンプルを用いて ctDNA 解析を行った。治療前血漿では Stage が進行
するほど ctDNA の VAF は高値を示した (P <.0001, Jonckheere-Terpstra test)。治療
全腫瘍体積も大きいほど ctDNA の VAF は高値を示した(r = 0.71, Spearman’s rank 
correlation coefficient)。Stage Iでは14.3% (1/7)、Stage II以上では85.2% (23/37)
の症例で ctDNA 陽性であった。34 例で治療前後、治療中、サーベイランス期間（観察期
間中央値 638 日[104-1,497]）で計 332 採血 time point、569 血漿サンプルで ctDNA 解
析が行われた。 
  

 

図 3. ctDNA モニタリングの
一例. 
上段: ctDNA 変動. 原発巣で
検出された TP53 および
AJUBA 遺伝子の変異にてモ
ニタリング。中段: 腫瘍マー
カー (SCC, CEA, CYFRA)の
変動。下段：診療期間中の CT
および PET/CT 所見。 
TP1:治療前 Stage II 食道
癌、TP3:CF 術前化学療法後
効果判定は SD。TP7: 再発な
し。TP8:再発なし。TP9: 縦
郭リンパ節転移。TP11,12 
CRT 後病巣消失 (CR)。TP14: 
頸部 FDG 集積、ctDNA 上昇か
ら頸部リンパ節転移の診断。 
ctDNA は画像所見による再
発診断より 6 か月早く上昇
を認めている。S-1 投与中の
ctDNA上昇もPET所見からリ
ンパ節再発であったものと
考えられる。ctDNA は腫瘍マ
ーカーに比しよく病勢を示
している。 
TP: time point, VAF: 
variant allele frequency, 
CF: cisplatin/5FU, CRT: 
chemoradiotherapy, SD: 
stable disease, CR: 
complete response, TM: 
tumor marker, LN: lymph 
node 

 
図３に ctDNA モニタリングの 1例を示す。本症例は Stage II 食道癌であり、術前化学
療法後手術を施行している。化学療法および手術による病巣の消失とともに ctDNA は陰
性化した。１年半後 (TP9)縦郭リンパ節転移再発が画像上明らかとなったが、ctDNA は
6か月前 (TP6)より上昇を認めている。放射線化学療後病巣は消失しCR判定となるが、
ctDNA も陰性化した。補助療法として S-1 投与を開始したが、開始直後 ctDNA の一過性
上昇を認め、再び陰性化している。同時期に施行した PET/CT では頸部に集積を認めて
いる。画像上は非特異的集積として癌診断は得られなかったが、ctDNA の上昇から頸部
リンパ節再発が S-1 により治癒したものと思われる。また、ctDNA の陰性持続は画像上
の無再発に一致していた。ctDNA モニタリングでは、１）再発・再増大の早期検出、２）
無再発の確認、３）正確な治療効果判定、において臨床的妥当性を有することを示して
いる。全 34例で ctDNA モニタリングにより、１）再発・再増大の早期予測は 6例、２）
無再発状態の確認は 18 例、３）治療効果の判定は 24 例で評価可能であった。34 例中
31 例 (91%)でいずれかの臨床的妥当性が占めされた。 
 ctDNA 解析における近年の報告では NGS を用いた broad-coverage assay によるもの
が多い。NGSは組織採取困難な症例や癌の進展にともない新たに獲得される変異の検出、
治療法のない癌種や状態での薬剤の投薬根拠となる変異の検出には、いわゆる Liquid 



biopsy として最も適した方法と考えられる。しかし、治療期間での頻回な検査や長期
間の follow up など広く多数の癌患者で行うことは、コストや解析時間から現段階では
困難と思われる。また、0.1%以下の微量な ctDNA はいずれの手法を用いても、偽陽性・
偽陰性は完全に避けられないため、異なる手法による検証も必要である。治療法決定に
多くの情報が必要な場合の NGS 解析と治療効果の頻回な判定、長期間の再発モニタリン
グには digital PCR と、両 ctDNA 解析手法を合わせたシステムの確立が重要であろう。 
食道癌の日常臨床診療における少数の変異を標的とした dPCR による ctDNA 解析の可
能性について明らかにした。本手法は hotspot 変異を有しない癌や症例にも広く応用可
能であるものと思われる。 
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