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研究成果の概要（和文）：われわれが先行研究で開発した『原発巣変異スクリーニングで検出された症例特異的
変異より少数変異を選択し、digital PCR (dPCR)を用いてcirculating tumor DNA (ctDNA)をモニタリングす
る』システムを用いて、食道癌、大腸癌、胃癌においてctDNAモニタリングの「早期再発発見」「無再発状態の
確認」「治療効果判定」における妥当性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we established tumor burden monitoring with ctDNA 
using next generation sequencer for mutation detection in primary tumors and digital PCR for ctDNA 
monitoring in blood samples. In this study, we demonstrated that frequent tumor burden monitoring 
using tumor-specific ctDNA analyzed by dPCR can offer timely treatment outcome information and 
provide potential opportunities for early intervention and selection of alternate, more effective 
relapse treatments during the treatment course of patients with esophageal cancer or colorectal 
cancer or gastric cancer. In addition, our results indicate that the high sensitivity of dPCR is a 
useful validation of relapse-free status.

研究分野： 臨床腫瘍学、分子治療学、外科学

キーワード： circulating tumor DNA　digital PCR　消化管癌　バイオマーカー　次世代シーケンサー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道癌、大腸癌、胃癌の治療において、dPCRを用いた症例特異的変異を対象としたctDNAモニタリングは、早期
再発発見、無再発の確証、正確な治療効果判定、において臨床的妥当性を有する。10%程度の患者でctDNAの検出
しにくい病態が存在するが、多数の症例で画像診断や腫瘍マーカーなど既存検査の診断精度を上回っており、
ctDNA解析を中心としたがん診療が期待される。

※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 
 血中には体内で細胞死を起こした細胞から遊離した DNA が存在するが、担癌患者では原発腫
瘍に存在する変異遺伝子と同じ変異を持つ DNA(Circulating tumor DNA : ctDNA)が血中を循
環している (Schwarzenbach et al, Nat Rev Cancer Res 2011)。ctDNA の検出は体内に癌細胞
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)。ctDNA 解析では、現在次世代シークエンサー(Next generation 
sequencer : NGS)を用いた遺伝子パネル検査が保険適応となっているが、本検査は標準治療終
了患者の薬剤提案を目的とした変異スクリーニング検査であり、症例ごと１回に限定されてい
る。また、薬剤提案による治療到達率は 10%以下である。申請者らは、症例特異的な少数の変異
を対象として、digital PCR(dPCR)を用いた ctDNA モニタリングについて検討を重ねている。 
内視鏡切除の可能な早期癌を含めた切除可能大腸癌における先行研究では、原発巣切除検体

における遺伝子変異を NGS にて解析後、同定された遺伝子変異について腫瘍切除前後での血漿
中の変異遺伝子量の変化を dPCR で定量可能かを検討した。原発巣切除前後の ctDNA 変動を確
認した(Sato et al, PLoS One 2016)。同研究で使用した Vacutainer 採血管(CPT 採血管）は採血
後 2 時間以内に遠心分離する必要があり、時間的制約が大きかった。そこで作業効率を上昇させ
るため新規採血管を Cell-Free DNA BCT®（BCT 採血管) (Streck 社)を採用した。検体保存期間
中の血中有核細胞の genome DNA が血漿内へ流出することを防止することで、採血後室温で 14
日間保存でも血中遊離DNA量の安定化が見られることを報告した(Endo, et al.medRxiv.2020)。 
原発巣変異スクリーニングに関しては、食道癌では、がん関連遺伝子上の Hotspot 領域を標

的とした Cancer Hotspot Panel v2(CHPv2)を用いたターゲットシークエンスを行ったが、同定
された遺伝子変異は TP53（6 個）、FBXW7（1 個）のみであった。食道癌では、CHPv2 の有用
性は低いことが示唆されたため、効率的変異同定には組織・癌種特異的なターゲットシークエン
スが必要と考えられた。そこで、食道癌症例で 5%以上の頻度で変異が報告されている 31 遺伝
子を標的とした Ion Torrent プラットフォーム用のカスタムパネル（食道癌カスタムパネル）を
作製することで変異同定効率の改善を得た。したがって、疾患特異的な遺伝子パネルの必要性が
示唆された。 
腫瘍組織では部位により検出変異が異なる genetic heterogeneity が存在するが、検体採取部

位で検出される変異と血中で検出される ctDNA との関連性も問題となる。したがって、組織採
取部位や個数も ctDNA 検査に影響を与えうる。 

ctDNA 検査に影響をあたえうる患者病態の因子として、分裂期にある腫瘍細胞が多い場合
ctDNA 検出率は高いが、増殖スピードが緩徐な腫瘍、スキルス癌など間質が豊富で腫瘍細胞量
自体は少ない腫瘍では、一般的に検出率が低い。また、肝転移や腹膜播種、肺転移など転移臓器、
再発形式によっても ctDNA 検出率が異なることが報告されている。 
以上のように、ctDNA モニタリング検査は解析に多くの工程があり、臨床での実装にむけて

さまざまな問題点が生じることが予想される。 
 
２．研究の目的 
先行研究で構築した「原発巣変異スクリーニングより検出された症例特異的変異の digital 

PCR を用いた ctDNA モニタリング」システムをベースとし、本研究では食道癌、大腸癌、胃癌
を中心とした消化器癌を対象とし、dPCR を用いた長期間の ctDNA モニタリングを行い ctDNA
検査の臨床的妥当性の検証および課題点の抽出と改善について検討した。 
 
３．研究の方法 
内視鏡的あるいは手術にて採取した原発巣切除検体の一部から抽出した DNA を NGS 解析

し、腫瘍特異的な遺伝子変異を同定した。NGS 解析には先行研究と同様、半導体型次世代シー
ケンサー(Ion PGM/Proton, Thermo Fisher 社および HiSeq 2000, illumina 社)を用いた。NGS
で同定された腫瘍特異的な変異遺伝子に対して、Hypercool Primer&ProbeTM 技術（日本遺伝
子研究所）を用いて、Primer/Probe セットを作製した。血液サンプルは、各治療前後、follow 
up 中は 3 か月ごとの CT/腫瘍マーカー採取に合わせた time point、で採取した。血液検体は各
time point で 16mL 採取し、血漿を遠心分離し DNA 抽出まで凍結保存した。末梢血単核細胞
(PBMC)も NGS 解析の際、原発巣の腫瘍特異的変異の対照とするため、冷凍保存した。DNA 抽
出は、血漿からは QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit(Qiagen 社)を使用し、腫瘍組織および
PBMC からは QIAamp DNA Mini Kit(Qiagen 社)を使用して DNA を抽出した。Digital PCR
は、QuantStudio 3D dPCR System(Thermo Fisher Scientific 社)を使用した。診療経過中の時
系列血漿 DNA について、dPCR を用いて ctDNA 定量解析を行った。 
 
４．研究成果 
食道癌 36 例、大腸癌 12 例、胃癌 10 例で、原発巣変異解析、1~5 個の症例特異的変異を選定

し、変異検出用 Probe を作成し、ctDNA モニタリングを行った。食道癌の 92%, 大腸癌の 85%, 



胃癌の 33%で、ctDNA 検査の「早期再発発見」「無再発状態の確認」「治療効果判定」における
臨床的妥当性を明らかにした（Iwaya T, et al. Gastroenterology, 2021; Yaegashi M, et al. Br J 
Cancer, 2021; Sasaki N, et al. Plos One, 2020）。 

 
 食道癌の症例は順調に集積・解析でき、検討の結果として、ctDNA モニタリングでは既存の
CT 画像診断と比較して、1)数カ月先行し再発・再増大を予測可能であること、2)非特異的画像
所見によらず腫瘍細胞量を評価できることから正確な化学・放射線療法の効果判定が可能であ
ること、3)治療後の ctDNA の持続陰性化により無再発状態の確認が可能であることが示唆され
た（図 1）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：食道癌患者の ctDNA モニタリング 
〇ctDNA 陰性、●ctDNA 陽性、赤線が再発を示す。再発診断に先行して ctDNA 陽性化が
見られる。右 Box はそれぞれの症例で ctDNA 検査の妥当性項目 a. 早期再発発見、b. 治
療効果判定、c. 無再発の確認、に合致しているかを示している。 

 
大腸癌、胃癌では原発巣 3 か所で遺伝子変異スクリーニングを行い、原発巣 genetic 
heterogeneity におよぼす影響を検討した。原発巣で検出された変異のうち、変異アリル頻度の
高い遺伝子変異は、3 か所で共通する変異が多く、非共通変異に比べ ctDNA 検出率が高いこと
が示された。したがって、変異アリル頻度の高い遺伝子変異を選定すれば、ctDNA モニタリン
グには支障がないと考えられた。実際、大腸癌でも食道癌と同様 85%の症例で ctDNA 検査の臨
床的妥当性が確認された(Yaegashi M, et al. Br J Cancer, 2021)。しかし、胃癌症例では diffuse 
type では、治療前および腹膜播種再発時に ctDNA の上昇が見られなかった(Sasaki N, et al. 
Plos One, 2020)。食道癌症例、大腸癌症例でも、腹膜播種再発で ctDNA 上昇が見られない症例
が１例ずつ存在していた。したがって、発生臓器にによらず癌の播種性転移は ctDNA 検出が難
しいことが示唆された。52 例の大腸癌症例の追加解析では、ctDNA 検査と CEA 検査の再発診
断の感度、特異度は、85.7%/97.6%と 64.3%/61.9%と ctDNA 検査の診断性能が圧倒的に高かっ
たが、興味深いことに ctDNA 陰性腹膜播種症例では、再発時に腫瘍マーカーCEA 上昇を示し



ており、従来の腫瘍マーカー検査の併用が有効である可能性が考えられた（図 2, 未発表データ）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2：大腸癌患者の ctDNA モニタリング(上) 
〇ctDNA 陰性、●ctDNA 陽性、赤線が再発を示す。上段 42 例の無再発症例では、術後 ctDNA
陰性化し持続した。一方、下段 10 例は ctDNA 陽性ポイントが圧倒的に多く、食道癌と同
様、再発診断に先行して ctDNA 陽性化が見られる。大腸癌患者の CEA モニタリング(下) 
〇CEA の上限値以下、 ●CEA の上限値以上 
CEA 検査では偽陽性、偽陰性が多い。 

 
 
大腸癌 ctDNA モニタリングの再発、無再発診断の高い診断精度から、大腸癌術後サーベイラン
スにおける侵襲的な CT スキャン検査の削減が期待され、現在評価中である。 
 

ctDNA モニタリング検査は、微小病変の出現や治療による消退も正確に反映していた。そこ
で、食道癌化学療法後の早期 ctDNA 変動がその後の治療効果を予測可能であるかを検討した。
化学療法 1 サイクル前後の ctDNA 変動  (post-/pre-ctDNA)が治療変更時点の治療効果 
(objective response)を予測可能か Receiver Operating Characteristic (ROC)曲線解析にて評価



した。その結果、Area under the curve (AUC): 0.88 と高い診断精度を示した。Cutoff 値は 0.13
であり、1 サイクル後で ctDNA が治療前の 13%以下まで低下する症例は、13%まで低下しない
症例比べて、有意に化学療法奏功期間が長く、全生存割合も高いことが示された。（図 3）
（Fujisawa R, et al. Carcinogenesis, 2021）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3：食道癌化学療法患者における 1 サイクル前後の ctDNA 変動と全生存割合 
化学療法 1 サイクル後の治療前に対する ctDNA の割合 post-/pre-ctDNA<0.13 の患者群は、
post-/pre-ctDNA≧0.13 の患者群に比較して有意に予後良好であった。 
 

 
まとめ 
dPCR を用いた症例特異的変異を対象とした ctDNA モニタリングは、早期再発発見、無再発の
確証、正確な治療効果判定、において臨床的妥当性を有する。10%程度の患者で ctDNA の検出
しにくい病態が存在するが、多数の症例で画像診断や腫瘍マーカーなど既存検査の診断精度を
上回っており、ctDNA 解析を中心としたがん診療が期待される。 
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