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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、上部尿路上皮癌の術後経過におけるctDNAの変異遺伝子量の変化が
既存の画像学的検査よりも早期に再発や転移の検出が可能であるかを検証することである。
上部尿路上皮癌23例において個別に追跡する遺伝子変異を選択し、術前後の血液、尿中ctDNAモニタリングを行
い、術後再発を認めた症例全例で再発時点にctDNAの上昇を認め、術後再発の検出が可能であった。さらに、尿
中ctDNAにおける術前と術後2日目の変化率が術後再発のリスク因子であることが示唆された。
以上の結果から、血中・尿中ctDNAはバイオマーカーとしての妥当性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aim to evaluate the utility of individualized ctDNA 
monitoring using digital polymerase chain reaction (dPCR) as a tumor recurrence biomarker for UTUC 
in the perioperative period.
Twenty-three patients with upper tract urothelial carcinoma were included. In each patient, 
case-specific mutations were selected and performed plasma and urinary ctDNA monitoring. All 
patients with postoperative recurrence had case-specific ctDNA at the time of recurrence. Moreover, 
the change rate of urinary ctDNA between pre operation and day 2 after operation was identified as a
 prognostic factor associated with short recurrence free survival.
Plasma and urinary ctDNA might be a minimally invasive biomarker for the detection of postoperative 
recurrence.

研究分野：泌尿器科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上部尿路上皮癌はバイオマーカーに乏しく、低侵襲のバイオマーカーが望まれている。ctDNAは近年癌に対する
バイオマーカーとしての妥当性が報告されている。ctDNA解析のためのサンプルは血液を用いることが多いが、
尿もサンプルとして有用と考えられる。上部尿路上皮癌において血液と尿の両者を用いてctDNA解析を行った研
究はこれまでになく、本研究により、上部尿路上皮癌においてctDNAモニタリングは新たな低侵襲バイオマーカ
ーとなりうる可能性が示唆された。さらに、ctDNAの変化が再発予測に有用である可能性が示唆され、術後補助
療法の治療選択の一助となる可能性が示唆される。

※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 
本研究で対象とする上部尿路上皮癌（腎盂・尿管癌）には有用な腫瘍マーカーは存在せず、画
像以外の診断法や治療効果を予測するバイオマーカーも確立されていない。限局性上部尿路上
皮癌に対しては腎尿管全摘除術が行われるが、術後 2 年以内の膀胱内再発率は 15～50%、局所
再発および遠隔転移は約 25%に生じる（Rink M, et al. Ann Surg Oncol. 2012）。再発および転
移性尿路上皮癌に対してはプラチナ製剤を含む多剤併用化学療法や免疫チェックポイント阻害
剤を用いた薬物療法が行われるが、5 年生存率は 20％程度と決して満足いくものではない。以
前、私たちが行った再発および転移性尿路上皮癌に対するワクチン療法の臨床試験において、腫
瘍量と治療効果が相関することが示唆された（Obara W, et al. Ann Oncol. 2017）。従って、再
発および転移性尿路上皮癌に対しては、より腫瘍量の少ない段階で治療を介入することが予後
の改善に繋がるものと考えられる。 
 近年、血中 DNA から再現性のある塩基配列決定法が確立され、原発腫瘍と同じ変異を持つ
DNAが血中を循環していることが明らかにされた （Schwarzenbach H, et al. Nat Rev Cancer. 
2011）。この ctDNA は癌細胞由来の DNAであり、ctDNA中の遺伝子変異は、鋭敏な癌の存在
診断になることが示唆される。しかし、血液中の DNAは微量であり、その中の ctDNAの変異
遺伝子頻度（Variant Allele Frequency; VAF）は一般に 1%以下とされる。これは次世代シーク
エンサー（Next Generation Sequencer; NGS）による変異遺伝子の検出限界以下であり、リキ
ッドバイオプシーとしての NGS による網羅的プロファイリングでは、超低 VAF に対応でき
ないこと、頻回検査には費用がかかりすぎることから現実的ではない。このような超低頻度遺伝
子変異の検出に優れた技術として digital PCR（dPCR）が挙げられる。NGSと比較するとプロ
ーブを使用した１塩基変異の高感度検出が dPCR の特長であり、私たちが行った先行研究では
検出感度は 0.001%程度であった。体内腫瘍量モニタリングを目的とした場合には、NGS より
も高感度に検出が可能で、頻回検査にも無理なく対応できる dPCR が優れており、この技術を
応用し術後モニタリングすることで上部尿路上皮癌の微小な再発や転移病変をより早期に検出
できるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、上部尿路上皮癌の術後経過における ctDNAの変異遺伝子量の変化が既存の
画像学的検査よりも早期に再発や転移の検出が可能であるかを検証することである。 
一般的に ctDNA 研究に用いられる検体は血液が多いが、上部尿路上皮癌で特徴的かつ非侵襲
的に採取可能な検体として尿がある。近年、尿路上皮癌において尿中 ctDNAの有用性を示した
報告（Lee DH, et al. Sci Rep. 2018, Hayashi Y, et al. Cancer Sci. 2019）が散見されるが、こ
れらは hTERT や FGFR といった特定の遺伝子変異を標的として ctDNA 中の変異遺伝子量を
測定し、癌の存在診断の有用性を示したものであり、網羅的に遺伝子変異を探索し、症例特異的
な遺伝子変異を同定して ctDNA 中の変異遺伝子量を解析した研究や、ctDNA を用いて治療後
経過のモニタリングを行った研究はない。また、上部尿路上皮癌において血液および尿中 ctDNA
の両者を比較してモニタリングを行った研究はなく新たな知見が得られる可能性がある。低侵
襲かつ微量な検体を用いて、再発や転移の微小病変が検出可能となれば、バイオマーカーとして
有用となるのみならず、術後補助療法や治療の早期介入のオプションを示すことが可能となり、
治療法の限られている再発および転移性上部尿路上皮癌においてその意義は大きい。また、症例
毎に個別化医療の提供が可能となり医療費の抑制にも繋がることが期待される。 
 
３．研究の方法 
 上部尿路上皮癌に対する手術症例を対象とし、手術前後の ctDNA の変異遺伝子量の変化が術
後再発や転移の早期発見に有用かを検証する。 
1) 上部尿路上皮癌に対して手術を施行した症例を対象とし、術前後の血液と尿を採取し、血漿
および尿の上清を-80℃で保存する。術後 2年まで検体採取を継続する。 
2) 手術検体の新鮮凍結標本から DNA を抽出し、NGS による全エクソームシークエンスを行                                                                                                   
う。なお、術前の血液より末梢血単核細胞を採取し、腫瘍組織とともにシークエンスを行い、生
殖細胞系列変異は除外する。 
3) 症例毎に追跡する遺伝子変異を同定する。追跡する遺伝子変異の選定としては、①NGS のリ
ード数が 20 以上、②変異リード数が 5以上、③VAF が 10％以上、④non-synonymous 変異、⑤既
存のデータベース（COSMIC、ClinVar 等）で報告済。以上を満たす変異のうち、共同研究施設に
保有する Probe/Primer がある場合はその遺伝子変異を採用する。Probe/Primer がない場合は
最も VAF の高い変異を選択し Probe/Primer を作成する。また、尿路上皮癌では hTERT のプロモ
ーター変異が報告されているが、本研究では全エクソームシークエンスを行うため NGS では検
出できない。従って、全症例の腫瘍組織 DNA において hTERT のプロモーター変異に対して dPCR
を行い、VAF10％以上であれば追跡する遺伝子変異として採用する。 
4) 血漿、尿上清サンプルより DNA を抽出し、dPCR を用いて ctDNA における変異遺伝子量を                                                                                



解析する。追跡する遺伝子変異が症例毎に異なると予想されるため、dPCR に使用する  
Probe/Primer も多岐にわたる。従って、腫瘍組織から抽出した DNA を用いて dPCR を行い、変異
遺伝子が検出可能であれば血中および尿中 ctDNA を用いて dPCR を行う。 
各症例の ctDNA 解析結果と臨床経過とから、下記について明らかにする。 
① 再発時の ctDNA 検査の陽性率 
② disease-free 状態の ctDNA 検査の陰性率 
③ 従来検査と比較して、ctDNA での再発発見率、診断までの時間差（leading time） 
④ 再発、転移形式（膀胱内または膀胱外）の違いによる ctDNA の変動 
⑤ 偽陰性・偽陽性を示す症例・病態の特徴 
⑥ 血中および尿中 ctDNA 検査の比較 
 
４．研究成果 
研究対象は上部尿路上皮癌の手術症例30例を予定していたが、45例登録しており、腫瘍組織、
手術前後の血液、尿サンプル採取は終了している。 
追跡する遺伝子変異の選択を目的とした腫瘍組織の遺伝子変異解析は 39 例で終了している。
そのうち 23 例では各症例において追跡する遺伝子変異を選択し、術前後の血液、尿サンプルに
おいて ctDNA の解析が終了しており、手術前後の ctDNA 変化が確認された。23 例のうち 21 例は
術前のサンプルで ctDNA の検出が可能であり、術後の低下を確認した。2例は術前化学療法を施
行し、原発腫瘍の消失を認めた症例であったが、これらの症例では、術前のサンプルにおいて
ctDNA は検出されなかった。 
術後再発を認めた症例は
11 例で、膀胱再発が 10 例、
転移再発が 2例であり、1例
は膀胱再発、転移再発を同時
に認めた症例であった。膀胱
再発症例全例で再発時に尿
中 ctDNA の上昇を認め、その
うち 5例では、臨床的再発診
断より早期に尿中 ctDNA の
上昇を認めており、リードタ
イムの平均は 60 日であっ
た。一方転移再発症例 2例
については、2 例ともに再
発時に血中 ctDNA の上昇を
認めた。特に膀胱再発の検
出に関しては、尿中 ctDNA
は尿細胞診よりも感度が
高い結果となった。(図 1) 
さらに、尿中 ctDNA にお
ける術前と術後2日目のVAF変化率と無再発生存期間を検証
したところ、尿中 ctDNA の VAF が低下しない症例群で有意に
無再発生存期間が短縮しており、尿中 ctDNA が術後再発のリ
スク因子であることが示唆された。(図 3) 
以上の結果から、血中・尿中 ctDNA はバイオマーカーとし
ての妥当性があり、既存の画像検査よりも早期に再発の検出
が可能である可能性があると考えられ、さらに、ctDNA は術
後再発の予測も可能であることが示唆された。 
 近年上部尿路上皮癌における術後補助療法の重要性が報
告されているが、術後補助療法の適応に関してはいまだ確立
されていないため、今後 ctDNA が術後再発の検出だけでなく
術後補助療法の治療選択の一助となりうる可能性が示唆さ
れる。 
 
 
 
 

図 3．尿中 ctDNA の変化と 

術後再発との関連 

尿中 ctDNA の低下率が低い症例は
有意に無再発生存期間が短かった。 

図 1．上部尿路上皮癌術後 ctDNA モニタリング 
上部尿路上皮癌術後経過において、症例特異的変異を用いた ctDNA モニ
タリングにより、膀胱再発では尿中 ctDNA による再発の検出が可能であ
り、転移では血中ctDNA による再発の検出が可能であった(赤枠 100％)。
また、無再発の確認も可能（青枠 0%）であった。 
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