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研究成果の概要（和文）：Circulating cell-free DNA（cfDNA）は細胞外遊離DNA断片であり、担癌患者では、
がん細胞に由来するDNA（circulating tumor DNA）が含まれる。近年、このcfDNAを用い腫瘍性疾患の診断や治
療への応用が検討されている。本研究は、多発性骨髄腫においてcfDNAを用いた解析が骨髄穿刺検査に代わり、
より侵襲の少ない新たな検査法となりうる可能性があるかを検討した。KRAS変異を有する多発性骨髄腫症例で、
血漿由来のcfDNAを用いた経時的解析が多発性骨髄腫の治療評価に有用であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cell-free DNA (cfDNA) is an extracellular free DNA fragment that contains 
circulating tumor DNA (ctDNA). Recent studies have shown that cfDNA is useful for diagnosis and 
examining treatment efficacy in neoplastic disease. In this study, we investigated the genetic 
mutation of ctDNA in multiple myeloma patients and followed test results over time. From this study,
 we have found that the analysis of cfDNA is useful for monitoring disease status in patients with 
KRAS mutation. This finding suggests that cfDNA obtained from a blood test can be used to study 
disease status instead of bone marrow aspiration, which is more invasive.

研究分野：血液内科学

キーワード： 多発性骨髄腫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、侵襲の大きい骨髄穿刺検査に代わり、より侵襲の少ない血液検査による検体を用いることが特色で
ある。血漿由来のcfDNAを用いた経時的解析が多発性骨髄腫の治療評価に有用である可能性が示された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

多発性骨髄腫(multiple myeloma)は、形質細胞の単クローン性腫瘍性増殖と、その産物で

ある M蛋白（単クローン性免疫グロブリン）が血清・尿中で増加し、全身の臓器障害を引き

起こす造血器悪性疾患である。全造血器悪性疾患の約 10％を占め、発症率，死亡率ともに

年々増加傾向にある。多発性骨髄腫の治療薬として 2000 年代に入り、新規薬剤(サリドマイ

ド、ボルテゾミブ、レナリドミド、ポマリドミド、パノビノスタット、カルフィルゾミブ、

エロツズマブ、イキサゾミブ、ダラツムマブ、イサツキシマブ、イデカブタゲンビクルユー

セル、シルタカブタゲンオートルユーセル)が次々と臨床応用され、それ以前に用いられて

いた抗癌剤に比べ、予後の改善が認められるようになった。 

単クローン性免疫グロブリン血症 (Monoclonal gammopathy of undetermined 

significance : MGUS)やくすぶり型多発性骨髄腫から、症候性多発性骨髄腫への進展を予

測することは難しく、また、多発性骨髄腫の治療効果は個体差が大きい。その背景として、

骨髄腫細胞のゲノム不安定性やエピジェネティック制御異常に伴う病態の多様性が示され

ており、それによって引き起こされる遺伝子異常の把握は個々の治療の検討や病勢の予測

に役立つと予測される。 

近年、骨髄中の形質細胞を用いた微小残存病変（minimal residual disease: MRD）の評

価が治療効果判定に有用であるとされ、治療後に MRD 陰性となることが良好な予後と関連

すると考えられており、MRD の陰性化が治療目標の一つとなっている。ただし、骨髄穿刺に

よる骨髄からの形質細胞の採取は侵襲的な検査であるため、頻回のモニタリングが困難で

ある。また、骨髄穿刺によって得られた検体では、空間的に不均一であるという多発性骨髄

腫の特性のため、一か所の骨髄穿刺による単一部位での評価では十分でない可能性もあり、

MRI や PET-CT などの画像評価を組み合わせることで補完されうるが完全ではない。 

一方、リキッドバイオプシーは、主にがん領域で行う組織採取の生体検査（バイオプシー）

を血液などの体液（リキッド）で代用させる技術である。腫瘍の全体像をより反映している

可能性があり、継続的に検体の採取が簡便にできるメリットがある。cell-free DNA（cfDNA）

は、ヒトの末梢血などの体液中の DNA であり、通常 145bp 未満の二本鎖 DNA 断片として存

在する。血液中の cfDNA の大部分は造血細胞由来である。担癌患者では、がん細胞に由来す

る DNA（circulating tumor DNA：ctDNA）が含まれる。固形癌患者では、健常人と比べて血

中 cfDNA 濃度が有意に高いことが報告されている。固形癌領域では、様々な癌において、リ

キッドバイオプシーによる cfDNA や ctDNA 解析が、診断や予後予測に有用なバイオマーカ

ーとして有望視されている。 

造血器腫瘍領域においても、血漿由来の cfDNA を用いて遺伝子変異等を解析するリキッ

ドバイオプシーが多発性骨髄腫の病勢評価に有用であり、cfDNA を用いた解析では血液検査

による検体採取が可能であるため、骨髄中の形質細胞を用いた MRD 評価よりも、非侵襲的に



頻回に多発性骨髄腫の病勢を評価し追跡できる可能性がある。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、多発性骨髄腫および単クローン性免疫グロブリン血症(MGUS)患者における

cfDNA を用いた分子異常の検出を行う。これにより、低侵襲に個々の病勢や治療反応性の予

測が可能になることが期待される。 

KRAS 変異を有する多発性骨髄腫患者で、血漿由来の cfDNA を用いた経時的解析にて多発

性骨髄腫の治療評価を行い、その有用性を検討した。 

 

 

３．研究の方法 

まず、多発性骨髄腫患者の再発期の骨髄穿刺で得られた形質細胞を含む骨髄有核細胞由

来の DNA を用いて遺伝子解析を行ったところ KRAS Q61L 変異が認められた。これを受けて

次に、血漿由来の cfDNA を用いた digital PCR 解析を行ったところ同様の KRAS Q61L 変異

が検出された。 

 以上の結果を踏まえ、以後、血漿由来の cfDNA を用いた digital PCR 解析にて KRAS Q61L

変異の mutation allele frequency（MAF）の経時的な解析を行った。 

 

(1) 骨髄由来の有核細胞からの DNA 抽出 

 骨髄穿刺施行時に採取したクロット検体のパラフィン包埋標本を 10 μmの厚さで薄切し

た検体を用い、GeneRead DNA FFPE Kit（QIAGEN 社）を使用して DNA を抽出した。 

 

(2) 骨髄の有核細胞由来の DNA を用いた遺伝子解析 

 本研究グループでデザインした Ampliseq カスタムパネル（Thermo Fisher Sicentific）

を用い、Iron GeneStudio5 システムでターゲットシークエンスを行い、目的領域の変異解

析を行った。 

 

(3) 血漿検体からの cfDNA 抽出 

 magLEAD 12gC（PSS 社）を使用し、Meg DEA DxMVⅡキットにて DNA 抽出を行った。 

 

(4) 血漿由来 cfDNA を用いた digital PCR 解析 

 digital PCR QX200 システム（BioRad 社）を使用し、QuantaSoft により解析を行った。

KRAS 変異の検出に際しては、BioRad 社のバリデード済みの screening kit（プライマープ

ローブセット）を使用した。 

 



 

４．研究成果 

(1) KRAS 変異を有する多発性骨髄腫患者において、血漿由来の cfDNA を用いた経時的解析

による多発性骨髄腫の治療評価。 

 

①多発性骨髄腫で化学療法後、CT にて新規骨病変を認めたが、骨髄穿刺では形質細胞の増

加が認められない症例において、血清 IgA と FLC-κの上昇がみられた。KRAS MAF も上昇し

ていた。 

 

②化学療法を追加したところ、血清 IｇAと FLC-κはいずれも低下し、KRAS MAF も減少し

た。CT上、骨病変も消失し、90％以上の M蛋白の減少が得られたため VGPR 相当の奏効と判

断した。その後、大量 L-PAM 療法を前処置として 2回目の自家末梢血幹細胞移植（2nd auto 

PBSCT）を行った。2nd auto PBSCT 後の骨髄穿刺では形質細胞の増加はなく、MRD 陰性であ

り、sCR の奏効と判断した。この時点で、血清 IgA と FLC-κも低下しており、KRAS MAF は

5％未満まで減少していた。 

 

③しかし、その直後に、血清 IgA や FLC-κの上昇は認めなかったが、KRAS MAF が上昇に転

じた。その後、維持療法を開始したが有害事象で継続できなかった。その間も KRAS MAF は

上昇し続け、2nd auto PBSCT から約 2か月後には血清 IgA と FLC-κも上昇に転じた。その

後、新規の多発骨病変を認め、再発の診断となった。化学療法を行うも治療効果が得られず、

血清 IgA と FLC-κは上昇傾向のままであった。KRAS MAF は治療直後には一時減少するもの

の、すぐに上昇に転じた。その後も治療は奏功しなかった。 

 

④骨病変が主体で骨髄中の異型形質細胞の割合が少なく、髄外病変主体の多発性骨髄腫の

再燃患者において、2nd auto PBSCT 後の骨髄穿刺では MRD 陰性であったにもかかわらず、

血漿由来の cfDNA での解析ではその後すぐに KRAS MAF が陽転化し、それから間もなく臨床

的にも多発性骨髄腫の再燃を認めた。このことから、特に骨病変といった髄外病変を主体と

した多発性骨髄腫患者においては、現在の MRD 評価よりも血漿由来の cfDNA を用いた解析

のほうがより正確に多発性骨髄腫の病勢を反映する可能性があり、また、連続的に cfDNA を

用いた解析を行うことで多発性骨髄腫の病勢や治療効果の評価に有用である可能性が考え

られた。 
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