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研究成果の概要（和文）：全エクソームシーケンス、SNP arrayを用いて、原発巣切除後に再発を認めた大腸癌
原発巣８ヶ所と転移巣12ヶ所の一塩基置換（SNV）を調べ、両者でclonalityの高いSNVに関して経時的に採取し
た血漿から採取した末梢血中遊離DNA（ctDNA）を用いてターゲットシーケンスを行なった。その結果、原発巣に
認めていた一塩基置換と同一の変異を血漿から検出することが可能であったが、保存していた血漿量が少なかっ
たため検出数は少なく既存の診断方法と比べ優位性を得ることはできなかった。今回の研究により、ctDNAは原
発巣切除後の転移再発の診断における有用なツールとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：At first, we identified single nucleotide variants (SNV) in eight primary 
tumors of early colorectal  cancer (CRC) with postoperative relapse and twelve metastatic lesions by
 using whole exome sequence and SNP array, and main clonal SNVs of both lesions were investigated by
 targeted deep sequence in circulating tumor DNAs (ctDNA) which were sequentially collected from 
plasma of CRC patients. As a result, we detected the same SNVs in both primary lesions and ctDNAs, 
but there was no superiority in ctDNA compared with existing diagnostic techniques because we 
couldn't collected enough ctDNA. This study suggests the utility of ctDNA in the diagnosis of 
recurrence after excising primary lesions of CRC.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌の切除後は採血での腫瘍マーカーの測定や画像検査により再発の早期発見に努めるが、転移巣のサイズが
小さい場合はいずれの検査でも感度が低く、早期発見が困難な場合が多い。本研究では血液中に循環している腫
瘍由来のDNAを検出することに成功し、この結果より原発巣切除後の再発診断方法として応用できる可能性が示
された。本手法に基づいた検査方法が確立できれば、より低侵襲で感度の高い再発診断検査ツールとなることが
期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
固形癌患者の血液中には原発巣癌細胞由来の

DNA 断片(circulating tumor DNA: ctDNA)が

循環しており診断 マーカーとしての意義が

注目されている。このctDNAは、極めて腫瘍特

異性が高く、正確な診断・治療方針の決定に

今後重要な役割を果たすと考えられる。また、

腫瘍1カ所の生検では評価することかが困難

な腫瘍内の多様性

(intratumor-heterogeneity)を評価すること

が可能であり、多様性の客観的評価が可能に

なれば悪性度診断にも応用可能である。  

２．研究の目的 

本研究では大腸癌診療上遭遇するいくつかの

問題点を掲げ、ctDNAを用いて微量検体から確

実な潜在癌細胞の存在診断および悪性度診断

を実現することで解決したい。  

(1) 大腸癌の外科的切除後の再発診断におけ

るctDNAの有用性  

われわれは大腸癌の外科的切除後に再発した

症例の原発巣および経時的に採取した血漿を

多数 症例有しており(stageIで再発した 15 

例、stageIIで再発した 36 例を含む)、また

解析についての倫理上の問題点をクリアして

いる。再発した大腸癌症例において、原発巣

と転移巣の遺伝子 変異を同定し、その変異を

経過観察中の血漿中のctDNAで同定すること

で再発の診断が可能か検証する。  

(2) 内視鏡的切除(EMR、ESD)後の外科的追加

切除が必要な症例の絞り込み  

外科的追加切除が必要とされるリンパ節転移

が疑われる症例において、ctDNAによる腫瘍細

胞の 存在の有無により追加手術の適応を決

定することができるか検証する。  

３．研究の方法 
（１）大腸癌切除後再発症例における ctDNA

の検出 

がん研有明病院で採取した StageⅠ、Ⅱの大

腸癌再発症例５症例ずつにおいて、原発巣お

よび転移巣から採取したゲノムDNAを用いて

exome sequence と SNP array を行い、どのよ

うな遺伝子変異が腫瘍細胞のどのくらいに

あるかを計算し（cancer cell fraction: CCF, 

図３）、原発巣と転移巣に共通する癌細胞の

ほとんどに存在する遺伝子変異(clonal 

mutation)４５０個を同定した。この 450 個

の遺伝子変異に対して SureSelect（Agilent

社）により遺伝子パネルを作製し、経時的に

採取していた保存血漿中から QIAamp 

Circulating Nucleic Acid Kit（Qiagen 社）

を用いて採取した ctDNA の deep targeted 

sequence を行い、既存の診断方法よりも

ctDNA による再発診断が優れているかを検証

する（図１）。 

 
 

（２）内視鏡的切除（EMR、ESD）後の腫瘍細胞

の存在診断 

大腸癌に対して内視鏡による切除（EMR、ESD）

を行い、その後の病理組織診断によって追加切

除が必要となった症例を対象とする。外科的切

除後の病理組織診断で腫瘍細胞の残存、リンパ

節転移を認めた症例と認めなかった症例 5例ず

つに対して、内科的切除前後の保存血漿2mlか

ら QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit（Qiagen

社 ） を 用いて ctDNA を 採取 し 、 targeted 

sequence を行い変異遺伝子の有無やその変化

を比較、解析する。（図２） 

 
 
 
 

症例X　血漿 

DNA抽出 DNA抽出 

exome sequence & SNP array 

共通の変異を探し標的遺伝子の決定 

ctDNAを用いてSureSelectによるtargeted sequenceにより検証 

再発 原発巣切除 

原発巣 転移巣 

＜対象＞ 

Stage Ⅰ、Ⅱの大腸癌 

術後肺転移、肝転移症例 

Cancer cell fractionを計算 

図1.大腸癌再発症例におけるctDNA検出の研究計画 



 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
４．研究成果 

（１）大腸癌切除後再発症例における ctDNA

の検出 
再発をきたした stage I+II の大腸癌 10症例

から採取した血漿サンプル(750μl 前後)77

検体から、Qiagen 社の QIAamp Circulating 

Nucletic Acid Kit を用いて ctDNA を採取し

た。その結果、採取できた ctDNA 量は 3ng 以

上の検体が13検体、1〜3ngの検体が51検体、

1ng 以下の検体が 13 検体であった（表１）。 

 

 

 採取した ctDNA をまず Kapa Biosystems 社

の KAPA Library Amplification Kits を用い

て DNA の増幅を行い、10症例において原発巣

と転移巣に共通する clonal mutation450 個

の遺伝子候補に対して作製したAgilent 社の

SureSelect XT カスタムキャプチャライブラ

リを用いて targeted sequence を行った。ス

ーパーコンピュターを用いて解析を行った

ところ、10症例中 6症例において ctDNA から

遺伝子変異を検出することが可能であった

（図２）。 

2. ctDNA
ctDNA ctDNA

A 30 26

B 126 0

C 56 0

D 28 0

E 36 7

F 25 1

G 24 0

H 64 64

I 26 24

J 36 13
 

 

検出可能であった 6 症例を検討したところ、

いずれの症例においても既存の再発診断方

法よりも同等、もしくは早期の再発診断の可

能があったが優位性まではわからなかった。  

（２）内視鏡的切除（EMR、ESD）後の腫瘍細胞

の存在診断 

もともとの腫瘍量が少ないために保存している血

漿量からでは ctDNA の採取が困難であることが

上記の研究から予測されたため、現在は研究が

中断している状況である。 
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図2.　内視鏡的切除後の腫瘍細胞存在診断の研究計画 
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