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研究成果の概要（和文）：本研究は肝癌におけるcell-free DNA(cfDNA)ならびに血中循環腫瘍DNA(ctDNA)の臨床
応用の可能性を検討したものである。cfDNA量は肝癌進行とともに増加し、独立した予後不良因子であった。薬
物療法導入数日後にcfDNA量は増加するが、その上昇幅が大きい症例ほど治療が奏功する傾向が見られた。また
治療数日後の血漿には崩壊した腫瘍由来の豊富なctDNAが含まれる可能性を見出した。レンバチニブ著効例で治
療後血漿を用いたtargeted ultra-deep sequencingを実施し、薬物療法の治療効果に関与する遺伝子変異が検出
できる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to assess the clinical utility of cell-free DNA (cfDNA) and
 circulating tumor DNA (ctDNA) in hepatocellular carcinoma. The results indicated a positive 
association between cfDNA levels and hepatocellular carcinoma progression, acting as an independent 
prognostic factor for poor outcomes. Notably, cfDNA levels exhibited a significant increase a few 
days following the initiation of pharmacological treatment, and a greater elevation corresponded to 
a higher likelihood of treatment success. Furthermore, analysis of post-treatment plasma revealed 
the presence of abundant ctDNA derived from disintegrating tumors, particularly several days after 
treatment. In lenvatinib-responsive patients, targeted ultra-deep sequencing of post-treatment 
plasma demonstrated promising potential for detecting gene mutations involved in therapeutic 
response to drug therapy.

研究分野：消化器内科　肝臓病学

キーワード： cell free DNA　循環腫瘍DNA　リキッドバイオプシー　肝細胞癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
進行肝癌に対する薬物治療は近年大きく進歩したが、治療奏功性を事前に推測する方法はまだ確立していない。
本研究の成果により、cell-free DNAの量的変化によって治療奏功性を予測できる可能性や、血中循環腫瘍由来
DNAを用いた網羅的遺伝子変異解析により治療奏功性に関与する遺伝子変異を探索できる可能性が示唆された。
肝癌に対するゲノム医療、個別化医療の発展が必要とされる中で、重要な知見が得られたと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 進行肝癌に対する治療は、近年目覚ましく進歩している。種々の分子標的薬剤に加え免疫チ
ェックポイント阻害剤による治療が使用可能となり、治療の選択肢が大幅に増えた。しかしな
がら、どのタイミングでどの薬剤を選択すべきか決定するためのアルゴリズムはまだ整備され
ておらず、個々の経験により治療が行われている状況であり今後は画一的な基準が必要となっ
てくるであろう。 
 
 こうした問題を解決するため、個々の肝癌の性質、特にゲノム異常に基づいた個別化医療を
目指す必要がある。近年目覚ましい発展を遂げたゲノム解析技術により肝癌の遺伝子変異解析
は大きく進歩し、様々なドライバー遺伝子変異が見つかった。しかし多くの変異は 5%以下の
頻度で、治療標的となるような変異が見つかっていない。また肝癌は腫瘍内が不均一な癌であ
り、一部の組織検体が肝癌全体の遺伝子変異プロファイルを反映していないという問題がある。
さらに、これまでの一連のゲノム解析は手術検体を用いたものであり、これらの結果はいわゆ
る比較的早期の肝癌におけるゲノム異常を反映したものである。従って、根治治療が困難とな
った進行肝癌の遺伝子変異プロファイルは明らかとなっておらず、どのような遺伝子変異を獲
得して肝癌が進行するかは未解明である。癌の性質は経過とともに変化していくため、その
時々の癌の性質を調べることは個々の症例に応じたタイミングでの再発リスク評価や治療法を
決定するうえで重要である。しかしながら肝癌は画像で確定診断が可能で、かつ腫瘍生検は播
種リスクが存在することから、腫瘍検体を得てゲノム医療に備える戦略は広く適用し難い。 
 
 血中循環腫瘍 DNA（circulating tumor DNA, ctDNA）は侵襲的な組織生検に代わる、非侵
襲的癌バイオマーカーとして注目されている。ctDNA は体内の癌由来の遺伝情報の総和を反
映していると考えられており、腫瘍内不均一性を打破する有用なツールとなる可能性がある。
上述の通り肝癌は腫瘍内不均一性が顕著な癌種であり、ctDNA は肝癌の遺伝子変異解析に非
常に適していることが期待されるが、まだ発展途上の領域でありさらなる研究が必要である。
本研究課題を通して、ctDNA が肝癌において悪性度の評価や治療効果予測因子として、肝癌
診療における有用なツールとなるか検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、肝癌における ctDNA のバイオマーカーとしての有用性につき検討することを目
的とする。既報によれば、腫瘍サイズが小さく脈管浸潤を来していない肝癌では ctDNA は極
微量で検出されにくい。肝癌はそもそも遠隔転移を来しにくい腫瘍であり、従来の方法では解
析に耐えうるだけの ctDNA が十分採取できないことが予想される。そこで我々は、ラジオ波
焼灼術（ radiofrequency ablation, RFA）や肝動脈塞栓術（ transcatheter arterial 
chemoembolization, TACE）、分子標的治療薬（molecular targeted agent, MTA）を投与し
た直後の、まさに腫瘍細胞が大量に死滅している際の ctDNA を豊富に含む血漿に着目して解
析を行うことにした。本研究では以下の点について検討した。 
 
（１）cell-free DNAと肝癌の関係 
（２）ctDNA検出法の確立 
（３）ctDNAと肝癌進行度、治療奏功性の関連 
 
３．研究の方法 
 
（１）cell-free DNAと肝癌ステージ・予後・治療奏功性の関連 
 RFA、TACE、MTA による治療を受けた肝癌患者を対象に治療前、治療翌日に採取された
血漿を保存し、1mLの血漿から QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit（QIAGEN社）
を用いて cell-free DNA を抽出した。Cell-freeDNA の量や経時的変化と、肝癌の進
行度や治療の奏功性につき解析した。 
 
（２）ctDNA 検出法の確立 
 上述の肝癌患者の治療前、治療後に採取した血漿由来の cell-free DNAを用いて、肝癌にお
けいて最も高頻度に見られる変異である TERT promoter 変異の検出を試みた。変異検出用の
蛍光プローブを作成し、droplet digital PCR (ddPCR) により変異の検出を試みた。 
 
（３）ctDNAと肝癌ステージ・予後・治療奏功性の関連 



 上述の肝癌患者の治療前、治療後に採取した血漿由来の ctDNA と肝癌の進行度や治療の奏
功性につき解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）cell-free DNAと肝癌ステージ・予後・治療奏功性の関連 
 
① 肝癌ステージや予後との関係 
肝癌に対し治療を行った 100 症例を対象
に、治療前と治療翌日の血漿から cell-
free DNAを抽出した。治療前の cell-free 
DNA 量は BCLC-A：36.8ng/mL（26.4-
54.0, n＝ 32）、B： 53.8ng/mL（ 37.5-
102.7, n＝39）、C：74.5ng/mL（49.7-
165.0, n＝29）と肝癌ステージ進行に伴い
増加した（右図の左）。肝癌予後に寄与す
る因子につき Cox ハザードモデルで多変
量解析を実施したところ、Child-pugh スコア、BCLC ステージ C、αフェトプロテイン値、
cell-free DNA量が抽出された。また、cell-free DNA量のカットオフ値を 70.7 ng/mLとして、
それよりも cell-free DNA量が多い群と少ない群に層別化すると、確かにいずれのステージに
おいても cell-free DNA量の多い群の生存率が悪かった。（右図の右） 
 
② 治療奏功性との関係 
治療前と治療翌日の cell-free DNA 量を比較すると、
RFA（39.2→96.2）、TACE（48.7→248.7）、MTA
（54.4→116.2）のいずれも治療翌日に cell-free DNA
量が有意に増加した。（右図）これは焼灼、塞栓、薬
物療法などによって腫瘍細胞を含む肝細胞が壊れたた
めと考えられた。 
 
cell-free DNA 量の変化と治療奏功性を比較するため、
MTA投与 2か月後の画像評価で完全奏功（CR）または
部分奏効（ PR）が得られた症例を治療奏功例
（objective tumor response, OTR）とし、それ以外を非
奏功例（non-OTR）と分類したところ、OTR 群では
non-OTR群に比較して、cell-free DNA量の上昇幅が大
きいことが明らかとなった。（右図）すなわち薬物療法
導入後短期間で cell-free DNA 量が上昇する症例は治療
反応性が良好な可能性が示唆された。 
 
 
 
（２）ctDNA 検出法の確立 
 
治療前と翌日の cell-free DNA から ddPCR で TERT 
promoter変異を検出したところ、治療前：45例（45%）、治
療翌日：55例（55%）と、治療翌日の cell-free DNAを用い
ると検出率が向上した。上述の通り、壊れた腫瘍細胞由来の
cell-free DNAが多く含まれているためと考えられた。 
 
 
 
（３）ctDNAと肝癌進行度・予後・治療奏功性の関連 
 
① 肝癌ステージや予後との関係 
ctDNA（TERT promoter 変異）が陽性の症例と陰性の症例を比較したが、臨床パラメータに
は有意な差は見られなかった。また ctDNA 陽性症例の予後を調査したが、陰性症例との差は
見られなかった。 
 
② 治療奏功性との関係 
ctDNA の網羅的遺伝子変異解析の可能性を探索するため、治療後血漿より抽出した ctDNA
で、275の癌関連遺伝子が解析できるパネルを用いた targeted ultra-deep sequencing（カバ



レッジ 22,000 倍）を実施した。特にレンバチニブの効果が著
明であった進行肝癌 3 症例を対象に実施したところ、右図に示
す通り 73の遺伝子変異が検出できた。中でも AMER1、MLL3、
NOTCH2 の 3 つの遺伝子は 3 症例に共通して変異が見られた。
レンバチニブが奏功した患者の治療後 ct DNA は、レンバチニ
ブに感受性のある腫瘍細胞から放出されたと考えられるめ、こ
れら 3 つの遺伝子変異はレンバチニブの感受性と関連している
可能性があると考えられた。実際、これら遺伝子変異を有する
肝癌細胞株である HuH-7 はレンバチニブも感受性が高く、3
つの遺伝子変異がない SK-Hep-1 にはレンバチニブが全く効果
がないことが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【まとめ】 
cell -free DNA解析はまだ発展途上の技術であるが，治療翌日～数日後の血漿を用いることで
変異検出感度の向上が期待できると考えられた。分子標的薬導入直後の血漿に豊富に含まれる
ctDNA は薬剤感受性の肝癌由来と推測されるため，著効例の解析から薬剤効果予測バイオマ
ーカーを構築できる可能性がある。また cell-free DNA量の変化も分子標的薬の奏功性を判断
マーカーとなる可能性が示唆された。 
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