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研究成果の概要（和文）：（１）デジタルPCRによるリキッドバイオプシー：膵がん患者の血漿検体を収集し、
デジタルPCRを用いて血中モニタリングを行い、KRAS循環腫瘍DNAの検出の臨床的意義を検討しました。膵がん患
者においては、術後再発の有無にかかわらず予後を反映し、化学療法の治療効果と相関することが明らかとなり
ました(PLOS ONE 2019)。さらに循環腫瘍DNA（ctDNA）遺伝子パネルを用いて標的分子を197遺伝子に広げまし
た。
（２）オンチップソーティングシステムを用いてCTCを抽出し、全ゲノム増幅を行い、次世代シークエンサーで
解析を行うプラットフォームの構築を進めています。

研究成果の概要（英文）：(1) The blood-based technology platform tracking circulating tumor DNA 
(ctDNA),liquid biopsy; We have elucidated the clinical significance of KRAS-mutated ctDNA for　
pancreatic cancer with respect to its prognostic and predictive potential. Detection　of KRAS ctDNA 
was the only independent prognostic factor regardless of tumor　resection. No detection or 
disappearance of KRAS ctDNA within 6 months of treatment　was significantly correlated with 
therapeutic responses to first-line chemotherapy.　Changes in KRAS status provided critical 
information for the prediction of　therapeutic responses (PLOS ONE 2019).
(2) We applied new developed cell sorter system, Onchip sort, to explore genomic profiling of CTC. 
Genomic profiles derived from tumor tissues and cfDNA and CTC in blood of patients are collected for
 the use of comprehensive analysis based on the clinical information to verify the advantage of 
CTC-based monitoring of genomic profiles.

研究分野：消化器外科

キーワード： デジタル PCR　血中モニタリング　KRAS　大腸癌　膵癌　EGFR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転移や治療の過程でKRAS statusを捉える事で、治療のコンビネーションや薬剤の再利用など新たな選択肢が飛
躍的に広がります。さらに標的分子を増やすことにより、個人の疾患プロファイルの構築が可能となります。血
中モニタリングを行う事でリアルタイムに個人の疾患プロファイルの変化を捉え、治療や予防に応用する新たな
個別化医療のアプローチです。個人のゲノムプロファイルを特定し、その標的分子を簡便かつ低侵襲な方法で経
時的に追跡する一連の手法は、発癌リスクの特定のみならず、炎症性疾患や成人病といった複雑な要因からなる
様々な疾患にも応用が可能です。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

(１)  ゲノムプロファイルの変化 

腫瘍の分子生物学的特徴（ゲノムプロファイル）はその進展・転移、治療の過程で変化します。

病期の進行に伴い細胞膜表面の受容体が活性化したり、転移先や治療の過程で原発巣とは異な

る遺伝子変異が認められます。腫瘍は様々なクローンで構成され、時にそのバランスが変化しま

す。そして治療効果に関わる標的分子を有するクローン構成に変化が起こると治療効果に大き

な影響を与えます。 

(２)  治療標的分子 KRAS 遺伝子の変化 

KRAS 遺伝子は、大腸癌の分子標的治療薬（抗 EGFR 抗体）の標的分子で、KRAS 野生型が抗 EGFR

抗体の治療対象となります。KRAS 遺伝子の変異は腫瘍形成初期に生じ、その後は変化しないと

考えられていました。そのため変異検索は化学療法前に一回のみ行われます。ところが自験例を

含む最近の報告で、KRAS status は治療や転移の過程で異なる事が示されました(図 1,2,5)。抗

EGFR 抗体の感受性は KRAS 遺伝子の変異の有無に依存するため、ゲノムプロファイルのモニタリ

ングを行い、KRAS status に応じた治療戦略の構築が必要となります。しかし、頻繁な生検や転

移巣の検体採取が必要で、煩雑性や過大侵襲といった課題が残り実用的ではありませんでした。 

(３)  Liquid biopsy による血中モニタリング 

その問題を解決したのが血中に遊離した希少な腫瘍細胞や循環遊離核酸を検出する技術

「Liquid biopsy」です。生検困難な部位のゲノムプロファイルを血液サンプルで評価できるよ

うになり、利便性が向上し、侵襲が大幅に低下しました。我々は循環遊離核酸として KRAS 遺伝

子の変異に注目し血中モニタリングを行っています。これまで切除不能膵癌あるいは大腸癌の

ために化学療法を行った患者 60 例の血漿 300 検体を収集し、デジタル PCR を用いて KRAS 血中

モニタリングを行いました。組織検索では約 40％が変異型で残り 60％が野生型でした。組織変

異型の半数以上に血中に変異クローンを認め、その多くは薬剤不応で、治療反応性は不良でした。

一方、組織野生型は、治療早期には変異クローンを認めませんでした。治療経過中に４例で血中

変異クローンを認めました。変異クローンの検出時期に一致して画像判定で薬剤不応と診断さ

れています。血中で変異クローンを認めない症例の多くは薬剤の効果があり、治療反応性は良好

でした。治療経過中に血中変異クローンが出現した症例の中で、その後の治療によって再度血中

変異クローンが消失した症例が認められました。この症例には抗 EGFR 抗体の再投与が行われ、

良好な成績が得られています。また、組織野生型であるのに、治療初期から血中に変異クローン

が出現しています。この症例は、肝転移を併発しており、肝転移を切除した際に KRAS 変異型で

あることが明らかとなり、原発巣と転移巣の KRAS status の解離が証明されました。 

 

２．研究の目的 

KRAS 血中モニタリングにより薬剤耐性のみならず感受性回復の指標としての意義を検証し、薬

剤の再導入の可能性を探ります。さらに原発巣と転移巣の KRAS status の解離に注目し、KRAS 

status に基づく新たな治療介入方法（転移巣は切除し原発巣は化学療法など）を検討します。

さらに標的分子を広げることで、個人の疾患プロファイルを構築します。その変化をリアルタイ

ムに捉え、医療アプローチとしての臨床応用を目指します。 

 

３．研究の方法 

切除不能膵癌および大腸癌を対象として症例を集積します。循環遊離核酸の検出には「デジタル 



PCR」を用います。「デジタル PCR」は液滴という疎水溶液で区画化し、微小区画内で遺伝子増幅

を行う事で増幅高率を向上させています。さらに増幅産物の結果判定をデジタル化することに

より高感度の検出能を実現します。血中KRAS遺伝子検出の予備実験では0.01%の検出感度（10000

コピー中に存在する 1コピーの変異を検出できる感度）で標的遺伝子を検出できました。すでに

切除不能膵癌あるいは大腸癌のために化学療法を行った患者 60例の血漿 300 検体を収集し、デ

ジタル PCR を用いて KRAS 血中モニタリングを行った実績があります。 

(１)  薬剤選択の指標 

血中モニタリングでゲノムプロファイルの変化を捉えます。血中に KRAS 変異クローンが検出さ

れた場合、組織で野生型であっても抗 EGFR 抗体の効果は期待できない可能性があります。組織

野生型に対する薬剤選択の指標として血中 KRAS 変異クローンの臨床的意義を検討します。 

(２)  薬剤効果の指標 

組織 KRAS 野生型 

 血中 KRAS 変異クローンの検出と薬剤耐性の相関を検討します。これまでの我々の検討では、

画像的に不応と診断される前に KRAS 変異クローンが血中で検出されており、より鋭敏な指標と

なる事が期待されます。 

組織 KRAS 変異型 

 KRAS 変異クローンの検出を癌の存在診断として利用できないか、また治療効果との相関を検

討します。 

(３)  薬剤再導入の指標（大腸癌症例） 

抗 EGFR 抗体で不応となった症例でも、一旦別の薬剤（抗 VEGF 抗体）で治療した後に後治療で

抗 EGFR 抗体を再導入すると、その有効性が回復する事が報告されています。とくに KRAS 血中変

異クローンが消失した場合には抗 EGFR 抗体の再導入効果が高く、血中モニタリングにより適格

症例を絞り込むことでその有効性を検証します。大腸癌の KRAS status は、原発巣と転移巣で

10%の解離が認められ、抗 EGFR 抗体の感受性に違いが生じています。血中モニタリングにより、

転移巣が KRAS 変異型で原発巣が KRAS 野生型と診断された場合、転移巣に外科的介入を行った

後に原発巣に対し化学療法を導入するといった新たな治療戦略が考えられます。血中モニタリ

ングによる新たな治療戦略の確立を目指します。 

 

４．研究成果 

（１）デジタル PCR によるリキッドバイオプシー；膵がん患者の血漿検体を収集し、デジタル

PCR を用いて血中モニタリングを行い、KRAS 循環腫瘍 DNA の検出の臨床的意義を検討しました。

膵がん患者においては、術後再発の有無にかかわらず予後を反映し、化学療法の治療効果と相関

することが明らかとなりました(PLOS ONE 2019)。さらに循環腫瘍 DNA（ctDNA）遺伝子パネルを

用いて標的分子を 197 遺伝子に広げました。 

（２）液滴ソーティングによる塩基配列解析と簡易解析システムのアプリケーション化；オンチ

ップソーティングシステムを用いて CTC を抽出し、全ゲノム増幅を行い、次世代シークエンサー

で解析を行うプラットフォームの構築を進めています。 
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