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研究成果の概要（和文）：血中循環腫瘍DNA (circulating tumor DNA: ctDNA)モニタリングのがん診療における
臨床的意義を検討した。食道癌、胃癌、大腸癌の原発巣の遺伝子パネル検査で検出された症例特異的変異のうち
症例ごとに少数を選定し、digital PCR (dPCR)でctDNAモニタリングを行った。食道癌の91%、大腸癌の85%、胃
癌の33%の症例で、早期再発予測、無再発確証、正確な治療効果判定におけるctDNA検査の臨床的妥当性を示し
た。本検査システムは、治療効果判定、効果予測、治療後のサーベイランスなど癌患者の日常診療における方針
決定の診断ツールとして役立つことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether frequent tumor burden monitoring of circulating 
tumor DNA (ctDNA) provided clinically useful information for gastrointestinal cancer patients. 
Individual tumor-specific mutations detected by a panel sequencing of primary tumors were quantified
 as ctDNA using digital PCR (dPCR). The clinical validities of ctDNA monitoring in terms of early 
relapse prediction, treatment efficacy evaluation, and relapse-free corroboration have been 
confirmed in 91%, 85%, 33% in esophageal, colorectal, and gastric cancer patients, respectively. 
Multiregional sequence in gastric and colorectal cancer revealed that genetic heterogeneity in 
primary tumor had little effect in ctDNA monitoring by dPCR using clonal mutations. In daily 
practice, our personalized affordable dPCR method may be helpful in various insights for cancer 
patients.

研究分野： 臨床腫瘍学

キーワード： 消化器癌　circulating tumor DNA　遺伝子変異

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん遺伝子パネル検査が保険適応となり広く施行されるようになったが、検査結果からの治療到達率は低い。ま
た高度進行癌症例が対象であり、遺伝子異常に対応する推奨治療が見つかってもわずかな期間の延命にしかつな
がっていない場合が多い。多くのがんで術後補助療法の有効性が示されているように、癌細胞量が微量であれば
治療により治癒する可能性が上昇する。ctDNAは体内の腫瘍細胞量を反映するが、再発画像診断に約６か月先行
して陽性化する。われわれが開発したctDNA検査システムは安価にくり返し検査が可能あり、個別化高感度腫瘍
マーカーとして早期治療介入を可能とし、患者予後を改善すると期待される。

※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 
遺伝子パネル検査が薬事承認および保険収載を受け、「がんゲノム医療」が国民皆保険のもとで
施行可能となった。日常臨床では変異状況に応じた臓器横断的な薬物療法によりこれまで治療
手段のなかった症例に劇的な効果が得られた報告も多数されているが、今後膨大な臨床情報と
ゲノム情報の統合により、疾患の原因解明による新たな診断、防、創薬の創出が期待される。し
かし、実際に遺伝子パネル検査から治療薬投与に行われた症例は 10-15%程との報告も多く、高
額な検査にもかかわらずほとんどの症例で有用な情報は得られていない。ctDNA 解析手法は、次
世代シークエンサー(NGS)を用いた広範囲の遺伝子異常解析法と digital PCR (dPCR)に代表され
る標的変異を絞った解析法に大別される。前者はスクリーニング検査に、後者はモニタリングに
優れた検査であり、目的に応じた ctDNA 解析法の使い分けが重要と考えられる。われわれは、原
発巣組織の NGS による変異スクリーニングを行い、検出された症例特異的変異に対しそれぞれ
変異検出 Probe を作成し、dPCR により少数変異を標的として ctDNA をモニタリングするシステ
ムを構築している。本研究では、症例特異的変異の dPCR-ctDNA モニタリングのルーチン検査と
しての臨床的意義を明らかにし、がんゲノム医療における介入方法について検討した。 
 
２．研究の目的 
本研究では消化管癌（食道癌、大腸癌、胃癌）を対象とし、先行研究で確立したシステムにした
がい、原発巣で検出された疾患特異的変異に対し dPCR probe/primer を作成し、治療経過中およ
び follow up 期間中の ctDNA モニタリングを行い、臨床的妥当性の評価を行った。 
 
３．研究の方法 
食道癌、大腸癌、胃癌患者の原発巣組織における NGS を用いた遺伝子パネル検査を行った。検出
された症例特異的変異より 1～5個を選定し変異検出用の dPCR primer/probe をデザイン・合成
した。診療経過中に経時的に採取した血液検体の ctDNA 定量モニタリング解析を行い、画像診断
および既存の腫瘍マーカーによる診療経過中の病勢評価について比較検討した。 
 
４．研究成果 
１）食道癌の ctDNA モニタリング検査の妥当性 
食道癌 36 例では、食道扁平上皮癌で変異頻度の高い 31 遺伝子を対象とした SCC パネルを用い
て原発巣変異スクリーニングを行った。221 変異（１腫瘍あたり 6.3 変異）が検出され、1症例
1～3 個の症例特異的変異について dPCR による ctDNA 解析を行った。食道癌では、91%の症例で
ctDNA モニタリング検査は「再発早期発見」、「無再発状態の確証」、「正確な治療効果判定」に妥
当性を有することを明らかにした（図１）（文献１，２）。 
 

図１．食道癌患者における ctDNA 検査の臨床的妥当性 
進行癌では ctDNA 陽性率が高いが、治療奏効例では ctDNA 減少・陰性化が見られ、不応例では陽性が持
続した。また、再発・再増大に先行して ctDNA 陽性化が見られた。ctDNA 陰性持続は無再発状態を画像



診断よりも強く示唆する所見であった。 

 
２）胃癌・大腸癌における原発巣遺伝的不均一性と ctDNA 
胃癌 10 例、大腸癌 12 例 14 腫瘍では、原発巣 3 カ所より組織を採取し、それぞれについて 151
遺伝子を標的とした汎がんパネル（ClearSeq SS パネル）を用いて変異解析を施行した。原発巣
3部位で共通する変異 (Founder 変異)は非共通変異(Non-founder 変異)に比し、変異アリル頻度
(Variant allele frequency: VAF)が有意に高値を示した。Founder 変異、Non-founder 変異を含
め症例特異的変異を複数選択し、変異検出用 primer/probe を合成し血漿 DNA サンプルで dPCR を
用いた ctDNA 定量解析を行った。いずれの症例でも Founder 変異の ctDNA-VAF は Non-founder 変
異に比べ高値を示し、原発巣の VFA が高い変異は Non-founder 変異でも ctDNA 検出が可能であ
った（図２）。この結果は胃癌でも同様であり、原発巣遺伝子解析で高い VAF を示す変異は腫瘍
内で共通する clonal な変異であり、ctDNA 検出率が高いことが示された。ctDAN モニタリングの
臨床的妥当性は大腸癌で 85%の症例で確認されたが、胃癌では 33%の症例にとどまった（文献３，
４）。胃癌症例の検討では、間質性分が多く腫瘍細胞量の少ないスキルス胃癌や血流中への ctDNA
の放出の少ない腹膜播種症例が含まれていたことも要因と考えられた。現在、症例を増やし検討
中である。 
 

図２．大腸癌原発巣 heterogeneity と治療前 ctDNA 
原発巣 3部位で共通する Founder 変異は Nob-founder 変異に比べ ctDNA 陽性率が高かった。 

 
３）食道癌化学療法における早期 ctDNA 変動による治療効果予測 
初回治療として化学療法を施行した進行食道癌症例 38 例を対象として、化学療法１サイクル前
後の ctDNA 変動割合と治療効果を比較した。治療前に対する 1 サイクル施行後の ctDNA の割合
post/pre-ctDNA が治療変更時点での客観的奏効をどの程度予測可能か ROC 解析を用いて評価し
た。本研究では CT 画像で原発巣も含めた長径 1cm 以上の病変すべてをそれぞれ楕円体として腫
瘍総体積を近似計算し、治療前と治療変更時点の腫瘍体積を比較し 50%以上減量を客観的奏効あ
り、50%まで減量がえられないものを奏効なしと定義した。post/pre-ctDNA の治療変更時点での
診断能は Area under the curve (AUC): 0.88 と高かった。また cutoff 値は 0.13 であった。
post/pre-ctDNA :0.13 未満の症例は 0.13 以上の症例に比し、有意に奏効期間が長く、良好な予
後を示した (HR: 0.40, p=0.031)（図３）。この結果から、化学療法 1サイクル後に ctDNA が治
療前の 10%程度まで低下する症例は化学療法の効果が期待され継続が推奨される一方で、ctDNA
の減少程度が少ない症例では治療継続しても効果は乏しく、早期治療変更が望ましいことが示
唆された（文献５）。 
 



 
図３．食道癌症例における早期 ctDNA 変化と化学療法効果予測 
治療前に対する 1サイクル施行後のctDNAの割合post/pre-ctDNAの治療変更時点での奏効予
測を評価した。効果予測能は AUC 0.88, cutoff: 0.13 であった。post/pre-ctDNA<0.13 症例
は有意に予後良好であった。 

 
４）大腸癌術後サーベイランスと ctDNA モニタリング 
各癌の dPCR を用いた ctDNA モニタリング研究で「早期再発発見」と「無再発確証」に臨床的妥
当性が示されている。dPCR による ctDNA 検査は対象とする変異を少数に限定するため、NGS 検査
と比較して安価であり多数の患者でくり返し検査が可能である、また変異アリルの検出感度が
10～100 倍程度と高感度であることから、より微量の癌細胞の検出が可能である。これらの利点
はがんの術後サーベイランスに最も適していると考えられる。 
 52 例の大腸癌症例で術後サーベイランス期間における dPCR-ctDNA モニタリングの有効性を
評価した。無再発症例 42 例では術後 ctDNA が陰性化し以後持続した。再発 10 例では ctDNA 陽
性 timepoint は無再発例に比べ有意に多かった。また、画像での再発診断に約 6 か月先行して
ctDNA が上昇することが示された。ctDNA モニタリングは再発早期発見により早期治療介入やサ
ーベイランスにおける CT検査の削減を可能にすることが示唆された。 

 



図４．大腸癌術後患者における ctDNA モニタリング 
再発 42例では術後 ctDNA 陰性で長期間推移し、陽性例では ctDNA 陽性 timepoint が多い。画
像での再発診断に先行して ctDNA の陽性化が見られる。 

 
以上より、dPCRを用いたctDNAモニタリングはがん診療において有用性が高いことが示された。
現在、当施設では本システムを用いた ctDNA 検査を自由診療で実施てきる体制を整備済みであ
る。今後も多種のがんにおける有用性を発信していきたい。 
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