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研究成果の概要（和文）：大腸癌では遠隔転移症例でも転移巣切除により予後改善が得られるため早期発見が重
要である。現在、大腸癌の再発・転移の診断はCEAといった腫瘍マーカーやCT/PETのような画像診断に委ねられ
ているが、微小病変や炎症性変化との鑑別に苦慮することが多い。癌患者の血中には癌細胞由来の遊離DNA 
(ctDNA)が存在し、既存の腫瘍マーカーよりも特異性が優れている。本研究においてctDNAを用い少量の血液から
大腸癌術後の再発転移や微小病変の存在、化学療法の効果をより鋭敏に捉えることができ、大腸癌の再発転移等
の診断ツールとして応用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：An early detection of metastasis or recurrence is important in the 
colorectal cancer, because a prognostic improves by metastatic-focus resection. The detection of 
metastasis and recurrence of the colorectal cancer is diagnosed by the tumor marker like CEA and the
 image diagnosis like CT/PET at present.  However, it is difficult to discriminate micro lesion and 
an inflammatory change in many cases. Circulating tumor DNA (ctDNA) derived from the cancer exists 
in a patient's  blood with cancer, and the specificity of ctDNA is superior to the existing tumor 
marker. In this study, it was able to acutely catch the effect of the chemotherapy and  
postoperative recurrence of the colorectal cancer by a small amount of blood. There is a possibility
 that ctDNA is able to apply as a tool of  the detection of metastasis and recurrence of the 
colorectal cancer.

研究分野： 消化器外科

キーワード： ctDNA　NGS　digital PCR　heterogeneity　バイオマーカー　大腸がん

  ３版



様 式

１．研究開始当初の背景
大腸癌は主要五大癌の一つであり、
ん罹患数予測は
予測は
ンターがん情報サービス）といずれも上位を
占める
切除により予後改善が得られるため微小転
移病巣の検出や
既存の画像診断や腫瘍
発病変の切除率は上昇させるものの、生存率
向上に寄与しないことが報告されている
(Primrose et al, 
分子標的薬を含む多くの化学療法が導入さ
れ治療手段が増えているが
療法は不要な有害事象をきたすだけでなく、
治療レジメの切り替えのタイミングを逸し
有効な治療の機会を奪う可能性もあり、
的・経済的ロスも大きい。
癌治療成績の向上にはより頻回の化学療法
中の効果判定検査、
有無の検査が必要である。しかし、
の画像評価は頻回な施行は困難で、また病巣
の軽度な変化や浮腫、炎症などの混在がある
場合の治療効果の判断は難しい。さらに現在
の大腸癌患者数を考慮すると、診察・検査の
大幅な増加は現実的ではないものと思われ
る。 
 癌患者の血漿中には癌細胞由来の遊離
(circulating tumor DNA
ctDNA
特異性の高さから優れた癌診断マーカーと
して注目されている。
biopsy
り、体内腫瘍量を客観的に繰り返し評価可能
な検査法であり、近年多くの癌腫でその有用
性が報告されている。
(next generation sequence:
ゲノム解析により病巣に集積する多数の遺
伝子変異を同定可能
type cfDNA
allele frequency[MAF])
以下であり、
Digital PCR (dPCR
羅的な遺伝子解析には不向きである。そのた
め岩手医科大学外科学講座では、「原発巣腫
瘍組織における
リーニング
伝子変異の
築し、
果判定に有用であるかを検証し
２．研究の目的
1) 本
原発巣や転移巣組織より
例に生じている複数の遺伝子変異を同定し、
ctDNA
定量モニタリングを行う。
助化学療法中や
導入し、
早期診断マーカーとなるかを検証する。
2) 腫瘍内の

式 Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景
大腸癌は主要五大癌の一つであり、
ん罹患数予測は 149,500
予測は 53,000 例・第
ンターがん情報サービス）といずれも上位を

る。大腸癌では遠隔転移症例でも転移巣
切除により予後改善が得られるため微小転
移病巣の検出や follow up
既存の画像診断や腫瘍
発病変の切除率は上昇させるものの、生存率
向上に寄与しないことが報告されている
(Primrose et al, 
分子標的薬を含む多くの化学療法が導入さ
治療手段が増えているが

療法は不要な有害事象をきたすだけでなく、
治療レジメの切り替えのタイミングを逸し
有効な治療の機会を奪う可能性もあり、
的・経済的ロスも大きい。
癌治療成績の向上にはより頻回の化学療法
中の効果判定検査、
有無の検査が必要である。しかし、
の画像評価は頻回な施行は困難で、また病巣

度な変化や浮腫、炎症などの混在がある
場合の治療効果の判断は難しい。さらに現在
の大腸癌患者数を考慮すると、診察・検査の
大幅な増加は現実的ではないものと思われ

 
癌患者の血漿中には癌細胞由来の遊離

(circulating tumor DNA
ctDNA は原発巣と同じ変異を持ち、
特異性の高さから優れた癌診断マーカーと
して注目されている。
biopsy は侵襲が少なく頻回に施行可能であ
り、体内腫瘍量を客観的に繰り返し評価可能
な検査法であり、近年多くの癌腫でその有用
性が報告されている。
next generation sequence:

ゲノム解析により病巣に集積する多数の遺
伝子変異を同定可能
type cfDNA に対する
allele frequency[MAF])
以下であり、検出困難な場合が多い。また
Digital PCR (dPCR
羅的な遺伝子解析には不向きである。そのた

岩手医科大学外科学講座では、「原発巣腫
瘍組織におけるNGS
リーニング → 血中遊離
伝子変異の dPCR
し、ctDNA が微量な癌の存在診断や治療効

果判定に有用であるかを検証し
２．研究の目的 

本研究課題では、
原発巣や転移巣組織より
例に生じている複数の遺伝子変異を同定し、
ctDNA 量の変化を
定量モニタリングを行う。
助化学療法中や follow
導入し、ctDNA モニ
早期診断マーカーとなるかを検証する。

腫瘍内の heterogeneity

Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景 
大腸癌は主要五大癌の一つであり、

149,500 例・第１位、死亡数
例・第 2 位（国立がん研究セ

ンターがん情報サービス）といずれも上位を
。大腸癌では遠隔転移症例でも転移巣

切除により予後改善が得られるため微小転
follow up が重要であるが、

既存の画像診断や腫瘍マーカー
発病変の切除率は上昇させるものの、生存率
向上に寄与しないことが報告されている
(Primrose et al, JAMA, 2014)
分子標的薬を含む多くの化学療法が導入さ
治療手段が増えているが、効果のない化学

療法は不要な有害事象をきたすだけでなく、
治療レジメの切り替えのタイミングを逸し
有効な治療の機会を奪う可能性もあり、
的・経済的ロスも大きい。したがって、大腸
癌治療成績の向上にはより頻回の化学療法
中の効果判定検査、follow up
有無の検査が必要である。しかし、
の画像評価は頻回な施行は困難で、また病巣

度な変化や浮腫、炎症などの混在がある
場合の治療効果の判断は難しい。さらに現在
の大腸癌患者数を考慮すると、診察・検査の
大幅な増加は現実的ではないものと思われ

癌患者の血漿中には癌細胞由来の遊離
(circulating tumor DNA: ctDNA)

原発巣と同じ変異を持ち、
特異性の高さから優れた癌診断マーカーと
して注目されている。ctDNA を用いた

は侵襲が少なく頻回に施行可能であ
り、体内腫瘍量を客観的に繰り返し評価可能
な検査法であり、近年多くの癌腫でその有用
性が報告されている。次世代シークエンサー
next generation sequence:NGS)

ゲノム解析により病巣に集積する多数の遺
伝子変異を同定可能であるが、

に対する ctDNA
allele frequency[MAF])は多くの症例で１％

検出困難な場合が多い。また
Digital PCR (dPCR)は感度が高いものの、網
羅的な遺伝子解析には不向きである。そのた

岩手医科大学外科学講座では、「原発巣腫
NGSを用いた遺伝子変異スク
血中遊離DNAにおける当該遺

dPCR による定量」システムを構
が微量な癌の存在診断や治療効

果判定に有用であるかを検証し
 

課題では、大腸癌症例を対象とし
原発巣や転移巣組織よりNGSにより個々の症
例に生じている複数の遺伝子変異を同定し、

量の変化を digital PCR
定量モニタリングを行う。術前後も含めて

follow 中にも同システムを
モニタリングが遺残や再発の

早期診断マーカーとなるかを検証する。
heterogeneity は癌の診断・治

Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９

大腸癌は主要五大癌の一つであり、2017 年が
例・第１位、死亡数
位（国立がん研究セ

ンターがん情報サービス）といずれも上位を
。大腸癌では遠隔転移症例でも転移巣

切除により予後改善が得られるため微小転
が重要であるが、

マーカー検査では再
発病変の切除率は上昇させるものの、生存率
向上に寄与しないことが報告されている

, 2014)。また、近年
分子標的薬を含む多くの化学療法が導入さ

効果のない化学
療法は不要な有害事象をきたすだけでなく、
治療レジメの切り替えのタイミングを逸し
有効な治療の機会を奪う可能性もあり、時間

したがって、大腸
癌治療成績の向上にはより頻回の化学療法

ow up 期間の再発の
有無の検査が必要である。しかし、CT/PET
の画像評価は頻回な施行は困難で、また病巣

度な変化や浮腫、炎症などの混在がある
場合の治療効果の判断は難しい。さらに現在
の大腸癌患者数を考慮すると、診察・検査の
大幅な増加は現実的ではないものと思われ

癌患者の血漿中には癌細胞由来の遊離
ctDNA)が含まれ、

原発巣と同じ変異を持ち、その症例
特異性の高さから優れた癌診断マーカーと

を用いた Liquid 
は侵襲が少なく頻回に施行可能であ

り、体内腫瘍量を客観的に繰り返し評価可能
な検査法であり、近年多くの癌腫でその有用

次世代シークエンサー
NGS)を用いた癌

ゲノム解析により病巣に集積する多数の遺
であるが、血中の Wild 

ctDNA の割合(Mutant 
は多くの症例で１％

検出困難な場合が多い。また
は感度が高いものの、網

羅的な遺伝子解析には不向きである。そのた
岩手医科大学外科学講座では、「原発巣腫

を用いた遺伝子変異スク
における当該遺

による定量」システムを構
が微量な癌の存在診断や治療効

果判定に有用であるかを検証している。 

大腸癌症例を対象とし
により個々の症

例に生じている複数の遺伝子変異を同定し、
PCR 技術を用いて
術前後も含めて
にも同システムを

タリングが遺残や再発の
早期診断マーカーとなるかを検証する。 

は癌の診断・治

、Ｚ－１９、ＣＫ－１９

年が
例・第１位、死亡数
位（国立がん研究セ

ンターがん情報サービス）といずれも上位を
。大腸癌では遠隔転移症例でも転移巣

切除により予後改善が得られるため微小転
が重要であるが、

検査では再
発病変の切除率は上昇させるものの、生存率
向上に寄与しないことが報告されている 

。また、近年
分子標的薬を含む多くの化学療法が導入さ

効果のない化学
療法は不要な有害事象をきたすだけでなく、
治療レジメの切り替えのタイミングを逸し

時間
したがって、大腸

癌治療成績の向上にはより頻回の化学療法
期間の再発の

T/PET 等
の画像評価は頻回な施行は困難で、また病巣

度な変化や浮腫、炎症などの混在がある
場合の治療効果の判断は難しい。さらに現在
の大腸癌患者数を考慮すると、診察・検査の
大幅な増加は現実的ではないものと思われ

癌患者の血漿中には癌細胞由来の遊離 DNA 
が含まれ、
その症例

特異性の高さから優れた癌診断マーカーと
Liquid 

は侵襲が少なく頻回に施行可能であ
り、体内腫瘍量を客観的に繰り返し評価可能
な検査法であり、近年多くの癌腫でその有用

次世代シークエンサー 
を用いた癌

ゲノム解析により病巣に集積する多数の遺
Wild 

(Mutant 
は多くの症例で１％

検出困難な場合が多い。また
は感度が高いものの、網

羅的な遺伝子解析には不向きである。そのた
岩手医科大学外科学講座では、「原発巣腫

を用いた遺伝子変異スク
における当該遺

による定量」システムを構
が微量な癌の存在診断や治療効

 

大腸癌症例を対象とし
により個々の症

例に生じている複数の遺伝子変異を同定し、
技術を用いて

術前後も含めて補
にも同システムを

タリングが遺残や再発の
 

は癌の診断・治

療の障壁となっていると考えられる
と digital PCR
するとともに、
に与える影響について検証する。
3) 
大腸癌関連分子
較、大
を 行 い 、 個 別 化 精 密 医 療
medicine)
なる変異の発見やそれらの原発巣・血漿
両者からの変異確認による確実な判定法を
見出すことを目的とする。
３．研
対象：
Ⅱ以上の進行
・腫瘍組織の採取
ホルマリン固定前の
採取する
し、
phase 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.

大腸癌切除組織より３ヶ所より別々に組織を採取、そ

れぞれ

・血漿検体採取
術前後と術後の定期的
療法中
漿のみを
・遺伝子解析
151
SS Comprehensive Cancer
ブラリを使用し
・ctDNA
QuantStudioTM 3D Digital PCR System
用し、
より
・タンパク解析
変異解析を行った各腫瘍３ヶ所それぞれで
281
アレイ法
RPPA)
４．研究成果
・患者背景
H30
ルは
プルは
の中央値は
あった。腫瘍部位と
した
発率は、
あった。
 

、ＣＫ－１９（共通）

療の障壁となっていると考えられる
digital PCR

するとともに、
に与える影響について検証する。
3) また、原発巣より得られた遺伝子変異と
大腸癌関連分子
較、大腸癌の Actionable mutation
を 行 い 、 個 別 化 精 密 医 療
medicine)における新たな薬剤選択の指標と
なる変異の発見やそれらの原発巣・血漿
両者からの変異確認による確実な判定法を
見出すことを目的とする。
３．研究の方法
対象：術前診断で
Ⅱ以上の進行大腸癌患者
腫瘍組織の採取

ホルマリン固定前の
採取する(図 1)
し、NGS 解析およびタンパク解析
phase protein array: RPA)

1.腫瘍組織の採取

大腸癌切除組織より３ヶ所より別々に組織を採取、そ

れぞれ半分を NGS 解析と

血漿検体採取
術前後と術後の定期的
療法中の検査に合わせて採取、
のみを凍結保存。

・遺伝子解析 
151のがん関連遺伝子を標的とした
SS Comprehensive Cancer
ブラリを使用し
ctDNA のモニタリング

QuantStudioTM 3D Digital PCR System
用し、NGS で同定された遺伝子変異を血漿中
より検出した。
・タンパク解析
変異解析を行った各腫瘍３ヶ所それぞれで
281 個のタンパクを標的とした逆相タンパク
アレイ法(reverse
RPPA)で解析を行った。
４．研究成果 
・患者背景 
H30 年 4月現在、
ルは 154（原発巣
プルは 938 本保有
の中央値は 72 歳
あった。腫瘍部位と
した。H30 年 4
発率は、StageⅣを除く
あった。 

（共通） 

療の障壁となっていると考えられる
digital PCR を用いた新たな評価法を構築

するとともに、heterogeneity
に与える影響について検証する。

また、原発巣より得られた遺伝子変異と
大腸癌関連分子pathwayのタンパク発現の比

Actionable mutation
を 行 い 、 個 別 化 精 密 医 療

における新たな薬剤選択の指標と
なる変異の発見やそれらの原発巣・血漿
両者からの変異確認による確実な判定法を
見出すことを目的とする。 

究の方法 
術前診断で腫瘍組織採取可能な

大腸癌患者とした。
腫瘍組織の採取 

ホルマリン固定前の原発巣組織を
1)。それぞれ検体は半分に分割

解析およびタンパク解析
protein array: RPA)

腫瘍組織の採取 

大腸癌切除組織より３ヶ所より別々に組織を採取、そ

解析と RPA 解析に用いた。

血漿検体採取 
術前後と術後の定期的 follow up

の検査に合わせて採取、
凍結保存。 

 
のがん関連遺伝子を標的とした

SS Comprehensive Cancer キャプチャーライ
ブラリを使用した。 

のモニタリング 
QuantStudioTM 3D Digital PCR System

で同定された遺伝子変異を血漿中
検出した。 

・タンパク解析 
変異解析を行った各腫瘍３ヶ所それぞれで

個のタンパクを標的とした逆相タンパク
(reverse-phase protein arrays ; 

で解析を行った。 
 

月現在、50 例が登録され腫瘍サンプ
（原発巣 150、転移巣

保有している。
歳[40-84]、女性

あった。腫瘍部位と Stage の内訳を図２に示
4 月現在観察期間中における再
Ⅳを除く 45例中

療の障壁となっていると考えられるため
を用いた新たな評価法を構築

rogeneity が ctDNA
に与える影響について検証する。 

また、原発巣より得られた遺伝子変異と
のタンパク発現の比

Actionable mutation の探索と
を 行 い 、 個 別 化 精 密 医 療 (Precision 

における新たな薬剤選択の指標と
なる変異の発見やそれらの原発巣・血漿
両者からの変異確認による確実な判定法を

 

腫瘍組織採取可能な Stage
とした。 

原発巣組織を3か所より
。それぞれ検体は半分に分割

解析およびタンパク解析(Reverse 
protein array: RPA)用に保存する

大腸癌切除組織より３ヶ所より別々に組織を採取、そ

解析に用いた。 

follow up 期間や化学
の検査に合わせて採取、遠心分離後血

のがん関連遺伝子を標的としたClearSeq 
キャプチャーライ

QuantStudioTM 3D Digital PCR System
で同定された遺伝子変異を血漿中

変異解析を行った各腫瘍３ヶ所それぞれで
個のタンパクを標的とした逆相タンパク

phase protein arrays ; 

例が登録され腫瘍サンプ
、転移巣 4）、血液サン

。登録症例：年齢
、女性 31 人(62%)
の内訳を図２に示

観察期間中における再
例中 4例(8.9%)

ため NGS
を用いた新たな評価法を構築

ctDNA 診断

また、原発巣より得られた遺伝子変異と
のタンパク発現の比

の探索と
(Precision 

における新たな薬剤選択の指標と
なる変異の発見やそれらの原発巣・血漿 DNA
両者からの変異確認による確実な判定法を

Stage

か所より
。それぞれ検体は半分に分割

verse 
用に保存する。 

 

大腸癌切除組織より３ヶ所より別々に組織を採取、そ

期間や化学
遠心分離後血

ClearSeq 
キャプチャーライ

QuantStudioTM 3D Digital PCR System を使
で同定された遺伝子変異を血漿中

変異解析を行った各腫瘍３ヶ所それぞれで
個のタンパクを標的とした逆相タンパク

phase protein arrays ; 

例が登録され腫瘍サンプ
、血液サン

登録症例：年齢
(62%)で

の内訳を図２に示
観察期間中における再

(8.9%)で



 
 
 
 
 
 
 

図 2.腫瘍部位と

左：大腸癌原発巣

右：術後確定診断後の

・大腸癌
網羅的遺伝子解析
 12
て NGS
析前に腫瘍組織の
理医によって
ことを確認した。
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.NGS
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図 7.ctDNA
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図 8.ctDNA
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早期再発診断を可能とする所見が見出され
た。 
2) CEAなどの既存のタンパクバイオマーカー
と異なり、ctDNA は個々の腫瘍に特異的であ
り、画像診断で炎症性変化や他癌腫等の鑑別
に有用な可能性がある。また多発癌の症例に
おいては、再発転移巣がどちらの原発巣由来
であるかが判別可能であり、抗 EGFR 抗体薬
などの分子標的薬を使用する際のバイオマ
ーカーとしても有効な可能性がある。また
CEA や CA19-9 より鋭敏な反応を示すため、画
像診断の補助診断目的や評価不能な病変へ
の効果判定の他、化学療法の継続・中止・変
更の指標になる可能性が示唆された。 
3) 本 研 究 で 注 目 し た 腫 瘍 内 genetic 
heterogeneity の検索で、同一腫瘍内３か所
の NGS 解析で変異なしと判定された
subclonal mutation の多くは、dPCR では 5%
以下の変異アリル頻度で検出可能であった。
したがって原発巣変異スクリーニングの際
に変異アリル頻度の cut off で clonal 
mutation と判定されるものも増加するもの
と思われる。しかし、変異アリル頻度の高い
Clonal mutation 程 ctDNA 検出率が高く、
subclonal mutationや変異アリル頻度の低い
変異は有効なctDNAモニタリングができてい
ない症例も見られたことから、一定の変異選
定基準は示せたものとおもわれる。現在も血
漿サンプルの集積は続いており、長期観察デ
ータの評価による ctDNA monitoring の意義
を明らかにしていけるものと思われる。 
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