
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３６０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

血液循環腫瘍DNAを用いたメラノーマ患者の遺伝子解析

Gene analysis in melanoma patients using circulating tumor DNA

００５９６７８６研究者番号：

芦田　敦子（ASHIDA, Atsuko）

信州大学・学術研究院医学系・助教

研究期間：

２６４６１６８７

平成 年 月 日現在２９   ６   ６

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：Circulating tumor DNA(ctDNA)はがん患者において腫瘍の状態を反映する新しいバイ
オマーカーである。末梢血中のctDNAは微量なので高感度な検出法が必要である。我々はcastPCR法やdroplet 
digital PCR法を用いて悪性黒色腫患者のBRAF変異やNRAS変異をもつctDNAを定量解析した。ctDNAは進行期の腫
瘍量が多い患者で検出され、予後と関係していた。また、抗PD1抗体やBRAF阻害薬の治療前後にctDNAをモニタリ
ングしたところ、ctDNAの変化は画像評価と相関した。以上よりctDNAは治療効果や再発を反映できる有用なマー
カーとなりうる。

研究成果の概要（英文）：Circulating tumor DNA (ctDNA) is a novel biomarker for evaluating the 
features of　tumors in cancer patients. Detection of ctDNA usually requires specialized equipment, 
because blood includes only a small amount of the tumor- derived DNA. We assessed the utility of 
BRAF- and NRAS mutated ctDNA levels using competitive allele specific TaqMan PCR (castPCR) or 
droplet digital PCR. ctDNA was detected in cases with heavy tumor burden as advanced disease. 
Detection of ctDNA was associated with poor prognosis. Quantification of ctDNA (BRAFmutant or 
NRASmutant) levels during the treatment course (nivolumab or vemurafenib) showed dynamic changes 
corresponding to radiologic and clinical alterations. Our finding suggest that ctDNA might be a 
useful biomarker of clinical response and tumor recurrence while monitoring patients with metastatic
 melanoma.

研究分野：メラノーマの遺伝子異常
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１． 研究開始当初の背景 
 

 悪性黒色腫（メラノーマ）はメラノサイト
系細胞の癌化によって生じる非常に悪性度
が高い皮膚悪性腫瘍である。進行期メラノー
マの治療は困難で有効な治療法がなかった
が、近年免疫チェックポイント阻害薬や分子
標的治療薬の開発が進み、本邦でもニボルマ
ブとイピリムマブ、変異 BRAF 阻害薬である
ベムラフェニブが臨床応用できるようにな
った。これらの薬剤により著しくメラノーマ
患者の生存期間が延長された。分子標的薬は
高い奏効率を有する一方、その効果は数か月
と一時的でありことが多い。また免疫チェッ
クポイント阻害薬は奏効した場合は長期間
有効性を示すが、奏効するのは全体の 10〜
30％である。そのため、漫然と治療を行うの
ではなく、病勢を正確に評価し、個々の症例
にあった的確な治療薬の選択が必要不可欠
になっている。具体的には、病勢、予後、治
療に対する反応、再発、薬剤耐性などのリア
ルタイムな評価が必要である。そのようなバ
イオマーカーとして、私たちは末梢血中の腫
瘍細胞由来 DNA（ctDNA：Circulating Tumor 
DNA）に着目した。ctDNA は癌細胞が崩壊す
ることにより末梢血に現われる。ctDNA の検
出は体内のがんの存在を意味する。また、
ctDNA を定量解析することでの治療効果や再
発、予後と関連していることが様々な癌腫で
報告されている。検体を採血で得ることがで
きるので患者への負担が少なく、頻回に検査
が可能である。ctDNA は個々人に最適な治療
を選択する上で極めて有用と思われる。 
 
 
２． 研究の目的 

 
 本研究では、患者末梢血中の BRAF 変異や
NRAS変異を有するctDNAを経時的に定量測定
し、メラノーマの治療効果・再発・薬剤耐性
の判定を画像よりも早期に評価しえるシス
テムの構築を目指す。今後、メラノーマの治
療法は遺伝子変異の有無により、分子標的薬、
抗体製剤、ダカルバジンなどの中から最適の
ものを選択するようになると思われる。治療
指針の選択が重要になり、進行期メラノーマ
の治療指針の確立に本研究は大きな貢献を
果たすものと考えている。 
 
 
３． 研究の方法 

 
（１）対象患者の選別 
手術や生検による腫瘍組織を用いて、Sanger
法にて BRAF、NRAS、KIT の遺伝子変異を調べ
る。まず BRAF 変異陽性の患者について変異
ctDNA を定量解析する。次に対象遺伝子を
NRAS に拡大する。 
 
（２）サンプリングと検体処理 

手術前後、進行期の治療前後と経時的に採血
する。患者から採血➔血漿の分離➔市販キッ
トを用いて DNA 抽出する。 
 
 
（３）高感度検出法による ctDNA の検出 
 
Competitive allele specific TaqMan PCR 
(castPCR)(図１）と droplet digital PCR 
（ddPCR）（図２）の２つの方法を使用した。   

 
 

 
 
① メラノーマの細胞株（BRAF 変異型、NRAS
変異型、BRAF/NRAS 野生型）を用いて検
出感度を調べた。次に健常人血漿による
特異度を解析した。 
② 患者検体について進行度別、全身的治療
前後に経時的に定量解析した。 
 
 
（４）患者検体による結果の解析 
 
どのような臨床症状の患者でctDNAが検出さ
れるか、ctDNA 量の変化が治療への反応、薬 
剤耐性、再発と相関するか、CT 画像、lactate 
dehydrogenase (LDH)や、5-S-Cysteinyldoma 
(5-SCD)と比較し、どのマーカーが鋭敏か 
などを評価した。 
      



４． 研究成果 
 

（１） 検出感度、特異度 
 

メラノーマの培養細胞を用いて検出感度を
検討したところ、いずれの方法も検出限界は
0.5％から 1%だった。健常人血漿による特異
度については、castPCR は 100％、ddPCR では
わずかに偽陽性が検出されたため閾値を設
定した。 
 
（２） 臨床検体によるモニタリング 
 

BRAF 変異もしくは NRAS 変異を有する進行期
メラノーマ患者について変異ctDNAをモニタ
リングした。 
ctDNA は進行期で腫瘍量が多い患者にのみ検
出された。ctDNA が検出された患者は予後不
良だった。また ctDNA の変化は画像評価と相
関し、ニボルマブやベムラフェニブなど治療
効果や再発と一致した。さらに、治療開始か
ら 2〜4 週間で ctDNA は変化した。症例によ
っては LDH、5-SCD よりも鋭敏に変化した（図
３）。 
 

 
以上より、ctDNA は、進行期メラノーマ患者
について病勢や治療に対する反応・再発を反
映する有用なマーカーとなりうると考えた。
画像評価は数か月毎にしか行えないが、
ctDNA の測定を加えることでより早期に治療
効果を予測でき、治療方針の選択に役立つこ
とが期待できる。 
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