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研究成果の概要（和文）：担癌患者では末梢血中に循環血漿DNA(cfDNA)が高い濃度で検出されることから、これ
らがDAMPsとして働き全身炎症の原因となっていることが想定された。そのため、進行期肺癌患者33例のcfDNAサ
イズと濃度について、白血球数・CRP・好中球/リンパ球比率、免疫チェックポイント阻害薬の効果、免疫関連有
害事象の有無との関連を後方視的に検討したが、有意な相関関係は見いだされなかった。腫瘍局所の解析に立ち
戻る必要があり、現在Boston Gene tumor portrait、またCancer Pathway Indexを用いて微小免疫環境と腫瘍遺
伝子異常との関係を検討中である。

研究成果の概要（英文）：Since circulating plasma DNA (cfDNA) was detected at high concentrations in 
the peripheral blood of patients with carcinoma, it was assumed that these DNAs may act as DAMPs and
 contribute to systemic inflammation. Therefore, we retrospectively examined the association of 
cfDNA size and concentration with white blood cell count, CRP, neutrophil/lymphocyte ratio, immune 
checkpoint inhibitor efficacy, and presence of immune-related adverse events in 33 patients with 
advanced-stage lung cancer, but no significant correlation was found. We need to go back to local 
tumor analysis. We currently examine the relationship between the microenvironment and tumor gene 
abnormalities using the Boston Gene tumor portrait and the Cancer Pathway Index.

研究分野： Non-small cell lung cancer
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研究成果の学術的意義や社会的意義
担癌状態で生じる高炎症状態は必ずしも循環血漿DNA濃度の増加とは相関していなかった。また、循環血漿DNA濃
度の多寡で免疫チェックポイント阻害薬の効果を予測することは困難であった。腫瘍局所での炎症状態について
検討する必要があると考えられ、現在、免疫微小環境解析を用いた検討を行っている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
担がん状態においては、腫瘍進展に比例して末梢血中の circulating free DNA (cfDNA) 量、及
び cfDNA 中の循環腫瘍 DNA；circulating tumor DNA (ctDNA) が増加することを報告してき
た (Nakashima C et al, Oncotarget. 2018, Sueoka-Aragane N et al, PLoS One. 2014)。しかし
その生成機序、組織から循環血漿中への DNA 放出メカニズム、病態生理学的意義をはじめ、
cfDNA の自然史には未解明な点が多い。ctDNA の割合は 0.01%から 90%以上と幅があること
から、cfDNA の起源は腫瘍細胞の壊死・アポトーシスだけではなく、腫瘍間質や免疫細胞など
非腫瘍細胞による分泌機序も推定されている(Kustanovich A et al, Cancer Biol Ther. 2019)。 
我々は、進行非小細胞肺がん患者の末梢血 cfDNA 中には、従来から cfDNA として定義される
シングルヌクレオソーム単位の170bp前後の short fragmentに加え、5Kb前後の long fragment
が存在することを発見し報告した (Nakashima C et al, Oncotarget. 2018) (図 1)。これは免疫
原性の低い細胞死であるアポトーシスとは起源を異にした cfDNA 断片の存在を示唆するもので
ある。 
組織傷害時に発生するDNAそれ自体や付随するヒストン、high-mobility group box 1 (HMGB1) 
は、自然免疫を惹起するdamage-associated molecular patterns(DAMPs)として知られている。
過剰量の自己核酸や、核膜/細胞膜破綻に伴う核酸流出は cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)や
stimulator of interferon gene (STING) を介して DAMPs と認識され、病原体感染と同様に炎
症応答を誘導する(Ishikawa H et al, Nature. 2009)。腫瘍局所における STING agonist を介し
た抗腫瘍免疫活性化は盛んに報告がなされ新たな創薬 target として期待が持たれている。しか
し、循環血漿中に DAMPs たり得る大量の cfDNA が持続的に流れるという進行がんに特徴的な
状況は、腫瘍進展と腫瘍免疫にどのように影響するかは未解明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
進行担がん患者で観察される循環血漿中の cfDNA 濃度上昇そのものが抗腫瘍免疫に与える影響
を明らかにし、免疫チェックポイント阻害薬の効果予測・有害事象予測因子となりうるか検討す
ること。 
 
 
３．研究の方法 
 
進行肺がん患者血漿中の cfDNA 濃度と臨床状況に関するカルテ調査として、cfDNA の量・質と抗
腫瘍免疫の関係性をスクリーニングするため以下を行い関連解析を行った。①cfDNA 濃度測定
(Quantus ONE dye dsDNA kit)；当院バイオバンクにて cfDNA の保管する免疫チェックポイント
阻害薬を使用した進行肺がん患者 33 例を対象とした。②cfDNA サイズ分布測定(Bioanalyzer 
high sensitivity kit) ③後方視的カルテ調査；免疫チェックポイント阻害薬の治療効果、PD-
L1 発現状況、治療開始前の WBC (好中球リンパ球比；NLR)・CRP・ALB・Performance status 
 
 
４．研究成果 
 
進行期肺がん患者(免疫チェックポイント阻害薬使用歴あり)33 例における cfDNA 濃度中央値は
0.175ng/µl(Quantus 足底)であった。これらの症例において 170bp 前後の Short fragment cfDNA
と 5Kbp 前後の Long fragment cfDNA 濃度の測定を実施、Short/Long fragment 濃度は相関係数
0.589, P 値 = 0.00234 で相関を認めた。Short/Long fragment 濃度と CRP や好中球/リンパ球比
率について相関関係を検討したが、有意な相関関係は認められなかった。 
 
特に着目していた腫瘍由来と目される Long fragment cfDNA と免疫チェックポイント阻害薬の
治療効果の関係については、CR＞PR＞SD＞PD で Long fragment cfDNA 濃度は下がっていく傾向
を認め、Long fragment cfDNA の濃度が高い方がよい治療効果が得られる印象であったが、有意
差は検出されなかった（下図）。 
 
 
 
 
 
 



 
以上のことより循環血漿 DNA 濃度情報から全身炎
症や免疫チェックポイント阻害薬の効果予測を行
うことは難しいことが判明し、腫瘍局所環境につ
いて、腫瘍自体と免疫環境の両者を検討する必要
があると考えられた。現在、腫瘍局所の免疫微小
環境の解析を Boston Gene tumor portrait にて
解析中、また包括的がんゲノムプロファイリング
検査結果を利用して、腫瘍細胞が持つ遺伝子変異
情報を基に、活性化しているシグナリング経路を
同定する Cancer Pathway Index(CPI)を開発して
おり、これを用いた炎症性シグナリングの活性化
と循環血漿 DNA の関係について今後検討を進めて
行く予定である。 
 
 

 
Cancer Pathway Index(CPI)は、包括的がんゲノムプロファイリング検査を用いて得られた腫瘍
細胞の 200 遺伝子に関する変異情報を 23 のシグナリングパスウェイに割り振り自動的にスコア
化するシステムであり、当院にて包括的がんゲノムプロファイリングを実施した 90 症例により
性能評価を実施している。有意にスコア上昇を認めたパスウェイ提示率は 86%であり、炎症性シ
グナリング経路の活性化と腫瘍循環 DNA のサイズ・濃度について現在検討中である。 
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