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本研究成果のポイント 
 新たな次世代シーケンス技術の基盤を構築 

血液を用いたがんゲノム解析（Liquid biopsy）について、高精度かつ網羅的にゲノム異常を検出でき

る新たな手法を開発 
 膵臓がんにおいて遺伝子異常に基づいた個別化治療の実現を示唆 

同手法を用い進行膵臓がん患者さんの血液からゲノム解析を行った結果、約 30%に治療標的となり

得る遺伝子異常を検出 
 
国立研究開発法人国立がん研究センター（理事長：堀田知光、東京都中央区、略称：国がん）は、これま

で生検や手術で採取した組織等を用いて行っていた網羅的なゲノム異常の解析を、血液でも高精度に行

える新たな手法を開発し、さらに血液からも進行膵臓がんの約 30%に治療標的となり得る遺伝子異常を検

出しました。 

本研究で用いた解析方法は、膵臓がんに

限らずあらゆる固形がんで可能であり、また、

生検が困難な患者さんや、薬剤耐性獲得変

異など経時的な複数回の検査が必要な場合

にも有用と考えられ、通常の組織生検よりも

患者負担が少ない網羅的ゲノム解析手法とし

て臨床応用が期待されます。また、これまで

分子標的薬の開発が進んでいない膵臓がん

においても、がんの遺伝子異常に基づいた個

別化治療が有効である可能性が示唆され、今

後さらに検出感度を向上させることで、治療標

的の探索だけでなく、難治がんの早期診断へ

の応用も期待されます。 

本研究成果は、同研究所（所長：中釜斉）がんゲノミクス研究分野 柴田龍弘分野長と谷内田真一ユニッ

ト長の研究グループが、国立がん研究センター研究開発費「高速シーケンス解析技術を応用した血中・体

液中の遊離核酸によるがんの高感度分子診断法の基盤確立」や公益財団法人武田科学振興財団などの

支援を受けて行ったもので、英科学誌ネイチャー（Nature）系オンライン科学誌「サイエンティフィック・リポ

ーツ（Scientific Reports）」に 12 月 16 日付けで掲載されました。  
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1. がんにおける治療標的遺伝子異常の探索（Clinical sequencing）の現状 
現在、がんにおける治療標的遺伝子異常の探索には、主に外科的に切除した手術材料や内視鏡的もし

くは超音波下に採取した組織が用いられていますが、がんの占居部位や病状悪化等で生検が困難な場合

があります。また、治療中、がん細胞に新たな遺伝子変異が生じ、薬剤に対する耐性を獲得することが知

られており、複数回の生検検査が必要となることもあります。 

がん組織に直接、針を刺し組織を採取する組織生検は、患者さんの負担が大きく、また、出血などの合

併症の危険性も伴います。そのため、患者さんの負担が少なく、複数回の検査も可能な血液や体液（尿な

ど）を用いた網羅的ながんゲノム解析は、新しいがん分子診断法として期待されていました。しかし、血液

検体から得られる遊離 DNA （cell-free DNA、以下 cfDNA）は少量で、さらにそのうちがん由来の cfDNA
は極めて微量であるため、網羅的なゲノム解析を高精度に行うことはこれまでほとんど実現していません

でした。 
 
2. 膵臓がんの現状 
膵臓がんは、罹患数と死亡数ともに約 3 万例とほぼ等しく、5 年相対生存率が 7%（全国がん罹患モニタ

リング集計 2003-2005 年生存率報告）と極めて低い難治がんです。これは、初期症状が少なく早期発見

が困難であることや、有効とされる抗がん剤が少ないことが原因として挙げられます。肺がんなどで行なわ

れているがんのゲノム異常に基づいた分子標的薬による治療もほとんど行われていませんが、一部の患

者さんでは治療標的となり得る様々な遺伝子異常が認められることも明らかになってきていました。 
 
3. 本研究概要 
本研究は、新たに開発した前処理法を次世代シークエンサー*1 による解析前に用いることにより、少量

（10 ng）の cfDNA からも、イルミナ社の高精度な次世代シークエンサーを用いて網羅的なゲノム解析を行

うことが可能であることを報告したものとなります。 
本研究では、組織生検等により膵臓がんと診断された患者さんの血液を用い、膵臓がんに高頻度に異

常がみられる遺伝子と、治療標的となり得る遺伝子を含めた膵臓がんのゲノム異常を、低侵襲な検査法で

ある血液（約 5mL）から検出する方法について検討を行いました。 
 

 高精度かつ網羅的にゲノム異常を検出できる新たな手法を開発 
 現在世界的に広く使用されている、アジレント社のターゲット濃縮キットと高精度なイルミナ社の次世代シ

ークエンサーを用いたターゲットシークエンス解析の手法では、最低 200 ngのDNAが必要とされています。

しかし血漿中に含まれる cfDNA は少量であり、また高度に断片化されていることから、この手法を用いて

高精度な解析を行なうことは極めて困難でした。 
 本研究では、既存のキットを組み合わせた新たな前処理法を開発し、シークエンスデータの情報解析に

ついても工夫を行なうことで、これまでの 1/20 である 10 ng 程度の cfDNA からもイルミナ社の次世代シー

クエンサーによるターゲットシークエンス解析を行なうことのできる独自の手法を開発しました。 
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 48 例中 14 例（約 30%）において治療標的となり得る遺伝子の変異を検出 
膵臓がんでは、これまでに手術検体を用いた大規模ながんゲノム解析研究により KRAS、CDKN2A、

TP53、SMAD4/DPC4 の 4つの遺伝子異常が高頻度に認められることが明らかとなっています。KRAS 遺

伝子の突然変異は発がん過程の最初に生じるゲノム異常であり、膵臓がん患者さんの 95%以上が KRAS
変異を有していることが知られています。デジタルPCR*2でKRAS変異が検出された症例では血液中にが

ん由来の cfDNA が存在すると考えられることから、そのような症例を中心とした 48 例を対象に、膵臓がん

に高頻度に変異が見られる遺伝子と、治療標的となり得る遺伝子の計 60 遺伝子について、イルミナ社の

次世代シークエンサーを用いてターゲットシークエンス解析を行いました。 
本研究で用いた方法では、10 ng 以下のごく少量の cfDNA からも高精度な網羅的なシークエンス解析

が可能であり、全ての症例で 1 つ以上のがんの体細胞変異*3 が検出され、さらに治療標的となり得る

PIK3CA、EGFR、ATM 遺伝子などの変異も 14 例（約 30%）の症例で認められました。 

 
 がんにおける CCND1 遺伝子などの増幅が血中遊離 DNA の解析からも検出 
また、シークエンス解析データから遺伝子増幅の推測を行う独自のアルゴリズムを開発しました。がんに

おいては、分子治療標的となるがん遺伝子の増幅が広く知られています。本研究において進行膵臓がん

患者さんでも、他のがんで遺伝子増幅が知られ治療標的となり得る ERBB2（HER2）や CCND1 遺伝子の

増幅が検出されました。 
以下の図は、血中の cfDNA から検出した CCND1 の増幅（右下）が、同様に手術検体からも検出されて

いることを示しています（左下）（赤色は増幅を意味しています）。 
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4. 本研究に使用した血液検体について 
国立がん研究センターでは、中央病院（東京都中央区）・東病院（千葉県柏市）を受診された患者さんを

対象に、検査に使用した血液や組織、手術などで摘出された組織の診療後の残りと、それらに付随する診

療情報、診療後の経過情報の提供・研究への利用をお願いしています。ご提供いただいたこれらの試料と

情報は、バイオバンクに整理、保管し、がん等の医学研究に使わせていただいております。 
本研究においても、膵臓がん患者さんの血液検体を使用させていただきました。今後、この解析結果を

もとに、新たな膵臓がん治療・診断法の開発に取り組んでまいります。この場をお借りし、バイオバンクにご

賛同・ご協力くださった患者さまとご家族に深く御礼を申し上げます。 
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【用語解説】 
*1 次世代シークエンサー： 
米国 NIH が主導した 1000 ドルゲノムプロジェクトによって開発された新しいシークエンス技術の

総称であり、独自の技術によって大量シークエンスを可能にした技術が複数実用化されている。従

来のサンガーシークエンス法と比べて、超大量の DNA シーケンス反応を並列して行う技術である。 
 
*2 デジタル PCR： 
サンプルとなるDNA を 1分子ずつの区画に分けてPCR 増幅を行なうことで、目的の配列の絶対量を定量

することができる技術。各区画における目的の配列の有無を検出することから、「デジタル」PCR と呼ばれ

る。リアルタイム PCR など従来の技術では検出することのできないような、サンプル中に極めて低頻度に

存在する配列も高感度に検出することが可能である。 
 
*3 がんの体細胞変異： 
生まれつきの変異（塩基配列の異常）、つまり生殖細胞変異とは異なり、後天的にがん細胞でのみ出現す

る遺伝子変異である。体細胞変異を蓄積することでがんは進化を遂げ、悪性度を増す。 
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