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研究成果の概要（和文）：RAS遺伝子野生型の切除不能進行再発大腸癌と診断され、抗EGFR抗体薬併用の化学療
法を施行した50例を対象とした。全例で化学療法開始前と投与中、病状進行（PD）後の血液採取を行った。化学
療法開始前もしくはPD後の血漿から循環腫瘍DNA（ctDNA）を抽出し、デジタルPCRでEGFR抗体薬耐性関連遺伝子
の変異解析を行なった。化学療法開始前もしくはPD後に変異が同定された症例に関して、経過中のctDNAの変異
解析も行った。今後、臨床情報を収集し、ctDNAによって治療前に抗EGFR抗体薬の治療効果予測が可能かどう
か、さらに、化学療法中に治療効果のモニタリングが可能かどうかを検討する。

研究成果の概要（英文）：Circulating tumor DNA (ctDNA) has been attracting attention for its ability 
to provide comprehensive, minimally invasive tissue profiling. To assess clinical usefulness of 
ctDNA as prognostic and predictive marker for the treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC), 
we explored genetic alterations in ctDNA in 50 patients with RAS wildtype mCRC treated with 
anti-EGFR antibodies. Blood samples were collected before initiation and during administration of 
anti-EGFR antibodies as well as after disease progression (PD). Extraction of ctDNA from plasma and 
detection of genetic changes associated with resistance to anti-EGFR antibodies were performed by 
digital PCR. For patients with genetic alteration identified before chemotherapy or after PD, we 
also performed analysis of ctDNA during the course of the disease. Analyses are ongoing to determine
 if ctDNA can be used to predict response to EGFR blockade before treatment, as well as to monitor 
disease response during EGFR blockade.

研究分野： 下部消化管
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今後解析を進めることにより、切除不能進行再発大腸癌に対する抗EGFR抗体薬投与前に、RAS以外の遺伝子異常
が予後不良因子となり得るか、またどの程度の変異アレルで治療無効と予測可能かの知見を蓄積できる。それに
より、抗EGFR抗体薬の適応判定および治療効果予測をより精密に行うことが可能となる。また、抗EGFR抗体投与
後に、耐性因子と想定される（複数の）遺伝子異常がどのタイミングで検出されるかの新たな知見を得ることが
できる。それをもとに、ctDNAによる治療標的の同定と治療効果のモニタリングを目的とした繰り返し実施可能
な低侵襲検査が提案できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
切除不能進行再発大腸癌の化学療

法は大きく進歩してきた。しかし、遺
伝子変異や遺伝子増幅による耐性ク
ローンの出現・増殖に伴う腫瘍の再増
大のため、治癒は困難である。 
研究開始当初、RAS（KRAS, NRAS）野

生型の大腸癌に限って epidermal 
growth factor receptor (EGFR）抗体
の投与を行う個別化治療が行われて
いたが、投与例の約半数においてしか
腫瘍縮小効果が得られず、さらなるバ
イオマーカーの探索が行われてきた。
腫瘍移植片モデルを用いた検討では、
抗 EGFR 抗体に耐性を示す腫瘍におい
て、同じ RAS 経路に属する BRAF, 
MAP2K1 遺伝子に加えて PIK3CA, PTEN, 
EGFR の変異や MET, ERBB2 (HER2)の増
幅などが報告された（Bertotti A, et 
al. Nature 526:263-267, 2015） （図 1）。さらに、抗 EGFR 抗体耐性例に対する個別化治療の
試みが行われている。ERBB2 増幅を認める症例に対して、異なった機序の HER2 阻害薬である
trastuzumab と lapatinib 併用の有効性が報告された（HERACLES study, Lancet Oncol, 17:738-
746, 2016）。また、RAS 変異による獲得耐性例でも、休薬により約半数の患者で感受性が回復す
るため、抗 EGFR 抗体薬の再投与（リチャレンジ）も検討されている。 
一方、癌の原発巣や転移巣から血液中に流出した循環腫瘍細胞（circulating tumor cell, CTC）

や、循環腫瘍 DNA（circulating tumor DNA, ctDNA）などを検出するリキッドバイオプシーが注
目され、臨床への応用拡大が強く期待されるようになった。大腸癌においても ctDNA を用いて
EGFR 抗体薬の耐性検出を試みる報告が増加しており、初期耐性では、ERBB2, FLT3 の増幅や
MAP2K1 の変異、獲得耐性では MET の増幅や KRAS, EGFR の変異が報告された（Siravegna G, et 
al. Nat Med 21:795-801, 2015）。大腸癌領域においても、ctDNA を用いた治療効果の予測や治
療効果のモニタリング、さらには治療無効の早期判断への応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 
研究開始当初、RAS 野生型の切除不能進行再発大腸癌患者の抗 EGFR 抗体投与中に ctDNA におい

て KRAS, BRAF など少数の遺伝子変異を調べた研究は存在したが、デジタル PCR 法で複数の候補
遺伝子の変異・増幅を一度に検索した研究はなかった。そのため、本研究の目的は以下とした。 
(1) 抗 EGFR 抗体耐性の候補遺伝子変異・増幅を検出するパネルを用いて、抗 EGFR 療法前の

ctDNA における変異を同定することで、抗 EGFR 抗体の治療効果予測が可能かどうかを明ら
かにすること。 

(2) 抗 EGFR 抗体投与中に抗 EGFR 抗体耐性の候補遺伝子パネルを用いて ctDNA の解析を行うこ
とにより、腫瘍マーカーや画像診断よりも耐性獲得を早期に検出し、病状をモニタリング
することが可能かどうかを検討する。 

 
３．研究の方法 
組織由来 DNA で

RAS 野生型と確認
され、抗 EGFR 抗体
薬の投与を行なっ
た切除不能進行再
発大腸癌50例を対
象とした。既に金
沢大学、名古屋市
立大学を含む研究
関連施設の倫理審
査委員会の承認を
受けて、50 例の症
例登録、検体採取
を終了した。  
 



具体的には、化学療法開始前と抗 EGFR 抗体薬の投与開始 4週後、その後は病状進行（PD）ま
で 10 週間隔で、腫瘍マーカー測定や画像診断にあわせて血液採取を行った（図 2）。そして、血
漿から ctDNA を抽出し、デジタル PCR 法で、抗 EGFR 抗体耐性因子と想定される遺伝子変異（KRAS, 
NRAS, BRAF, PIK3CA）と遺伝子増幅（HER2, MET）の解析を行った。 
合わせて、対象症例の診断や治療（手術）の際に採取、保存された原発腫瘍組織から DNA 抽出

を行い、検体採取が可能
であった 46 例につい
て 、 Ion AmpliSeq 
Cancer HotSpot Panel
を用いて、次世代シーケ
ンス法で 50 種類の癌関
連遺伝子のホットスポ
ットについての変異解
析を行った。さらに転移
巣の手術組織が入手可
能であった 9 例に関し
ても、保存された転移巣
組織から DNA を抽出し、
同パネルを用いて変異
解析を行った（図 3）。 
 
４．研究成果 
 登録された 50 例の平
均年齢は 67 才であり、
男性 32 例、女性 18 例であった。また、遠隔転移例が 23例、再発例が 27 例であった。治療ラ
インは、初回治療が 25 例、2 次治療以降の治療が 25 例であった。化学療法開始前もしくは PD
後の ctDNA における変異は 23 例（46%）に認められた。うち、治療開始前にのみ変異が認められ
たのは 7 例（14%）、PD後のみ変異が認められたのは 6例（12%）、治療開始前と PD 後に変異が認
められたのは 10例（20%）であった。原発巣組織の解析では、解析が可能であった 39 病変中 35
病変（90%）に少なくとも 1 つの遺伝子変異が同定された。また、転移巣の解析では、解析が可
能であった 12病変中、10病変（83%）に少なくとも 1つの遺伝子変異が同定された。 
現在、奏効率、無増悪生存期間、全生存期間、経過中の腫瘍マーカー・画像所見の推移などの

臨床情報を集積している。今後、同定された変異と集積された臨床情報とを比較し、以下の項目
について検討する。 
(1) 治療前の ctDNA における EGFR 経路関連遺伝子の変異や増幅の検出による抗 EGFR 抗体薬

の効果予測の可能性。 
(2) 抗 EGFR 抗体療法を行っている RAS 野生型切除不能大腸癌患者において、ctDNA における

EGFR シグナル経路に関連する複数の候補遺伝子の変異・増幅を経時的に検索することに
よる病状モニタリングの可能性。 

(3) 原発巣もしくは転移組織の変異解析と比較して、ctDNA 検査が腫瘍の不均一性
（heterogeneity）を加味した腫瘍全体の遺伝子変異状態（predominant one）を反映する
可能性。 

 
2019 年 12 月に発刊された「大腸がん診療における遺伝子関連検査等のガイダンス（第 4版）」

では、「切除不能進行再発大腸がん患者に対し、抗 EGFR 抗体薬の適応判定および治療効果モニタ
リングを目的として ctDNA 検査を実施する」ことが推奨されている。しかし、RAS 変異アレル以
外の抗 EGFR 抗体耐性関連変異の存在が予後不良因子となり得るかどうかは確立されていない。
また、少なくとも 1%以上の KRAS 変異アレルの存在により抗 EGFR 抗体薬無効と予測できるとす
る報告が多いが、明確なカットオフ値は定められていない。今後の解析によって、RAS 以外の変
異・増幅が予後不良因子となり得るか、またどの程度の変異アレルで治療無効と判断可能かの知
見を蓄積できる。 
 また、同ガイダンスでは、大腸がん切除不能例に対する ctDNA 遺伝子パネル検査は、「治療標
的の同定および治療効果のモニタリングを目的とした繰り返し実施可能な低侵襲検査として推
奨」されている。今後の解析により、抗 EGFR 抗体投与後に、耐性因子と想定される（複数の）
遺伝子異常がどのタイミングで検出されるかの新たな知見を得ることができる。それをもとに、
ctDNA による治療標的の同定と治療効果のモニタリングを目的とした繰り返し実施可能な低侵
襲検査が提案できる。 
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