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研究成果の概要（和文）：臨床検体を用いて以下のことを明らかにした。(1) 転移を有する原発巣KRAS野生型の
約10%で循環DNAから変異型KRASが検出され、これらの症例では抗EGFR抗体による腫瘍縮小効果が得られない。
(2)循環DNAのKRAS, BRAFが野生型であれば90%の確率でEarly Tumor Shrinkage (ETS)が得られる。(3)抗EGFR抗
体の2次耐性を獲得する前に、80%の症例で循環DNAからKRAS変異が、40%からBRAF変異が検出される。

研究成果の概要（英文）：KRAS mutation is detected in circulating cell-free DNA of 10% of patients 
with KRAS wild colorectal cancer. EGFR blockade has no cyto-reductive effect in those patients. EGFR
 blockade has cyto-reductive effect in patients with both KRAS and BRAF wild in primary tumor and 
circulating cell free DNA. KRAS mutation is detected in circulating cell free DNA of 80% of patients
 who  have got acquired resistance to EGFR blockade. Also, BRAF mutation is detected in circulating 
cell free DNA of 40% of patients who  have got acquired resistance to EGFR blockade.  

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
抗 EGFR 抗体は切除不能大腸癌患者の生

存期間を延長させたが、原発巣が KRAS 野生
型であっても 1 次耐性を示す症例があり、ま
たいずれ 2 次耐性をきたすが、そのメカニズ
ムは明らかでない。 

1 次耐性の原因としては discordance、す
なわち原発巣が KRAS 野生型であっても転
移巣が KRAS 変異型であることが想定され
る。2 次耐性の原因としては emerging 
mutation、すなわち KRAS 野生型腫瘍に対
し抗 EGFR 抗体を投与し続けることで
KRAS が変異することが想定される。 

Discordance、emerging mutation はいず
れも転移巣で生じる現象であることから転
移巣よりサンプルを採取し解析する必要が
あるが、転移巣の多くは肝または肺であり、
サンプル採取は侵襲的である。 
我々はこれまでに循環 DNA(circulating 

cell free DNA; ccfDNA)を用いて KRAS 変異
症例の約9割でKRAS変異を同定できること
を報告してきた。ccfDNA を用いることで
discordance や emerging mutation を同定で
きる可能性がある。 
２．研究の目的 
原発巣 KRAS 野生型症例における抗

EGFR抗体の 1次耐性および 2次耐性のメカ
ニズムを明らかにする。 
原発巣 KRAS 野生型であっても 20-30%の

症例では抗 EGFR 抗体が奏効しない。このう
ちDiscordanceが原因となる症例がどの程度
存在するのか、また Discordance がない症例
が奏効しない原因を解明する。 

EGFR 阻害剤治療により、末梢血内に変異
型 KRAS が出現する頻度、出現するまでの期
間、および変異型 KRAS の出現と治療効果の
相関を検証する。さらに、EGFR 阻害剤によ
る KRAS 以外の genetic あるいは epigenetic
な変化をダイナミックに解析し、EGFR 阻害
剤の 2 次耐性獲得の機序を解明する。研究で
得られた知見を基に大腸癌の real-time 
personalized therapy のアルゴリズムを確立
する。 
癌患者の末梢血からは ccfDNA 以外に循環

腫瘍細胞(circulating tumor cell; CTC)が採
取できる。これまでは CTC が採取できる症
例が少なく、また採取できても十分な DNA
量が抽出できなかったため、CTC を用いた変
異解析が行えなかった。しかし新たな CTC
採取機器が次々と開発されているため、変異
解析に最も適した CTC 採取機器を選定する
ことも本研究の目的とした。 

 
３．研究の方法 
1)EGFR阻害薬を投与する大腸癌患者を対象
とし、治療前、治療中、治療終了後の ccfDNA
を採取し、KRAS、BRAF、S492R 等の変異
を同定する。 
2) ccfDNA の KRAS、BRAF、S492R 等の変
異が抗EGFR抗体の1次耐性に関与するか検

証する。 
3)ccfDNA の KRAS、BRAF、S492R 等の変
異が抗EGFR抗体の2次耐性に関与するか検
証する。 
4)化学療法開始 2-3 ヶ月後の CT で PR 以上
の効果が得られた症例を奏効例とする。 
5)ccfDNA が抗 EGFR 抗体の 1 次および 2 次
耐性の予測に有用であるかを検証するため
の pilot study を行う。 
6)pilot studyの結果を元に他施設共同研究を
企画する。 
 
４．研究成果 
ccfDNA を用いて抗 EGFR 抗体の１次および 2
次耐性を予測するためのbiomarker開発を目
的とした 30 例の pilot study から以下の知
見が得られた。 
1)原発巣 KRAS 野生型大腸癌のうち 10%の
症例では ccfDNAからKRAS変異が同定され
る。 
2)ccfDNAからKRAS変異またはBRAF変異
が同定された症例では抗 EGFR 抗体が奏効
しない。 
3)原発巣と ccfDNA が共に KRAS、BRAF 野
生型で抗 EGFR 抗体が奏効しなかった症例
は 1/26 (4%)のみであり、その他の症例では
Early Tumor Shrinkage (ETS)が得られた。 
4)抗EGFR抗体に対し2次耐性を獲得した症
例の 90%では ccfDNA から KRAS、BRAF、
S492R のいずれか、あるいは複数の変異が同
定された。 
5)いくつもの CTC 採取機器を試用した結果、
Thermo Fisher Scientific 社 の
LiquidBiopsyTMが最も CTC、DNA 採取量が
多かった。同機を用いることで、転移を有す
るほとんどの症例でCTCが採取可能であり、
更に次世代シーケンサーを用いた Target 
sequenceおよびdigital PCRを用いたKRAS、
BRAF の変異解析を行えることがわかった。 
 
以上の結果から以下の2つの臨床研究を計画
した。 
1)原発巣 KRAS 野生型症例における ccfDNA 
の KRAS、BRAF 変異が抗 EGFR 抗体効果
予測の negative biomarker となるかを検証
する他施設共同研究：約 10%に KRAS 変異
を認めることが予測される。100 例中 10 例
程度に KRAS 変異が同定されることが予想
され、この場合に 95%信頼区間は 4-16%とな
る。原発巣、ccfDNA ともに KRAS、BRAF
野生型で抗 EGFR 抗体が奏効しなかったの
は 1 例(4%)のみであり、この症例の解析から
は KRAS、BRAF の discordance 以外の原因
は同定できなかった。90 例の concordance
症例で非奏効例が 4%存在すれば 3-5 例程度
のサンプルが収集できる。 
2)原発巣 KRAS 野生型で抗 EGFR 抗体にｌ
ことが予測され、この場合の 95%信頼区間は
71-89%になる。 
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