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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌リキッドバイオプシーにおけるctDNA採取の課題である微量なcell free DNA
を正確に採取する事ができた。特に、血漿を遠心分離するまでの時間がサンプルの品質に大きく影響するため、
時間を統一した。採血後時間が経過するに従い、相対的にctDNA量が減少する。そのため、採血後 の検体を凍結
することなくに血漿の遠心分離を行うプロトコールを作成し、実施可能であることを確認した。 頭頸部上、
中、下咽頭癌、喉頭癌、副鼻腔癌症例で、152症例321検体を採取し、ctDNAの採取に成功した。これらにつき臨
床経過と照らし合わせ再発の有無に比例して、ctDNAが増減することを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：The trace amount of cell free DNA, which is a challenge for ctDNA collection
 in head and neck cancer liquid biopsy, could be accurately collected.The time required for 
centrifugation of the plasma is a major factor affecting the quality of the sample. In particular, 
the time taken to centrifuge the plasma greatly affects the quality of the sample, so the time was 
standardized. The relative amount of ctDNA decreases as time passes after blood collection. 
Therefore, a protocol for centrifugation of plasma without freezing the specimens after blood 
collection was developed and confirmed to be feasible. We collected 321 specimens from 152 patients 
with head and neck cancer of the upper, middle, and lower pharynx, larynx, and paranasal sinus, and 
successfully collected ctDNA. By comparing the results with the clinical course, we found that ctDNA
 increased or decreased in proportion to the presence or absence of recurrence.

研究分野： 頭頸部癌

キーワード： リキッドバイオプシー　ctDNA　頭頸部腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞は血流、リンパ流に乗って遠隔転移していき、上皮間葉転換することにより遠隔転移が成立しやすくな
る。また癌細胞は宿主免疫や治療から逃れるため、分子プロファイルを変えている。リキッドバイオプシーは血
液や唾液などの体液からこのような循環癌細胞、循環癌細胞由来DNAなどの分子生物学的情報を抽出する技術で
あり、症例に応じた癌治療を行える利点がある。近年癌研究分野で急速に進歩しているが、頭頸部領域ではまだ
報告が少なく、その有用性は確立されていない。本研究の結果はctDNAは腫瘍由来ゲノム情報を含み、癌の予後
予測、微小残存癌測定による再発リスク判定などへの応用が期待できることを示した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
癌細胞は血流、リンパ流に乗って遠隔転移していき、上皮間葉転換することにより遠隔転移が成
立しやすくなる。また癌細胞は宿主免疫や治療から逃れるため、分子プロファイルを変えている。
リキッドバイオプシー（Liquid biopsy）は血液や唾液などの体液からこのような循環癌細胞
（circulating tumor cells; CTCs）、循環癌細胞由来 DNA（circulating tumor DNA; ctDNA）、
エクソソーム（micorRNA など）などの分子生物学的情報を抽出する技術であり、症例に応じた
癌治療を行える利点がある。 
近年肺癌や大腸癌などの領域ではドライバー遺伝子による分子標的薬の選択（コンパニオン診
断）、さらにはこの薬剤に耐性化した際にゲノム変化を liquid biopsy で把握しセカンドラインの
分子標的薬へ変更する事が臨床で実用化されている。2014 年から肺・消化器癌においては
SCRUM-Japan（産学連携全国がんゲノムスクリーニング事業）で多遺伝子パネル診断に基づい
た liquid biopsy の開発研究を開始しており、2018 年からは免疫関連遺伝子発現のプロファイリ
ング研究、進行再発大腸癌における血管新生・免疫関連因子の研究も開始された。最近では免疫
チェックポイント阻害薬の効果予測としてマイクロサテライト不安定（MSI）、 
DNA ミスマッチ修復機能（MMR）、Tmor mutation burden（TMB）などが候補に挙がり、liquid 
biopsy による測定の有用性が報告されている。 
一方、頭頸部癌における liquid biopsy では、HPV、TP53、CDK、 PIK3A を遺伝子変異ター
ゲットとし口腔癌、中咽頭癌、喉頭癌、下咽頭癌でそれぞれ 80％、91％、86％、100％と高い正
診率であったことが報告（Wang Y, et al, Sci Transl Med 7(293):293ra104, 2015）されている。
また唾液の遺伝子変異情報を加えると中咽頭癌以外すべて正診率 100％であったと報告し
liquid biopsy の有用性を示した。しかし症例数は限定的で、liquid biopsy の利点である複数回・
低侵襲・リアルタイムモニターという特徴を生かしきれていない。 
このようにリキッドバイオプシーは近年癌研究分野で急速に進歩しているが、頭頸部領域では
まだ報告が少なく、その有用性は確立されていない。ctDNA は腫瘍由来ゲノム情報を含むため、
癌の予後予測、微小残存癌測定による再発リスク判定、分子標的薬を含めた薬物療法の効果予測
などへの応用が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は頭頸部癌における ctDNA の有用性を明らかにし、臨床応用への道をつけること
にある。頭頸部癌以外では臨床応用への臨床試験が開始されている。しかし、頭頸部癌では HPV
の検出、EGFR、KRAS/NRAS などの遺伝子に関する報告はみられるが、ctDNA から得られる
情報と予後、薬剤感受性などについて検討はほとんど行われていない（Lauritano D et al, Oral 
Oncol, 97:7-17, 2019）。申請者が所属している機関に県内の 90％以上の頭頸部癌症例が集積さ
れており、診断・治療が行われ、関連施設とともにフォローアップを行っている。この利点を生
かし、ctDNA 解析から得られる質的・量的情報を解析し、ctDNA の有用性を確立するところが
独自性である。Droplet digital PCR 法は第 3 世代の PCR 法であり、微量のコピー数でも検出
できる。Realtime PCR と droplet PCR を組み合わせて汎用性の検証も考える。 
今後の precision medicine へ近づき、不要な治療を減らし、医療費の削減や患者さんの QOL 向
上につながると想定した。 
 
３．研究の方法 
血漿中の cell free DNA の中で、ctDNA は 0.01%以下で、その 濃度は 1 ～ 100 ng/ml と低く
（Diehl F, et al, Nat Med 14:985-90, 2008）、腫瘍量を反映している（De Rubis G, et al, Trend 
in Pharmacol Sci, 40:172-86, 2019）。さらに通常のゲノム DNA と異なり、血中では 80－200
塩基対程度に分解されておりその半減期は 2.5 時間と極めて短い（Wan JCM, et al, Nat Rev 
Cancer 17: 223-38, 2017）ため、リアルタイムの腫瘍細胞の情報を反映している。 
微量な ctDNA 検出で正確な結果を得るには試料の収集法と解析前サンプル調製の標準化が重
要である。解析前サンプル調製の過程は大きく分けて、患者からの血液採取、遠心による血漿分
離、血漿 DNA 抽出、および抽出 DNA の定量である。特に、血漿を遠心分離するまでの時間が
サンプルの品質に大きく影響するため、時間を統一する。採血後時間が経過するに従い、ctDNA
は崩壊し、さらに血中有核細胞由来 DNA 量が増加し、相対的に ctDNA 量が減少する。そのた
め、採血後の検体を凍結することなく 1 時間以内に血漿の遠心分離を行う。この問題を克服す
るため血中有核細胞からの DNA 放出を防ぐ ctDNA 解析専用の採血菅を使用する。この使用に
より細胞溶解を防ぎ、有核細胞が保存された状態で輸送することが可能である。ctDNA を磁性
ビース法により、血漿サンプルから濃縮、精製を行った。精製ステップではカラムメンブレンに
QIAamp UCP MinElute Columns を使用した。この方法は、①迅速かつ簡便である、濃縮ステ
ップにおける、②サンプル間のクロスコンタミネーションがほぼない、③感染の可能性のあるサ
ンプル取り扱いの際、安全性が高いことがあげられる。 
 



 
ctDNA の判定に関して血液中には正常細胞由来 DNA と ctDNA の両方が含まれており、ctDNA
のみを選別して抽出するのは困難であり、ゲノム中のいずれの塩基が腫瘍特異的なシグナルと
なるかは患者ごとに異なる。 
ctDNA は特に 2 つの情報を持つ。質的情報（ゲノム情報）→heterogeneity（転移および治療抵
抗性）の解明、薬物療法効果予測と量的情報（ctDNA の濃度）→初診時の予後・遠隔転移予測、
術後根治性診断、化学療法治療効果のモニタリング、再発の早期診断である。 
頭頸部癌の癌関連遺伝子変異は TP53, PIK3, CDKN2A, FBXW7, HRAS, NRAS などが報告さ
れている(Cancer Genome Atlas Network, Nature 517:576-82, 2015)。また HPV 関連中咽頭癌
に関しては HPV(E6)、上咽頭癌では EBV が ctDNA の指標となりうる(Chan KCA, et al, N Engl 
J Med 377:513-22, 2017)。悪性腫瘍患者の初診時生検、および手術検体組織を新鮮凍結標本、
パラフィンブロックとして保存しており遺伝子変異測定が可能である。         
ctDNA は TaqMan プローブ法を用いてゲノムコピー数を測定する。指標ゲノム変異を真の腫瘍
ゲノム変異として血液から採取した ctDNA の結果を比較した。HPV16 DNA を本方法で検出で
きることを確認した。 
 
４．研究成果 
頭頸部癌リキッドバイオプシーにおける ctDNA 採取の課題である微量な cell free DNA 
を正確に採取する事ができた。特に、血漿を遠心分離するまでの時間がサンプルの品質に大きく
影響するため、時間を統一した。採血後時間が経過するに従い、相対的に ctDNA 量が減少する。
そのため、採血後 の検体を凍結することなくに血漿の遠心分離を行うプロトコールを作成し、
実施可能であることを確認した。本研究において、重要なことは頭頸部外来及び病棟にて適格患
者に対し、本研究用の採血を行った後、２時間以内に遠心分離を耳鼻咽喉科研究室において行う
システムを作ることであった。臨床における採血は適宜、患者の不利益にならないよう行われる
ため、このシステム構築は極めて重要であった。この結果、頭頸部上、中、下咽頭癌、喉頭癌、
副鼻腔癌症例で、152 症例 321 検体を採取し、ctDNA の採取に成功した。これらにつき臨床経過
と照らし合わせ再発の有無に比例して、ctDNA が増減することを突き止め学会のシンポジウム
（気管食道科学会２０２２年１０月、沖縄、宜野湾市）で発表した。また研究奨励賞をいただき
授賞式にて本結果を発表した（２０２３年２月沖縄、那覇）。 
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