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研究成果の概要（和文）：2023年5月で314症例の2年間の追跡期間が終了した。ctDNAモニタリングのための採血
タイムポイントの総数は2,500となっている。登録した314例で初期試料パネルシークエンスは完了し、218症例
についてはctDNAモニタリングのために147種類のプローブ(症例当たり1-2種類)でデジタルPCRを行った。治療中
の臨床情報は96%については入力が完了し、CT/MRI画像診断は1500件の構造化された読影情報を得た。これらの
情報を統合し、臓器横断的に、薬剤特異的、遺伝子変異特異的、および再発形式特異的なctDNAの動態を解析す
る。

研究成果の概要（英文）：This study was initiated for elucidating the clinical validity of 
circulating tumor DNA (ctDNA). In our laboratory, the ctDNA monitoring system has been established 
by primary sequencing followed by the ctDNA monitoring using originally developed digital PCR (dPCR)
 primer/probe library. A two-year observation for enrolled 314 patients was completed on May 2023. 
Total time points for ctDNA monitoring is 2,500. Panel sequencing of primary samples has completed 
for 314 cases whereas dPCR for ctDNA analysis has carried out for 218 cases. Ninety-six per cent of 
clinical data input during cancer therapy were completed whereas 1,500 imaging data from CT/MRI were
 obtained as a categorical format. Upon finalizing data integration, dynamics of ctDNA monitoring 
will be analyzed in views across organs, drugs, genes, and types of relapse formation.

研究分野： Biomarker

キーワード： ctDNA　cancer　therapy

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療後に必要な情報として、(i)早期再発予測、(ii)治療効果判定、(iii)無再発確証、の3つは不可欠であ
る。本課題では独自に開発したdPCRプローブライブラリー技術をもとに「腫瘍で同定された体細胞変異をctDNA
としてdPCRを用いて追跡する手法」を用いて、がん治療後に必要な情報をどのような悪性腫瘍にも提供できると
考えた。一方で、臓器、薬剤、測定する遺伝子、および再発形式によるctDNAの臨床的意義の違いは解明されて
いない。本研究により、ctDNAの臨床応用がより現実的なものになると考えられる。

※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 
血中循環腫瘍由来 DNA(circulating tumor DNA, ctDNA)は腫瘍崩壊とともに血中に遊離される
DNA 断片である。我々は、過年度の国際共同研究加速基金(2016-2018)や新学術領域研究(シス
テム癌新次元 2016-2018)、および複数の基盤研究(20K08966、19K09224)の支援を受け、パネ
ルシークエンスで同定される初期試料(がん組織または治療前血液)の遺伝子変異を反映する
ctDNAが腫瘍マーカーになりうることを食道、胃、大腸がんで報告してきた(Sato et al, PLoS 
One, 2016; Sasaki et al, PLoS One, 2020; Iwaya et al, Gastroenterology, 2020)。また、ctDNA
は次世代シークエンサー(NGS)では定量測定が困難な 1%以下の変異アリル頻度(variant allele 
frequency, VAF)で変動するため、特定の遺伝子変異の測定に特化した高感度デジタル
PCR(dPCR)で行うパイプラインを確立した(Nishizuka et al, Methods Mol Biol, 2019)。このよ
うに、原発腫瘍組織の変異を同定できれば、どの臓器由来のがんであっても迅速に ctDNAで体
内腫瘍量を追跡できる体制を構築した。 
 この体制をもとに、我々は 2019年より岩手医大附属病院のがん関連 17診療科が担当する進
行がん約 20 種類を対象として ctDNA モニタリングを行う MORIOKA study(Monitoring 
Recurrence of Individual tumor by serial Observation of Known gene Alterations)を開始した。
基本的なコンセプトは非侵襲的で定量性のある腫瘍マーカーの開発である。本課題では、①早期
再発予測、②治療効果判定、③無再発状態の確定、を指標として ctDNAによるがん診断におけ
る Clinical Validity(臨床的妥当性)の評価を行う。腫瘍マーカーとしての臨床的妥当性は「アウ
トカムを有意に層別化できる」と定義される(Merker et al, J Clin Oncol, 2018)。今後 ctDNAが
臓器横断的腫瘍マーカーとして臨床実装されるためには、再発形式が ctDNAにどのように反映
されるかを検証する必要がある。特に、播種性病変では腫瘍量が ctDNAに鋭敏に反映されない
との報告もあり(Parkinson et al, PLoS Med, 2016; Vidal J, et al. Ann Oncol, 2017)、ctDNA検
査の臨床実装に向けては慎重なデータ収集が必要である。本課題では、MORIOKA study を通
して集積される約 20 種類の進行がん 300 例のうち、予想される再発がん約 100 例を対象に再
発形式依存性に ctDNAの臨床的妥当性が異なるか、という問いに答える。 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
国内におけるがん死亡の原因のほとんどは治療後の再発である。その形態は局所、リンパ節、他
臓器転移、および播種など多様である。胃がんの腹膜播種や大腸がんの肝転移など特定のがんに
特徴的な再発形式はあるが、頻度が低いため臓器ごとの解析は難しい。MORIOKA study では
20種類以上のがんについて「治療開始 2年以内に 30%程度再発が予想される」症例を対象とし
ている。本課題では「臓器横断的」観察研究を通して再発形式に対応した ctDNAの腫瘍マーカ
ーとしての臨床的妥当性を検証することを目的としている。現在登録開始から 1 年 4 カ月が経
過し、分担研究者の岩谷(研究事務局長)のもと、登録 248例、合計 1,000タイムポイント以上の
血液検体を現有している。248例の内訳は、大腸(48症例)、肺(46)、食道(21)、肝臓(19)、胃(14)、
前立腺(10)などとなっている(図 2)。腫瘍マーカーとしての ctDNA 計測では、VAF の検出限界
が 5%程度である NGS では変動の捕捉が難しく、かつ NGS の利点である探索的な遺伝子解析
は不要である。我々の先行研究からは検出限界が 0.01%程度である dPCR が最適技術である確
証を得た(図 3)。 
 本研究の独自性はMORIOKA studyによる臓器横断的症例集積と現有する多数の dPCRプロ
ーブセットによるものである。多様ながんの遺伝子変異に対応するため、研究分担者の開を中心
に我々は COSMICデータベースをもとにヒトがんの遺伝子変異を頻度順にリスト化し、独自の
dPCR プローブライブラリーとして特許化した(特許第 6544783 号)。本ライブラリーのプライ
マープローブは日本遺伝子研究所(仙台市)が独占的に提供する Hypercool Primer&Probe(HPP)
技術を用いて設計されており、断片化された血漿中のDNAでも効果的にPCR産物が得られる。
優先して合成した TP53, KRAS, PIK3CA, EGFR, BRAFの変異を対象とする計 155種類のプロ
ーブは高頻度変異に特化しており、ヒトがんにおける大半の変異に対応できる(図 4)。このよう
な実用性に富む dPCR ライブラリーは国際的にも例がなく、我が国のがん研究基盤として、ま
た産業シーズとしても重要である。また、HPP 技術は用いていないが、市販の TERT(C228T, 
C250T) プロモーター領域、および先行論文による EGFR exson19del(Oskina et al, Mol Diagn 
Ther, 2017)を用いた dPCRプローブも現有し検証を終えている。 
 
 
 
 



 
３．研究の方法 
はじめに生検組織、手術組織、または治療前血漿から抽出した DNA を用いてパネルシークエンス
(CHPv2, Comprehensive Cancer Panel, CancerSCAN, LiquidSCAN, および Oncomine Precision 
Assay)を行った。パネルは統一していないが、臓器により適したパネルが異なること、対象 DNA
が組織・血液由来かで解析工程が異なることなどを考慮した。また、本研究での ctDNA はモニタ
リングとして使用されるため、一般的な広く変異を捕捉するプロファイリング目的とは異なり、
多くとも数個の治療前に存在した体細胞変異を同定できればよい。いずれのシークエンス解析
でも変異コールが得られた変異に関しては、ctDNA に適した体細胞変異を同定するプログラムで
の遺伝子変異選定の対象とした。この遺伝子変異選定プログラムでは、ライブラリー化したプロ
ーブの中にあるものを優先的に選定する。申請時 155 種類であったプローブ数は本課題終了ま
でに 1000 種類以上の選定と 400 種類以上の動作確認を終了した。ctDNA としてモニタリングす
る遺伝子変異を選定したのち定期採血から得られるctDNAをdPCRで測定し時系列データを得た。
ctDNA の時系列データが得られた一部症例については臨床情報と統合し、治療および治療後再
発・再増殖データとの比較を行うことが可能となる。ctDNA の時系列データと臓器横断的な再発
形式との比較は観察期間内に撮像された CT について放射線診断医による判定をもとに解析する。 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
本課題では 2019 年 5 月に開始した臨床研究「MORIOKA study」を推進し、進行再発がんを対象と
して臓器横断的かつ再発形式依存性にどのようにがん細胞由来血中 DNA(ctDNA)が変動するかを
観察することを目的としている。2021 年 5 月までの期間で登録された 314 例に対する時系列採
血を継続しており、2023 年 5 月で全症例の 2 年間の追跡期間が終了した。登録されたがんの臓
器・種類内訳(症例数)は、肺(57)、大腸(53)、食道(26)、子宮体部(25)、肝(23)、胃(17)、卵巣
(13)、脳(12)、胆道(11)、骨軟部(10)、前立腺(10)、上部尿路上皮(9)、腎(8)、乳房(7)、頭頸
部(7)、膵(6)、膀胱(5)、皮膚(5)、小児腫瘍(3)、子宮頚部(3)、造血器(2)、原発不明(2)となっ
ている。2024 年 3 月現在、すでに 99%の症例で追跡が完了しており、採血タイムポイントの総数
は 2,500 となっている。登録した 314 例のうち、全例で初期試料(治療前の組織または血液)のパ
ネルシークエンスは完了し、デジタル PCR については 65%については対応するプローブを現有し
ており、現在 218 症例について 147 種類のプローブ(症例当たり 1-2 種類)で解析を行っている。
また、対応する CT/MRI 画像診断は 1500 件の構造化された読影情報を得た。治療中の臨床情報は
96%について入力が完了している。引き続き臨床情報の集積を集積を行っいるが、3 か月に 1 回
のがん関連診療科を対象とした MORIOKA study の実務者会議を通して研究事務局と各科臨床医
との意思疎通を図っている。すべての情報が揃い次第、臓器横断的に、薬剤特異的、遺伝子変異
特異的、および再発形式特異的な ctDNA の動態を解析する。 
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