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研究成果の概要（和文）：KRAS変異アレルに特異的に結合するPIポリアミドにビオチンを付加した複合体によっ
て、KRAS変異アレルを濃縮する技術を開発し、その有用性を大腸がん患者由来ctDNAを用いて検討した。がん組
織でKRAS変異型を確認した21例の大腸癌患者の保存血清由来のデジタルPCRによる変異アレルの検出率は、ステ
ージⅣの症例では濃縮前後ともに81.8%であった。一方、ステージⅠ/Ⅱ/Ⅲの症例では濃縮前の検出感度10%、濃
縮後では80%であり、有意に検出率が向上した。PIポリアミドを用いることで大腸がん患者由来のKRAS変異アレ
ルの検出率が向上することが確認された。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel approach that specifically enriches mutant KRAS 
alleles using biotinylated PI-polyamides, which can be designed to bind to the minor groove of 
specific DNA sequences. We investigated the clinical utility of this approach for the detection of 
KRAS mutations in ctDNA. Biotinylated PI-polyamides were synthesized to target common KRAS codon 12 
mutations. A total of 21 matched tumor and serum samples were collected from colorectal cancer (CRC)
 patients. In this study, results from the digital PCR analysis are compared before and after 
enrichment assay. KRAS mutations were detected before enrichment assay in 47.6% of patients, whereas
 they were detected after enrichment assay in 81.0% of patients. Among the 10 patients with 
nonmetastatic CRC, the detection rate after enrichment assay was significantly higher than that 
before enrichment assay. This newly developed approach significantly improved the identification of 
KRAS mutations in ctDNA of the CRCs.

研究分野： 大腸がん化学療法

キーワード： PIポリアミド　KRAS変異　ctDNA　リキッドバイオプシー　大腸がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、膵臓がんや大腸がんで高頻度に変異を起こすRAS遺伝子の変異を標的とした新規技術である。RAS遺伝
子の二本鎖DNAの変異配列に特異的に結合し、二本鎖の状態で変異DNAを集めることができるPIポリアミドを合成
し、患者血清由来DNAからRAS変異二本鎖DNAを濃縮することに成功した。これまで血液の中のがんの変異DNAを検
出することは困難であったが、本技術を用いることで、二本鎖の状態でRAS変異DNAを抽出し、非常に高い感度で
がん細胞由来のDNAを検出でき、ステージ１や２の早期のがんでも診断ができることが明らかとなった。この技
術は再発がんや早期がんスクリーニング技術などに応用が可能である。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 
これまでに多くのがんに対する化学療法において様々な分子標的薬が用いられている。これら
の分子標的治療によって、過去 10 年間がんの治療は大きく変化してきた。分子標的薬はがん細
胞に特異的に発現している遺伝子およびタンパク質に直接的に作用するため、投与前には効果
や副作用について遺伝子レベルで詳細に検討・診断することが求められる。しかし腫瘍のクロー
ン進化および選択結果による遺伝的不均一性（ヘテロジェナイティー）により腫瘍の一部のみの
検体採取では、断片的情報しか得られず、がんの遺伝的な全体像が把握できない事や組織採取に
伴う侵襲性が問題となっている。これらの問題を克服するために、疾患経過の様々な時点で、迅
速、経済的かつ非侵襲的にバイオマーカーを同定し、それらを活用した新たな遺伝子診断法が必
要とされている。これまでに複数の研究グループが無細胞状態で血中を循環する DNA（cfDNA）
に含まれる腫瘍由来 DNA（ctDNA）は、腫瘍ゲノム全体の代用となることを報告している。その
ためリキッドバイオプシーとして ctDNA を利用することが、腫瘍ゲノム解析の一つのブレイク
スルーとして注目されている。しかしながら、血中を循環する cfDNA の多くは正常細胞から放出
されたものが殆どであり、腫瘍由来の ctDNA の存在比は数千から数万分の一程度と微量である
ため、特に早期のがん発症診断解析などを困難なものとしているのが現状である。そこで我々は
“標的遺伝子の DNA 配列に特異的に結合する PIP に biotin を付加修飾した PIP-biotin 用いる
ことで、血液中に存在する微量 ctDNA を濃縮する技術”を新たに開発した（特願：2015-20059）
（図 1）。この方法をがん患者の血液サンプルに用いることで、簡便に血中の cfDNA に含まれる
過剰な野生型の対立遺伝子の存在下においても微量な標的遺伝子の体細胞変異を同定すること
が期待できる。さらに開発中の KR12 そのものが結合する変異が患者癌腫に存在するのかを直接
薬剤の DNA 認識部位で確認するコンパニオン診断薬としても期待される。 
 
２．研究の目的 
血液中には細胞が崩壊した際に放出される遊離 DNA（cell-free DNA：cfDNA）が存在し、がん患
者では cfDNA 以外にも腫瘍細胞由来の循環 DNA（circulating tumor DNA：ctDNA）が含まれる。
近年、体液中に含まれる ctDNA を標的とした所謂リキッドバイオプシーを用いた研究が盛んに
おこなわれており、特にがん遺伝子の体細胞変異を高感度にキャプチャーすることによって、低
侵襲かつ新たながん診断法の開発が進められている。KRAS 遺伝子変異は膵臓がんの約 90%、大腸
がんの約 40%、肺がんの約 30%に認められる。そのため、ctDNA を用いて KRAS 遺伝子変異を同定
することは、がん診断の新たなバイオマーカーとして期待されている。現在、検出感度に優れた
デジタルPCRにより、遠隔転移を有する大腸がんにおいてctDNA中のKRAS遺伝子変異の解析が、
がん組織生検の代替となり得ることが報告されている。また、ctDNA 解析はがんの再発を含めた
早期発見において期待されているが、早期がんでは cfDNA 中の ctDNA の存在比が極めて微量で
あることから、診断への応用が困難となっているのが現状である。そこで本研究では KRAS 遺伝
子の変異配列に特異的に結合するピロールイミダゾール含有ポリアミド（PI ポリアミド）にビ
オチンを付加した複合体を用いることで、cfDNA 中の標的遺伝子を含む微量 ctDNA を濃縮する技
術を開発し、その臨床的有用性について検討した。 
 
３． 研究の方法 
KRAS 遺伝子の 12 番目のアミノ酸変異を標
的として 2種類の PIポリアミド（KR4 およ
び KR5）を作製した。KR4 は G12C・G12S を、
KR5 が G12D・G12V と結合するように設計し
た（図1）。ヒト全血から抽出した野生型DNA
中に 4 種類の KRAS 変異型プラスミド DNA
断片（pCR2-KRAS-G12V、G12D、G12C および
G12S）を所定の比率（変異型/野生型=10%、
1%および 0.1%）で混合した KRAS 変異スパ
イクサンプルをそれぞれ用意した。これら
のサンプルを用いて図1に示す手順により
標的の変異型 DNA を回収し、それぞれの変
異アレルの検出および濃縮効果の検討を
実施した。患者血清サンプルは千葉県がん
センターバイオバンクにおいて-80℃で保
存された 2012 年 9月〜2017 年 4 月の間に
当院で採血され、がん組織から KRAS 遺伝
子変異型が同定されている大腸がん患者 21例を用いた。これら保存血清から ctDNA を Maxwell® 
Rapid Sample Concentrator（Promega）により抽出し、上述したスパイクサンプルと同様の手順
で変異アレルを検出し、その感度を PI ポリアミド濃縮前・後で比較した。すべての KRAS アレル
の検出には KRAS スクリーニングマルチプレックスキット（Bio-Rad）および QX200®ドロップレ
ットデジタル PCR（Bio-Rad）を用いて評価した。また本研究は千葉県がんセンター倫理審査委
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員会において研究実施の許可を得て実施した（千が第 1875 号、平成 27年 12 月 21 日）。 
 
４．研究成果 
（1）KRAS 変異プラスミド DNA を用いた PI
ポリアミドによる変異アレルの検出 
KRAS 変異スパイクサンプルを用いた KR4 の
濃縮効果は、変異型 DNA 含有率（10%、1%お
よび 0.1%）別に、G12C では 2.8、7.4 およ
び 23.2 倍、G12S では 3.0、9.0 および 22.4
倍であった。一方、KR5 の濃縮効果は G12D で
は 2.6、8.1 および 27.0 倍、G12V では 2.8、
8.2 および 26.0 倍であった。すべての KRAS
変異型において、その存在比が低くなるほ
ど、PI ポリアミドによる濃縮効果の上昇が
みられた（図 2）。 
 
（2）大腸がん患者由来の ctDNA を用いた PI
ポリアミドによる変異アレル検出 
臨床応用に向けて実際の大腸がん患者
由来 ctDNA を用いて、PI ポリアミドに
よる変異アレルの検出を実施した。患
者背景およびがん組織KRAS変異型の比
率は、それぞれステージⅠ/Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ：
2/2/6/11 お よ び G12C/G12S/ 
G12D/G12V：3/1/11/6 であった。従って、
それぞれのKRAS変異に対応するそれぞ
れの PIポリアミドを使用した。その結
果、KRAS 変異アレルの検出感度はステ
ージⅣ症例では濃縮前・後ともに 81.8%
（9/11）であった。一方、ステージⅠ/
Ⅱ/Ⅲの遠隔転移のない早期の症例で
は濃縮前の検出感度は 10%（1/10）であ
ったが、濃縮後では 80%（8/10）であり、有意に検出感度が向上した（Fisher's exact test: P 
< 0.05）（図 3）。 
 
本研究における従来の ddPCR 法（PI ポリアミド濃縮前）による検出感度はステージⅣの大腸が
ん患者において 81.8%であり、過去の検討報告（79-92%）と大きな差はなかった。一方、ステー
ジⅠ/Ⅱ/Ⅲの大腸がんにおける検出感度は、10%（1/10）と低い検出率であった。他の研究グル
ープの検討おいてもステージⅠ/Ⅱ/Ⅲの大腸がんにおける KRAS 変異の検出率は 5.6%（3/54）と
報告しており、本研究とほぼ同じ検出率を示していた。このように、ステージⅠ/Ⅱ/Ⅲの大腸が
ん患者における KRAS 変異アレル検出は、ステージⅣの患者サンプルと比べ検出が困難であった。
それに対して PI ポリアミドを用いて濃縮を行った結果、ステージⅣの患者サンプルでの検出率
は変化しなかったものの、ステージⅠ/Ⅱ/Ⅲの大腸がん患者における KRAS 変異アレル検出率が
10%（1/10）から 80%（8/10）と有意に向上した。KRAS 変異スパイクサンプルを用いた検討にお
いて、変異アレルの存在比が低いほど、その検出感度が上昇する傾向が確認されており（図 3）、
患者血清においても変異アレルの存在比率がステージⅣよりも低いステージⅠ/Ⅱ/Ⅲの症例に
おいて PI ポリアミドによる濃縮が有効であったことが推測された。本研究で検討した PI ポリ
アミドを用いることで、特にステージⅠ/Ⅱ/Ⅲの大腸がん患者の血液中 KRAS 変異アレルの検出
感度が向上することが確認された。今後は早期がんの発見や再発評価の指標として臨床応用を
検討するとともに、組織検体と ctDNA を用いた KRAS 変異の測定に関して高い一致率が報告され
ていることから、本法を用いて大腸がんに対する抗 EGFR 抗体薬の治療効果予測としての新たな
コンパニオン診断薬として検討する価値があると考えられた。 
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