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研究成果の概要（和文）：NGSを用い患者毎の子宮癌遺伝子異常を明らかにし血中循環腫瘍DNA量（ctDNA）を測
定し腫瘍マーカー個別化、オーダーメイド医療を目指す。子宮癌高リスク群の再発率は高く再発予防は喫緊の課
題である。再発は術後体内遺残癌細胞が発育顕在化したものである。ctDNAの個別化腫瘍マーカーで体内遺残腫
瘍細胞量測定し治療適正化・予後改善を試みる。現在、原発巣シーケンスを行い遺伝子変異解析を進めている。
20症例の子宮癌で解析した結果、複数の遺伝子変異を検出できた。原発巣遺伝子変異解析結果に基づき血漿中の
ctDNAとして同様の遺伝子変異が検出されることを検証しリンパ節転移や再発等の悪性表現型との相関を検討す
る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyze the gene abnormality of uterine cancer in each 
patient using a NGS and measure the circulating tumor DNA amount (ctDNA). This aims to personalize 
tumor markers and build a tailor-made medical system. The recurrence rate is high in the high-risk 
group of uterine cancer undergoing radical surgery, and recurrence prevention is an urgent issue. 
Recurrence is a manifestation of residual cancer cells in the body after surgery. We will try to 
optimize the treatment and improve the prognosis by measuring the amount of residual tumor cells in 
the body using individualized tumor markers of ctDNA. We are conducting a sequence analysis of the 
primary lesions in uterine cancer and proceeding with gene mutation analysis. Based on the results 
of gene mutation analysis of the primary tumor, we will verify that similar gene mutations are 
detected as ctDNA in plasma, and examine the correlation with malignant phenotype such as lymph node
 metastasis and recurrence.

研究分野：婦人科腫瘍

キーワード： バイオマーカー　子宮がん　遺伝子解析　血中循環腫瘍DNA　マイクロRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮癌で遺伝子解析を行った結果、複数の遺伝子変異を見つけることができた。gene Aは３５％で同遺伝子の同
部位に遺伝子変異を認めた。同変異を認めた４３％で早期再発や転移を認め、癌の悪性度に関連する遺伝子変異
と推察された。また、gene Bは２０％で同遺伝子の同部位に遺伝子変異を認めた。手術前後の採血を用いて、
ctDNAを抽出しdigital PCRを行っている。これらが、血中での臨床経過を反映するものであれば、腫瘍マーカ
ー、治療ターゲットとなり得ることが証明できる。未知遺伝子変異も指摘されており、子宮がんの病態解明、今
後の治療標的ならびにバイオマーカーとなる可能性がある結果を得ることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
A. 子宮がん新規腫瘍マーカーとしての血中循環腫瘍 DNAを用いた非侵襲的診断法の開発 
理想的な腫瘍マーカーは体内に存在する癌細胞の量を鋭敏に示す必要がある。子宮頸癌の SCC
や卵巣癌の CA125等の既存の糖蛋白の汎用性腫瘍マーカーは有用だが、SCCは子宮頸部腺癌
では役に立たず、CA125は子宮体癌では感度が約 3割で卵巣癌の約 8割よりはるかに劣る。 
癌細胞に生じるゲノム異常は患者個人で異なっており、全患者に共通する異常は意外に少ない。
癌細胞のゲノム異常のうち染色体レベルの異常は癌細胞にしか起こりえず、同じ患者の癌細胞
では基本的に保持されており、これらの異常は ctDNAを用いて検出することができる。ctDNA
はアポトーシスや壊死により腫瘍細胞から血中に放出される約 200塩基対程度の DNA断片で
あり腫瘍の遺伝子プロファイルを保持している。ctDNAを捕獲して抽出し遺伝子プロファイル
を検索することは腫瘍そのものの遺伝子プロファイルを検索することに等しい。近年の研究で
は ctDNAの存在が重要視され（Dawson SJ, N Engl J Med, 368:1199-209, 2013等）その臨床
応用が期待されている。 
我々は、これまでに婦人科癌に CGH 解析を行い特異的な遺伝子変化を見出した。すなわち、
卵巣癌の 3q26gain（Cancer Res.55, 6172-80, 1995）、子宮体癌の 10q23 loss とその標的の
PTEN遺伝子変異（Gynecologic Oncol.83(1)：81-8, 2001）、子宮頸部癌化に関連する 3q26gain、
子宮頸癌の予後不良に関連する 11q22gainとその標的の cIAP1遺伝子発現（Cancer Res. 62：
4860-6, 2002）等、婦人科癌の癌化や悪性度に関連する遺伝子変化を多数見出した。一方、各
種糖蛋白質糖鎖が細胞の癌化で著しく変化し各臓器癌特異的糖鎖が出現すること、また、細胞
及び組織レベルの糖転移酵素活性は複合糖質糖鎖の構造変化を反映していることから、さらに、
糖転移酵素は血中に分泌されていることから、申請者らは婦人科癌患者血中に分泌される糖転
移酵素蛋白質のレベルを測定する ELISA 法を確立し、婦人科癌の検出に応用した。さらに、
血清 proteomics の手法を用いて血清蛋白質プロファイルを解析することにより、特異的な腫
瘍マーカーが存在しない子宮体癌の血清診断法の開発を試み、新たな血清腫瘍マーカー候補を
同定した。 
これらの観点から申請者らは ctDNA を用いることにより腫瘍マーカーを個別化することで、
その精度を高めることができるという発想に至った。ctDNAは、侵襲的であり時に不可能でも
ある生検とは異なり、採血により簡便に繰り返し採取することができるのが最大の利点である。
ctDNA 量の測定により体内遺残腫瘍細胞量を把握するために根治手術が行われたステージ症
例を検討した。臨床応用が可能になれば任意の時点で正確に病勢を把握することが出来、その
データを治療法選択の判断材料にすることが出来るという大きなメリットがある。さらに本研
究の結果、新たな汎用性マーカーの発見も目指す。 
 
B. 子宮がんにおけるmiRNAを用いた早期診断法の開発 
血液中の miRNAによる種々の癌でのバイオマーカー探索はこれまで多く発表されているが、
追試を行うとマーカー候補が一致しないという現状がある。miRNA は血液中をエクソソーム
や結合蛋白と共に移動するが、一般的に Total RNAから抽出したmiRNAは血漿、血清間で存
在頻度は異なるとされている。本研究では血清中の miRNAの網羅的発現量をデータベース化
し、その解析によって子宮癌の早期発見マーカーの探索を高感度 DNA チップ３D Gene 技術
を用いて行う。血中 miRNAは微量であり、さらに画像に描出できない微小な癌細胞の検出は
困難であるが、３D Gene 技術を用いることでがん由来血清を婦人科良性疾患由来血清から高
感度に判別し、早期発見、予後の向上が期待される。 
 
 
２．研究の目的 
A. 子宮がん新規腫瘍マーカーとしての血中循環腫瘍 DNAを用いた非侵襲的診断法の開発 
 
①本研究では、次世代ｼｰｸｴﾝｻｰを用い患者ごとの子宮頸癌、体癌のゲノム異常を明らかにし、こ
れを標的として血中循環腫瘍 DNA（ctDNA）を用いて体内遺残腫瘍細胞量を測定する。これ
により、腫瘍マーカーを個別化して精度を飛躍的に向上させ、オーダーメイド医療システムを
構築することを目的とする。根治手術が行われた子宮頸癌、体癌の再発高リスク群の再発率は
高く、再発予防は喫緊の課題である。再発は手術後の体内遺残癌細胞が発育して顕在化したも
のである。再発を予防するためには術後の体内遺残腫瘍細胞量に応じて適切な化学／放射線療
法を行う必要がある。本研究の結果、ctDNAの個別化腫瘍マーカーで体内遺残腫瘍細胞量を測
定すれば、治療の適正化・予後の改善が期待される。 
 
a) 患者特異的なゲノム異常をターゲットとした血中循環腫瘍 DNA（ctDNA）を検出し鋭敏な
腫瘍マーカーとなることを証明する。 
現行の子宮頸癌、体癌切除後のサーベイランスと同じ間隔で血中循環腫瘍 DNA を検出するこ
とにより、既存の腫瘍マーカー（SCC・CA125）や CT、MRI検査などに比べてより早く再発
の兆候を捕らえられるかどうかを検討している。また、血中循環腫瘍 DNA の測定値が定量的
にも病勢を正確に反映しているかどうかを検討する。 
 



b) 補助（化学／放射線）療法の適応の再定義の可能性を検討する。 
子宮頸癌・体癌治療ガイドラインでは、根治手術が行われた（手術直後の時点で遺残なしと判
断した）再発中・高リスク群の症例を補助（化学／放射線）療法の適応としている。根治手術
を行ってもなお体内に遺残する癌細胞を死滅させるために補助療法を行うことがその目的であ
る。しかし、現在の適応基準は組織学的悪性度や脈管侵襲といった形態病理学的な診断に基づ
いたものであり、体内に遺残している癌細胞の有無を的確に判定しているものではないため、
現在の適応症例の中には実際は補助療法の必要のない症例が含まれている。逆に現在適応外と
なっている症例の中に補助療法が必要な症例も含まれているはずである。補助療法を行ってい
たが再発した症例、再発しなかった症例、補助療法を行っていなかったが再発した症例の血中
循環腫瘍 DNA の測定値の推移を検討することにより、補助（化学／放射線）療法の適応を真
に必要な症例を選別し、不必要な症例は除外することができると考えられる。 
 
c) 体内遺残癌細胞の有無を判断できるかどうかを明らかにする。 
最終的には、本研究の手法で血中循環腫瘍 DNA が検出されない状態が、真に体内に遺残する
癌細胞がない状態を示しているかどうか、あるいは再発の心配のない状態を示しているかどう
かを明らかにしたい。再発とは手術後の体内遺残癌細胞が発育して顕在化したものである。体
内に遺残している微小な癌がないことを完全に証明する他の方法はない。したがって、血中循
環腫瘍 DNAが検出されず臨床上の再発もないことが手術後 5年間続けば、証明されたと解釈
できると考えている。 
 
B. 子宮がんにおけるmiRNAを用いた早期診断法の開発 
2011年度国立がん研究センターの統計によると、子宮癌の罹患率は女性悪性新生物の中でも第
３位となっており、増加の一途を辿っている。一方、内診に対する抵抗感からか婦人科検診受
診率は決して良くない。従って従来の血液サンプルから子宮癌の存在診断を行い得ることは、
子宮癌の早期発見のみならず、予後の向上にもつながる。また、これまでに miRNAの発現と
子宮癌の関係性は、ある種の miRNAが発癌に寄与することなど様々な機構が明らかにされつ
つあるものの、直接的な診断法の開発には至っていない。 
本研究では外来ですでに子宮頸癌、子宮体癌あるいは子宮筋腫等良性腫瘍と診断され、当院に
て治療予定の患者血清サンプルから微量のmiRNAを抽出し、子宮癌患者のmiRNAの発現プ
ロファイルを良性婦人科疾患女性と比較検討することにより、子宮癌発見バイオマーカーの樹
立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
A. 子宮がん新規腫瘍マーカーとしての血中循環腫瘍 DNAを用いた非侵襲的診断法の開発 
・子宮頸，体癌患者の原発巣の手術検体から DNA を抽出し、次世代シーケンサーでシーケンス
を行った。このデータから、個人の患者の癌細胞に特異的な染色体の異常を特定する。 
・個別化された染色体の異常をターゲットとして検出するための PCR をデザインし、術後の採
血検体の血中循環 DNA に対し PCR を行い、この結果から血中循環腫瘍 DNA 量を測定する。 
・術後の血中循環腫瘍 DNA 量の推移と臨床的再発との関係を検討上のイベントの推移を比較検
討し、個人の患者の腫瘍に特異的な染色体の異常を腫瘍マーカーとして使用できるかを検討す
る。 
・ステージⅠ・Ⅱの子宮頸癌、ステージⅠ・Ⅱ・Ⅲの体癌で根治手術が行われた（一時点で臨
床的に遺残なしと判断した）症例に着目し、体内遺残腫瘍細胞の有無の検討を行う。 
①  個人の患者の腫瘍に生じた染色体の異常の特定 
子宮頸，体癌の手術時に切除標本の原発巣から新鮮凍結標本を作製する。そこから抽出した DNA
に対して次世代シーケンサーを用いてゲノムシーケンスを行う。このデータをヒトゲノムシー
ケンスと照合し、マッチしない部分を癌細胞特異的な遺伝子異常の候補とする。データを 1000
塩基程度に分けて照合し、候補をさらに絞込み、照合率の低いアーチファクトや germline の変
異が多い部分などは除外する。このように絞り込まれた候補に対して BLAT を用いて転座や欠損
や挿入といった染色体の再構成が生じている塩基配列上の不連続点を特定する。この不連続点
が germline ではなく somatic であることの確認は以下の要領で行う。すなわち、同部位の PCR
をデザインし、腫瘍 DNA では確認されるが同じ患者のリンパ球や正常組織からの DNA では PCR
産物ができないことをもって確定する。 



 
②  個別化されたターゲットを用いた血中循環腫瘍 DNA の測定 
患者の血液中には正常細胞からの DNA の断片が多量にある。癌患者ではその中に癌細胞からの
DNA の断片が少量混じてくる。上記①で特定した個人の患者の腫瘍に特異的に生じた染色体の
再構成の塩基配列上の不連続点に対するプライマーと、染色体の再構成が生じていない場合の
同部位に対するプライマーを用いた Digital PCR を行う。各検体の血中循環 DNA の総量は、染
色体の再構成が生じている血中循環腫瘍 DNA と、染色体の再構成が生じていない血中循環非腫
瘍 DNA の合計であるとみなされるので、血中循環腫瘍 DNA の分画を検出する。 
 
③  血中循環腫瘍 DNA の測定値と臨床的再発の関係の検討 
根治手術が行われたステージⅠ・Ⅱの子宮頸癌、ステージⅠ・Ⅱ・Ⅲの体癌の患者を対象とし、
補助（化学／放射線）療法の有無と再発の有無で 4つの群に分けてデータを抽出して検討する。
採血は基本的に子宮頸，体癌治療ガイドラインに準じて既存の腫瘍マーカー（SCC・CA125 等）
を測定する際に行う。再発の診断は既存のサーベイランスの方法により行う 
 
個別化されたターゲットを用いて血中循環腫瘍 DNA を測定する。解析に必要な条件の患者の検
体採取を引き続き行う。データの中間解析を行って進捗を評価し、研究を期間内に遂行できる
ように計画を調整する。 

 

 
B. 子宮癌におけるmiRNAを用いた早期診断法の開発 
子宮がんあるいは子宮筋腫と診断された患者から、下記の方法で術前採血時血清を採取し、
miRNA を抽出し、3D gene を用いて miRNA 解析を行う。すなわち、子宮がんのバイオマーカーの
探索研究の一環として、血清中の miRNA の網羅的発現量をデータベース化し、その解析によっ
て子宮癌の早期発見マーカーの探索を高感度 DNA チップ３D Gene 技術を用いて行う。 
サンプルの採取：当院にて初回手術を受ける子宮癌患者、前がん病変の患者、婦人科良性疾患
患者の通常診療内で得られる残余血清１ｍｌを術前に同意を得た上で採取し、サンプルセンタ
ーにて施錠の上保存する。 
３D Gene の性能、メリット：3D-Gene は先に示した特徴を持つ高感度 DNA チップである。その
ため、これまで用いられてきた DNA チップに比べ、低発現遺伝子の検出に強みがある。これま
での解析で、あまりにも発現量が少ないため見逃していた遺伝子の発現変動をより高精度に捕
らえることができる。すでに他社の DNA チップでデータを取得済みであっても、3D-Gene を用
いて解析を行うことで、新たな発見がある可能性がある。 
 
４．研究成果 
A. 子宮がん新規腫瘍マーカーとしての血中循環腫瘍 DNAを用いた非侵襲的診断法の開発 
子宮がん新規腫瘍マーカーとしての血中循環腫瘍 DNA 開発という研究課題で研究を行っている。
本研究では、次世代シーケンサーを用い患者ごとの婦人科癌の遺伝子異常を明らかにし、血中
循環腫瘍 DNA 量（ctDNA）を測定する。これにより、腫瘍マーカーを個別化し、オーダーメイド
医療システムを構築することを目的とする。根治手術が行われた子宮頸癌、体癌の再発高リス
ク群の再発率は高く、再発予防は喫緊の課題である。再発は手術後の体内遺残癌細胞が発育し
て顕在化したものである。再発を予防するために最適な術前後も含めた治療を行う必要がある。
本研究の結果、ctDNA の個別化腫瘍マーカーで体内遺残腫瘍細胞量を測定し、治療の適正化・
予後の改善を試みる。婦人科臨床検体の集積は順調に進んでいる。現在、子宮がん症例の原発
巣のシーケンスを行い、遺伝子変異解析を進めた。 
２０症例の子宮頸がん、子宮体がんでキアゲンの遺伝子パネルを用いて遺伝子解析を行った結

子宮癌患者
手術時の原発巣の新鮮
凍結標本からDNAを抽出

NGSで患者の腫瘍に
特異的な遺伝子異常を同定*

術後フォローアップ期間中に
血中循環DNAを採取

患者の腫瘍に特異的な遺伝子
異常*をDisitalPCRで解析

・血中循環腫瘍DNAと臨床的
再発との関係の検討
・体内残遺癌細胞の判定

1．          ２            ３           ４ 



果、複数の遺伝子変異を見つけることができた。その中より、特に共通の遺伝子に変異をもつ
３個の遺伝子に注目した。 
gene A（仮称）は ２０症例中、7 症例（３５％）で同じ A 遺伝子の同部位に遺伝子変異を認
めた。gene A に遺伝子変異を認めた７例中３例（４３％）で早期再発や転移を認め、癌の悪性
度に関連する遺伝子変異と推察された。 
また、gene B（仮称）は ２０症例中４症例（２０％）で同じ B遺伝子の同部位に遺伝子変異
を認めた。４症例全て再発を認めていないことから、癌化に関連するが、癌の悪性度にはあま
り関連していない遺伝子変異と推察された。 
このため、手術前後の採血を用いて、ctDNA を抽出し digital PCR を行っている。 
これらが、血中での臨床経過を反映するものであれば、腫瘍マーカー、治療ターゲットとなり
得ることが証明できる。また、今後も採血でのフォローを行い、随時採血での遺伝子変異を確
認していく予定である。 
 
本研究では、子宮がんでも複数の遺伝子変異を確認することができた。 
今まで、子宮では、指摘されていなかった部分の遺伝子変異も指摘されており、子宮がんの病
態解明、今後の治療ターゲット、ならびにバイオマーカーとなる可能性がある結果を得ること
ができた。本研究は、科研費補助金に依ったことを記し、深謝致します。 
 
B. 子宮がんにおけるmiRNAを用いた早期診断法の開発 
初期血液検体の検討の結果、miRNA の解析が十分可能な検体であることが判明した。良性疾患
（子宮筋腫）症例 6例（A群）、子宮頸部前がん病変 6例（B群）、子宮頸癌 21例（C群）、子宮
体癌 33例（D群）の合計 66 症例の術前血清から RNA を抽出し、東レの３D gene を用いて、2632
種類の miRNA に対する発現解析を行った。global normalization 後、まず、良性疾患群（A群）、
子宮頸部前がん病変群（B群）、子宮頸癌群（C群）の 3群間で比較解析を行った。その結果、A
群と比較し B群で発現が増加していた miRNA は 25 種あり、発現が減少していた miRNA は 13 種
類認められ、子宮頸癌の癌化と関連している miRNA である可能性がある。B 群と比較し C 群で
発現が増加していた miRNA は 10 種あり、発現が減少していた miRNA は 9種類認められ、子宮頸
癌の浸潤・進展と関連している miRNA である可能性がある。また、A 群と比較し C 群で発現が
増加していた miRNA は 18 種あり、発現が減少していた miRNA は 6種類認められ、子宮頸癌の癌
化・進展と関連している miRNA である可能性がある。次に、良性疾患群（A 群）、子宮体癌（D
群）の 2群間で比較解析を行った。A群と比較し D群で発現が増加していた miRNA は７種あり、
発現が減少していた miRNA は 11 種類認められ、子宮体癌の癌化・進展と関連している miRNA
である可能性がある。今後、既存の遺伝子情報と合わせて、絞り込んだ miRNA に対して RT-PCR
解析等を行い、子宮頸癌、子宮体癌の早期診断法の開発を進める予定である。 
本研究の一部は、公益財団法人佐々木研究所の臨床研究費に依ったことを記し、深謝致します。 
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