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研究成果の概要（和文）：これまで抗EGFR抗体を投与すると、半数程度症例でRAS変異が誘導されることが報告
されてきたが、ほとんどの症例でRASの変異が誘導されること、RASに加え、EGFRそのものとRASの下流にある
BRAFにも変異が誘導されることを明らかにした。さらに、抗EGFR抗体投与により誘導された変異は、抗EGFR抗体
以外の薬物による治療により消失する可能性があることを明らかにした。
これらの新規に出現する変異は循環DNAを解析することでを同定したが、循環腫瘍細胞を併用することでさらに
感度が改善される可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the clinical utility of cfDNA to predict primary or secondary 
resistance to EGFR blockade in patients with metastatic colorectal cancer. Thirty metastatic 
colorectal cancer patients without RAS and BRAF mutations were prospectively enrolled and treated 
with cytotoxic agents and EGFR blockade as first-line therapy. cfDNA was analyzed for the presence 
of RAS, BRAF, and EGFR point mutations before initiating chemotherapy and at every 2 months during 
chemotherapy. Of the 30 patients, five had RAS mutations in their cfDNA before starting chemotherapy
 and did not respond. Twenty-four of the remaining 25 patients without cfDNA RAS mutations had 
response. Twenty of the 24 responders developed secondary resistance and cfDNA RAS mutations were 
found in 17 of the 20. cfDNA BRAF mutations were found in seven, and EGFR mutations were found in 
eight of the 20 patients. Emerging RAS, BRAF, and EGFR mutations occurred in patients with primary 
and secondary resistance to EGFR blockade. 

研究分野： 消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Liquid biopsyを用いて、抗EGFR抗体はEGFRのみならず、その下流にあるRASやBRAFに変異を誘導することにより
耐性化することを明らかにした。がん遺伝子パネル検査が保険適応となり、分子標的薬がより多くの患者に用い
られるようになることが予測されるが、これに伴い、耐性化メカニズムの解明、耐性化の早期予知、耐性化後の
治療開発、等の重要性が増す。今後Liquid biopsyを用いた様々な分子治療薬に関する研究が進むと考えられ
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 
 抗 epidermal growth factor receptor (EGFR)抗体は強力な腫瘍縮小効果を有しており、切除不能大
腸癌の予後を大幅に改善した。抗 EGFR 抗体は RAS 変異を有する症例では奏効しないことがし
られているが、RAS 野生型であっても奏効しない症例がある。我々は、原発巣は RAS 野生型で
あっても転移巣は RAS 変異型である空間的 Heterogeneity がこの原因と一つであると考え、空間
的 Heterogeneity がどの程度の割合で不奏効の原因となるかを検証することを試みた。 
 抗 EGFR 抗体の奏功期間は 10 カ月程度であり、その後に耐性化する。これまでに、抗 eGFR
抗体の投与により 3 割程度の患者で RAS 変異が誘導されることが報告されていた。残りの 7 割
では、その他の原因による耐性誘導機構が存在すると考えられていたが、もう少し多くの症例で
RAS 変異が誘導されている可能性があること、また EGFR そのものや、RAS の下流にある BRAF
にも変異が誘導されている可能性があると考えた。 
 新規変異を同定するために、化学療法の標的となっている転移巣から継続的に生検を採取す
ることは困難である。変異を同定する方法として血液中に存在する circulating tumor cell (CTC)や
circulating tumor DNA (ctDNA)を利用する Liquid biopsy が開発された。我々は 2012 年から Liquid 
biopsy 研究に取り組み、Stage IV 大腸癌症例では原発巣と転移巣の間に空間的 Heterogeneity があ
ること(Yamada T, et al. Cancer Science 2016)を報告してきた。この研究を通じて、ctDNA の同定感
度を向上させる様々な方法に取り組んできた。また、当時は末梢血 15ｍL から 3 個程度しか CTC
が採取できず、CTC を用いた変異解析を行えなかった。そこで、抗 EGFR 抗体の研究と平行し
て、より多くの CTC を採取する方法の開発に着手した。 
 
２．研究の目的 
（１）抗 EGFR 抗体耐性獲得メカニズムの解明：ccfDNA および CTC を用いて抗 EGFR 抗体に
より誘導される RAS, BRAF, S492R 変異の頻度、変異が生じるまでの期間、変異を生じやすい症
例の特徴を明らかにするとともに、epigenetic な変化を含めこれらの変異以外の耐性獲得メカニ
ズムを解明する。 
（２）耐性獲得予測法の開発：Liquid biopsy を用いて治療前に効果を予測し、耐性予測を行いな
がら治療を継続する Real-time personalized therapy を行うには ccfDNA と CTC のどちらが有効で
あるか、あるいは併用が望ましいのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）サンプル採取：抗 EGFR 抗体を用いた化学療法を一次治療として行う患者から、化学療法
前および化学療法開始後は 2 ヶ月毎に末梢血を 8ml 採取した。 
（２）血液から ccfDNA および CTC を抽出 
（３）デジタル PCR を用いて、RAS、BRAF、EGFR の変異を検出 
（４）次世代シーケンサーを用いて CTC と ccfDNA の解析 
 
４．研究成果 
（１）RAS 変異を検出する感度は、CTC と比較して ccfDNA の方が高かった。しかし、CTC か
らは ccfDNA からは検出できない変異が検出された。 
（２）原発巣 RAS 野生型大腸癌患者に 1 次治療として抗 EGFR 抗体を投与した 30 例中 5 例か
ら治療を開始する前に Liquid biopsy
で RAS 変異が検出され、5 例ともに
効果を認めなかった。Liquid biopsy
で治療前に RAS 変異を認めなかっ
た 25 例中 23 例で奏効した(Figure 
1)。23 例中 3 例は Conversion surgery
が可能になった。無増悪生存期間
(Progression free survival: PFS) は
Liquid biopsy で RAS 変異が同定さ
れた症例と比較して、RAS 変異が同
定されなかった症例で有意に良好
であった(Figure 2)。 
（３）19 例が耐性化し、耐性獲得後
にLiquid biopsyで 16 例(84%)にRAS
変異が、7 例(37%)に BRAF 変異、8
例(42%)にEGFR変異が検出された。
RAS 変異は 10 例(53%)で複数箇所
に認められ、最も多かった変異は Q61H、次いで G12V に多かった(Table 1)。19 例中 17 例で、
RAS、BRAF、EGFR のいずれかに変異を認めた。Liquid biopsy で新たに認めた変異は画像で
Progression disease (PD)と診断される前に同定された(中央値 74 日)。 

Table 1.pdf

 
（４）耐性化した症例のうち 7 例で 2 次化学療法が 6 ヶ月以上行われ、かつ 2 ヶ月毎に Liquid 

biopsy が継続された。このうち 5 例は 6 ヶ月もも RAS、BRAF、EGFR いずれかの変異が検出
されたが 2 例は全ての変異が消失していた。 



（５）この研究は単施設での研究であったため、100 例を集積する他施設共同研究を開始し、こ
れまでに 45 例が登録されている。 
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