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略語 

CA125  Carbohydrate Antigen 125  

ddPCR  digital droplet PCR 

FIGO   International Federation of Gynecology and Obstetrics 

NAC    neoadjuvant chemotherapy  

IDS      interval debulking surgery  

cfDNA   cell free DNA 

ctDNA   circulating tumor DNA 

EGFR   Epidermal Growth Factor Receptor 

ERBB2   erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 

MET     mesenchymal-epithelial transition  

ALK     anaplastic lymphoma kinase 

ROS1    c-ros-1 

RET     rearranged during transfection 

TP53    tumor protein p53 

ARID1A  AT-rich interactive domain-containing protein 1A  

PIK3CA   Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alph 
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CT    Computed Tomography 

MAF   mutant allele fraction 

TTP    time to progression 

FFPE   Formalin-fixed paraffin-embedded tissues 

PET-CT  Positron Emission Tomography  

ccfDNA   circulating cell free DNA 

WES     Whole Exome sequencing 
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要旨 

卵巣癌は婦⼈科領域の難治性腫瘍であり，根治的⼿術や術後補助化学療法により腫

瘍組織を寛解に⾄っても，数年以内に再発することが多い。従来の腫瘍マーカーで

ある CA125（Carbohydrate Antigen 125 ）は、腫瘍切除後の経過観察に広く⽤いら

れているが、炎症などの他要因による影響を受けた場合に偽陽性を⽰し、また再発

腫瘍が必ずしも CA125 の上昇を伴わないため偽陰性の可能性もある。 

近年の liquid biopsy の発展により癌抗原マーカーのみならず、腫瘍細胞由来の DNA 

断⽚つまり Circulating tumor DNA（ctDNA）の検出が可能になった。ctDNA を計

測することにより、卵巣癌再発の早期診断するための課題を克服することが期待さ

れている。 

本研究では digital droplet PCR（ddPCR）技術を⽤いて，寛解を得て経過観察中の

卵巣癌患者の ctDNA を計測した。対象となる患者には研究の説明を⾏い、同意を取

得した。それぞれの患者からは、複数回にわたって連続的に外来受診の際、CA125

の測定と ctDNA 検出⽤の⾎漿を採取した。対象患者の初回⼿術時に摘出した腫瘍組

織から抽出した DNA の全エクソームシーケンスにより、腫瘍特異的な変異を同定

し、患者ごとに ddPCRプローブを選択した。 
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 11例中 6 例が経過観察中に画像診断により再発を認め（平均無増悪⽣存期間は

348.3 ⽇）、6 例すべてに ctDNA が ddPCR により検出された。その 6 例中 5例で

CA125 の上昇前に ctDNA を ddPCR で検出した。ctDNA の対⽴遺伝⼦頻度の増加

は、再発後の腫瘍量の増加と関連していた。また画像診断での再発⽇を基準とし

て、CA125 の増加よりも早く ddPCR により ctDNA が検出された（ddPCR は 49 ⽇

前、CA125 は 7 ⽇後：p＜0.05）。再発していない症例の⾎漿には ctDNA は検出さ

れなかった。 

 本研究の結果は、ctDNA が CA125 よりも鋭敏かつ定量的に卵巣癌の再発を反映

することを⽰し、ctDNA が卵巣癌治療後のフォローアップにおいて理想的なマーカ

ーであるという仮説を⽀持するものであった。 

結論：ddPCR による ctDNA の測定は、卵巣癌再発の早期発⾒⽅法としてのバイオ

マーカーとなりうる。  
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研究背景 

 婦⼈科腫瘍は卵巣癌、⼦宮頸癌、⼦宮体癌、腟癌、外陰癌に分類される。卵巣癌は

婦⼈科悪性腫瘍における死因の第 1位であり、⼥性の癌死で 5番⽬に多い疾患であ

る[1]。世界的には毎年約 23 万⼈以上が卵巣癌を発症し、発⽣率は加齢と共に上昇

し、70 歳代でもっとも⾼くなる[2]。本邦では、毎年約 9,000⼈が卵巣癌と診断され、

4,500 ⼈が卵巣癌で死亡している[3]。さらに、東欧・南欧諸国やアジアでも卵巣癌

が増加している報告があり[4]、卵巣性腫瘍の 90％は上⽪性の悪性腫瘍である。組織

型は漿液性癌、明細胞癌、類内膜癌、粘液性癌などに分類される。本邦での各組織型

での割合は漿液性癌 33.2％、明細胞癌 24.4％、類内膜癌 16.6％、粘液性癌 9.1％と

報告されている[5]。 

 主な組織型は上述の通り⾼異型度漿液性癌であり、化学療法感受性は⾼いものの、

再発をきたす頻度が⾼く予後は不良である[6]。明細胞癌は半数ほどが I 期で診断さ

れ、進⾏例は多くはないが、化学療法感受性は低く難治性である。類内膜癌の多くは

低異型度であり、粘液性癌も進⾏例は少ないが、化学療法抵抗性である[7]。 

 ⽇本産科婦⼈科学会では、 FIGO（International Federation of Gynecology and 

Obstetrics） による⼿術進⾏期分類を⽤いており、FIGO2014 進⾏期分類（FIGO2014）

にしたがった進⾏期分類を採⽤している。Ⅰ期は卵巣ないしは卵管内に限局して発育
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し、Ⅱ期はさらに⼦宮や直腸・膀胱といった⾻盤内臓器に進展する。Ⅲ期・Ⅳ期を進

⾏癌と呼び、Ⅲ期は腹膜播種やリンパ節転移を認め、腹膜播種を除く遠隔転移を有す

る場合はⅣ期と定義されている[8]。 

 初回⼿術で病巣を切除し、組織型と進⾏期を決定し、⼀部の早期癌を除き術後補助

療法として薬物療法を⾏う。薬物療法はカルボプラチンやシスプラチンといった⽩⾦

製剤を軸とした多剤化学療法が標準治療とされており、パクリタキセルとカルボプラ

チンの併⽤療法が最も頻⽤される[9]。 

 病巣の完全摘出を⽬指した最⼤限の腫瘍減量術が原則ではあるが、広汎な腹膜播種

や転移巣を有するために完全摘出が不可能と予想される場合や、多量腹⽔や重篤な合

併症 の た め に ⼿ 術 が困難 と予想さ れ る 場 合 に は 術前化 学 療 法 （ neoadjuvant 

chemotherapy ; NAC）を施⾏後に⼿術（interval debulking surgery ; IDS）を⾏うこと

が推奨される [10]。 

 進⾏癌の半数以上が再発し、再発後の⽣存期間の中央値はおよそ２年と⾮常に予後

不良である [11]。前回化学療法終了後から再発と診断されるまでの期間が、６か⽉

以上の再発を⽩⾦製剤感受性再発、６か⽉未満の再発を⽩⾦製剤抵抗性あるいは不応

性再発と定義され[12]、⽩⾦製剤抵抗性/不応性再発症例に対する有望な標準治療は

ない [13]。 イリノテカンやゲムシタビン、リポソーム化ドキソルビシンといった⾮
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⽩⾦製剤の選択肢もあるが、奏効率が 10~20%、無増悪⽣存期間の中央値が 3~4 ヶ

⽉、と⼗分な効果があるとは⾔い難い[14]。外科⼿術が進歩し、有効な化学療法剤が

開発されたにもかかわらず、数年以内に再発するため、進⾏した卵巣癌患者の⽣存成

績は依然として⼗分改善したとはいえない[15]。初期の卵巣癌は⾃覚症状がないため、

前述したように 40〜50％の症例はステージ IIIあるいは IVで診断されている。報告

されているステージ IIIおよび IVの卵巣癌の 5 年⽣存率は、それぞれ 48.2％と 30.5％

であり、進⾏卵巣癌の予後が悪い理由は、原発巣を完全に切除しても再発が多いため

である[16]。 

 Carbohydrate Antigen 125 (CA 125)は、MUC16 遺伝⼦にコードされるムチン型糖

タンパク質で、細胞膜に結合している。このバイオマーカーは、卵巣病変に最もよく

⽤いられている。1980 年代初頭、Bast らが、健康な卵巣組織と⽐較して、癌の卵巣

組織でモノクローナル抗体 OC125 を特異的に分離したことから、使⽤されるように

なった[17]。正常上限値は閉経前後の患者で 35U/mL と定義されている[18]。しか

し、この測定法は、卵巣癌の初期段階では感度が低い（ステージ Iの 23〜50％で上昇

すると報告されている）[19]。さらに、他の⽣理的・病的状態（⽉経、妊娠、⼦宮内

膜症、腹膜の炎症性疾患）でも、CA125値の上昇が認められることがある[20]。Ferraro
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らによるメタアナリシス[21]では、卵巣癌の検出における CA125 の感度は 79％、特

異度は 78％であった。 

 CA125 は、卵巣嚢腫が観察されたときに、悪性腫瘍との鑑別⽬的に頻繁に測定され

ている。しかし、良性疾患である⼦宮内膜症でも CA125 値の上昇が認められること

が明らかとなり、⾼い確率で偽陽性となっている[22]。このことは、最近の Cochrane 

Review でも確認されている。調査対象となった 97 種類のバイオマーカーのうち、

CA125 は⼦宮内膜症の症例で上昇する唯⼀のマーカーであり、感度は 40％、特異度

は 91％、カットオフリミットは 35U/mL であったと報告されている。Hirsch らは、

ごく最近の別のメタアナリシスにおいて、CA125 は⼦宮内膜症の診断に有⽤であり、

特に病状に応じて感度が上昇することを⽰した[23]。 

 実臨床において CA125 は卵巣腫瘍の悪性度の指標および再発診断のスクリーニン

グとして頻⽤されるが、様々な⽣理的状況で値の上昇が認められることから、必ずし

も最善の腫瘍マーカーとはいえない。このため、卵巣悪性腫瘍の診断精度を向上させ

る、あるいは治療効果や予後の指標を得るために、新しいバイオマーカーを探索する

研究が⾏われている。⾎清癌抗原以外の例を挙げると BRCA1 または BRCA2 の変異

が予後マーカーであることが報告されている。特に BRCA2 の変異を有する卵巣癌患

者は⽣存率が⾼いと報告されている[24]。 
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 卵巣癌の再発を検出するために、卵巣癌治療後のフォローアップでも、CA125 を測

定することが多い。⽶国国⽴衛⽣研究所の声明では、治療終了後の卵巣癌のフォロー

アップのために問診、⾝体的初期検査、診察、CA125 の測定を⾏うことが推奨されて

おり[25]、臨床の現場では卵巣癌の再発を検出するために CA125 を測定しているこ

とが多い[26]。再発診断における CA125 は、陽性適中率は⾼いが感度は低いとされ

る[27]。⾎清中での⽣物学的半減期が⻑いため、治療効果の傾向を⽰すための継続的

な臨床測定に有⽤であるが、CA125 を 1 回測定しただけでは、偽陰性を否定するこ

とはできない[28]。また、CA125 は腫瘍の絶対量を直接反映していないため、その値

は卵巣癌患者内および患者間で不均⼀である可能性がある[29]。そのため、CA125 の

絶対値ではなく、周期的な変化に基づいて卵巣癌の再発を早期に診断することが検討

されている。⽇本のガイドライン[30]では、卵巣癌再発の指標として、正常範囲内で

あっても 3回連続して上昇した場合[31]、10U/ml 以上の上昇があった場合[32]、1ヶ

⽉間で 25U/ml 以上の上昇があった場合[33]を推奨している。 

 原則として再発診断は、画像診断や組織診断に基づいてなされるが、頻繁に実施で

きる⽅法ではないことと、被曝を含む侵襲が問題視されている。CA125 を指標とした

早期再発診断による予後の改善は現時点では否定されているが、より早く確実な再発

診断が予後の改善や治療選択の指標になりうる可能性はある。 
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 本研究は CA125 より優れたバイオマーカーを探索することを第⼀の⽬的とした。  

 癌の診断を⽬的とした liquid biopsy と呼ばれる技術がある。侵襲の少ない⽅法で採

取できる液体サンプル（⾎漿や尿を含む）を⽤いる liquid biopsy は，腫瘍の形成や進

⾏を検出するための有⽤なバイオマーカーとなり得る[34]。⾎漿は，全⾝を循環して

いるため，腫瘍を含むさまざまな組織や細胞に由来する断⽚化された DNA を含んで

おり，全⾝の腫瘍プロファイルを包括的に把握することができると考えられている。 

 ⾎液中に核酸が存在することは 1948 年にMandel とMetais らによって初めて報

告された[35]。cfDNA （cell free DNA）は体内の細胞から⾎中に放出された DNA 全

般を指すもので、癌患者のみならず、健常⼈にも検出される。cfDNA の⾎中への放

出には、apoptosis を始め necrosis や active secretion、⾎中循環細胞からの放出など

が関与す る [36]。担癌 患 者 の cfDNA に は 腫 瘍 細 胞 か ら放出 さ れ た ctDNA 

（circulating tumor DNA）が含まれ、ctDNA には腫瘍に⽣じた DNA 変化が継承さ

れており、侵襲を伴う⽣検や⼿術を⾏うことなく⾎液から腫瘍の DNA 情報を⼊⼿可

能である。 

 内視鏡や針で組織を採取する従来の⽣検技術は侵襲を伴い、また、腫瘍組織の⼀

部しか採取できないため、得られる情報が部分的なものである可能性がある。早期癌

患者の循環⾎中にも癌細胞から放出された、正常細胞にはない変異を伴った ctDNA
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が含まれていることが明らかになってきた[37]。特に ctDNA は、⼿術後の再発を検

出するツールとして、活発に研究されている[38]。 

 Diehl らは、⼤腸癌患者の ctDNA を定量し、ctDNA が、再発病変の検出において

⾎清マーカーCEA を上回ることを⽰した[39]。さらに、Allegretti らは、術後 1 回⽬

のフォローアップにおける ctDNA の有無が、早期の再発および⾮再発と関連してい

ることを報告した。彼らの研究では、⾎清 CEAレベルと組み合わせて分析した場合、

ctDNA結果の感度が上昇したことが報告されている。これらの研究は、ctDNA が⼤

腸癌の微⼩残存病変のバイオマーカーであることを⽰唆している[40]。⾮⼩細胞肺癌

では、ctDNA により、EGFR、ERBB2、MET、ALK、ROS1、RETなど、いくつか

の実⽤的なゲノム変異の同定とモニタリングが可能になった[41] 、[42]。   

 卵巣癌の再発バイオマーカーとして CA125 と ctDNA を⽐較した研究が報告され

ている[43]。Pereira らは Digital droplet PCR（ddPCR）技術を⽤いて、CT（Computed 

Tomography）検査の所⾒に先⽴って ctDNA が上昇することを報告した[44]。⾼異型

度漿液癌は体細胞性 TP53 変異が特徴的である。Parkinson らはその特徴を利⽤し、

患者特異的な TP53 プローブを開発した。⾎漿サンプルの ctDNA の解析を、個別に

作成したプローブを⽤いて ddPCR を⾏った。その結果、ctDNA が治療開始時の病変

量と相関していること、および化学療法後の TP53 MAF（mutant allele fraction）の
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減少が TTP（time to progression）の短縮と関連していることを⽰した。これらの結

果は、⾼異型度漿液性癌の TP53領域の ctDNA 測定が特異的バイオマーカーとなり

うることを⽰す [45]。しかし、先⾏研究では、⾼異型度漿液性癌の ctDNA の TP53

領域に限定した研究であり、⽇本⼈の卵巣癌患者の 24％が罹患する明細胞癌は含ま

れていない。 

ctDNA は卵巣癌患者にとって有効なバイオマーカーになりうる可能性を秘めてい

るが、現段階では組織型が限定されており、CA125 と⽐較して際⽴って優位な結果は

得られていない。 

 ⽇本では、2018年 12⽉に 2 つの癌遺伝⼦プロファイリング検査（Foundation One 

CDx[46]と NCC Oncopanel[47]）が承認され、2019年 6 ⽉からはこれらの検査が国

⺠健康保険の対象となっている。この 2 つの検査では 100以上の遺伝⼦がカバーされ

ているため、liquid biopsy に使⽤できる ddPCRプローブの癌特異的な変異を⽐較的

容易に特定することができると考えられる。今後、卵巣癌の治療においては、ゲノム

情報を利⽤したバイオマーカーの発⾒と検出⽅法の確⽴が期待されている。治療後の

卵巣癌のフォローアップにおいても、CA125 や画像検査との⽐較により、ddPCR に

よる ctDNA 検出の有⽤性が⽰されれば、放射線検査による被曝量の軽減、治療介⼊

タイミングの改善につながる可能性がある。 
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 そこで本研究では、卵巣癌の 2 つの主要な組織型である漿液性癌と明細胞癌を対象

とした。治療後の卵巣癌患者の⾎漿中の ctDNA を検出するために、市販の ddPCR ⽤

プローブを⽤いて実験を⾏った。再発開始時期、再発時の腫瘍体積、無増悪⽣存期間

と CA125 および ctDNA との関連性の解析を試みた。 

以上の研究のシェーマを⽰した。(図 1)  
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⽅法 

患者の背景 

本研究は、宮城県⽴がんセンターの倫理委員会による承認を受けた上で実施した（登

録 ID：2019-038）。 

初回⼿術、術後補助療法治療を完了し、画像診断と CA125 の陰性判定により残存腫

瘍がないと診断された患者を選定した。その結果、11名の進⾏卵巣癌患者を対象とし

て登録した。 

選択基準 

（1）宮城県⽴がんセンター病院で 2016年から 2019年までに卵巣癌⼿術を受けた症

例 93 例中より選択した 

 

（２）術前の CA125 陽性（35 Units/ml）の症例 

患者背景を表 1 に記載した。すべての患者から研究内容を書⾯で説明し、⽂書同意を

得た。再発のタイミングは、造影 CTまたは PET-CT（Positron Emission Tomography ）

を専⾨の放射線科医師が読影した画像診断で新規病変が検出された場合とした。 

抽出した臨床情報、治療歴、CA125値、組織型を患者の医療記録から得た。 
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FFPE 試料からの DNA 抽出 

⼿術で摘出した臓器は、10％中性緩衝ホルマリン液（060-01667、富⼠フイルム和

光純薬株式会社、⼤阪）に浸透する。その後にパラフィン包埋（FFPE）標本として保

存する。パラフィン包埋と組織スライドの作成は、ゲノム解析⽤の標準的なプロトコ

ルを⽤いて⾏った。組織はパラフィンブロック（厚さ 5μM、10 枚）から切り出し、

癌組織と正常組織の標本を別々にスライドガラスに貼り付けた。 

 11 組 の 癌 組 織 と正常組 織 の標本 は AVENIO Millisect System(Roche, Basel, 

Switzerland）を⽤いてスライドガラス上で癌組織、正常組織のマイクロダイセクショ

ンを⾏った。DNA 抽出のための領域の選択は、対応するヘマトキシリン-エオジン染

⾊に基づいて顕微鏡的に選択した。（図 2） 

選択した切⽚を回収し QIAamp DNA FFPE Tissue Kit（Qiagen Gmbh, Hilden, 

Germany）を⽤いて 6段階の⼯程（パラフィン除去、溶解、加熱、結合、洗浄、溶出）

を経て、FFPEより DNA を抽出した。 

 

⾎漿採取と⾎漿からの DNA 抽出 

治療後の経過観察期間中の CA125 検査の採⾎時（1〜2 か⽉ごと）に、10ml の⾎

液を採取した。サンプルの⾎液は PAX gene Blood ccfDNA Tube（Becton Dickinson, 
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Franklin Lakes, NJ, USA）に回収した。⾎液を 1900×g で 15 分間、室温で遠⼼分離

し、上澄である⾎漿を別の DNA LoBind Tube（0030108051；Eppendorf Germany）

に移した。⾎漿を 1900×g で 10分間、室温で遠⼼分離し、残った⽩⾎球を除去した。

得られた⾎漿を凍結し、circulating cell free DNA（ccfDNA）を精製するまで-80℃で

保存した。 

⾎漿から ccfDNA を抽出するために、QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (55114; 

Qiagen Gmbh, Hilden, Germany)を使⽤した。その⼯程で cfDNA は選択的にQIAamp 

Mini column に結合し、不純物は除去される。また 2価の陽イオンおよびタンパク質

などの PCR 阻害物質は、3 回の効率的な洗浄ステップにより完全に除去される。以

上の⼯程によって得た⾼純度の ccfDNA をバッファーで抽出した。 

全エクソームシークエンスとバイオインフォマティクス解析 

各患者の FFPE標本の腫瘍組織と正常組織の双⽅から抽出した DNA を、全エクソ

ームシーケンス（Whole Exome sequencing：WES）に供した。WESは⽇本マクロジ

ェン株式会社に委託し、Novaseq 6000 を使⽤した。バイオインフォマティクスの⼿

順（図 3A）は、FFPE 検体へのホルマリン固定の影響に適した変異検出に基づいて

⾏った[48] [49]。raw data のリードをトリミングした後、BWA-MEMを⽤いてペア

リードを hg38リファレンスにマッピングした[50]。バリアントコーリングはGenome 
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Analysis Toolkit 4.1 [51]のMutect2 を⽤いて⾏い、正常パネルは 11 検体の正常組織

データで構成した。フィルタリング条件は false discovery rate = 0.01、unique alt read 

count = 20、min allele fraction = 0.1、minimum depth = 100とした。検出されたバ

リアントのアノテーションは、カスタムメイドの 4.7KJPN バリアントデータセット

と COSMIC 90 [52]を⽤いて Annovar [53]で⾏なった。その際、liftOverソフトウェ

ア[54]を⽤いた。4.7KJPN のバリアントデータセットは hg19 リファレンスを⽤いて

いるため、hg38を hg19に変換した。  

 

Digital droplet PCR 

ddPCR は、デジタル計測が DNA の⾼感度検出に利⽤される新しいアプローチで

あり、従来のqPCR に代わってさらに⾼い精度による絶対定量を⾏うことができる。

特徴的な⼯程としては、DNAサンプルを微細な仕切りの中に分配し PCR反応を⾏う

ことである。この仕切りの仕様には油滴を利⽤したドロップレット技術が⽤いられて

いる。ドロプレット技術では、PCR反応させる仕切りとして 20,000 個もの分画が可

能であり、各仕切りは１分⼦単位の分画が可能である。PCR反応後、各分画ごとに、

⽬的の分⼦を含むか（シグナルが陽性：デジタル的に【１】)、含まないか（シグナル
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が陰性：デジタル的に【０】) をシグナルの有無で計測し、それぞれの分画のシグナ

ル数を、ターゲットのコピー数として換算し、絶対定量を可能にしている。（図 4） 

今回は BIORAD ddPCR Mutation Assay（Bio-Rad, Hercules, CA）より FFPE サン

プルのWESで同定された体細胞変異に対する市販のプローブを選択した。各検体の

エキソームより腫瘍特異的な変異を同定し、Allele Frequency が⼗分な変異を選定し

た。さらに Pathogenic〜Variant of Unknown Significance に合致する変異を選定し、

それらの中から Bio-Rad社のカタログに合致する 11サンプル分のプローブを選択し

た。QX200 AutoDG Droplet Digital PCR IVD System（Bio-Rad Hercules, CA）を⽤

いて ddPCR を⾏った。各 PCR 反応には、8μl の溶出 ccfDNA（平均の DNA 量は

0.128μg）を⽤いた。PCR反応の総量は 40μl（20,000 液滴）とした。PCR条件は、

95℃で 10分間の 1サイクル、94℃で 30秒、55℃で 1 分間の 40サイクルステップ、

最後に 98℃で 10分間の条件で PCR を⾏った。プローブの蛍光⾊素は FAM/HEXを

使⽤し、野⽣型と変異型を測定した。すべての ddPCR よる測定は少なくとも 2 回⾏

った。すべてのプローブについて、対応する腫瘍組織から抽出した DNA を⽤いて、

ddPCR による ctDNA の検出効率を検証した。Allele frequency（AF）は、1 つの時点

での変異型シグナルドット（FAM）、または連続した時点での 2 つ以上の変異型シグ
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ナルドットが、野⽣型シグナルドット（HEX）の存在下で存在する場合に、以下の式

を⽤いて算出した。 

AF(%)=変異型ドット(FAM)×100(%)/変異型ドット(FAM)+野⽣型ドット(HEX)  

 

画像解析 

再発した 6名の患者に対して、再発の治療前後の CT画像のボリューム解析を⾏っ

た。再発時の CT の腫瘍体積は Aquarius iNtuition Edition version 4 (TeraRecon, 

Durham, NC)を⽤いて算出した。ctDNA 量と腫瘍ボリュームとの相関を⾒るため代

表的な評価可能病変を⼀つ選択した。 

 

統計解析 

腫瘍量と ddPCR で検出された AF との相関関係は、Pearson の相関係数を⽤いて

解析した。CA125 と ddPCR の再発との⽐較は Student's t-test を使⽤し、Kaplan-

Mayer無増悪⽣存曲線は、JMP 15proソフトウェア（ver.15）を⽤いて描画した。双

⽅の有意⽔準は P＜0.05 とした。 
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研究結果 

エクソーム解析と ddPCRプローブの選定 

本研究における卵巣腫瘍は、⾼異型度漿液性癌、明細胞癌、およびこの 2種類の組

織の混合癌（それぞれ 6 例、4 例、1例）が登録された。卵巣癌とその周辺の正常組

織の DNA を FFPEより抽出した。合計で 590ng〜4,480ng の全ゲノム DNA が得ら

れた。（図 5） 

バリアントコールを上述した条件で処理することで、FFPE サンプルの保存期間や

固定期間の⻑さに関わらず、妥当な結果が得られ、ホルマリン固定に起因する潜在的

な偽陽性を取り除くことができた[48] [49]。 

エクソームデータは、表 3と図 3Bに⽰す。腫瘍特異的な遺伝⼦変化の平均数は 66

で、以前の研究[48]と同様であった。⼿術前に術前化学療法を受けたのは 11 例中 1

例のみで、サンプル間の DNA の質的な違いは検出されなかった。本研究における

WESの⽬的は、ddPCR 解析に適切な腫瘍特異的な変異を同定することである。全症

例で ddPCRプローブが市販されている変異が少なくとも 1 つは認められた（表 2）。

変異スペクトルは、典型的な卵巣癌の変異パターンを⽰していた（図 3B）。⾼異型度

漿液性癌では体細胞性変異 TP53 変異が確認され、本研究で解析した明細胞癌では

ARID1A および PIK3CA変異が確認された。  
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ctDNA は、再発例において CA125 より早期に検出された 

卵巣癌のフォローアップマーカーとして、ctDNA と CA125レベルを⽐較した。CT

で再発が確認された時点で、ctDNA と CA125 はともに陽性であった。図 6は、これ

ら 6 例の癌特異的変異を伴う ctDNA、CA125、および総 ccfDNA の時間経過を⽰し

たものである。 

症例 1 は ⾼異型度漿液性癌の再発症例である（図 6A）。症例 2 は明細胞癌の再発

症例であり、ctDNA が先に陽性となり、治療の効果に沿うように ctDNA が推移した

（図 6B）。症例 3は明細胞癌の再発症例（図 6C）、症例 4（図 6D）と症例 5（図 6E）

は⾼異型度漿液性癌の再発症例、症例 6は明細胞癌の再発症例である（図 6F）。 

症例 1、4、5 は再発腫瘍に対して外科的切除を施⾏し、症例 1 では再発⼿術後に維

持療法を継続した（図 6A、D、E）。これらの症例では、CA125、ctDNA の低下を認

めた。症例 2 と 3（図 6Bと C）は原疾患で死亡し、観察期間中に CA125、ctDNA が

上昇した。これらの結果から、ctDNA が病状を反映すると考えられ、経過観察に有⽤

である可能性が⽰唆された。 

次に、ctDNA が CA125 の上昇よりも早く卵巣癌の再発を検出できるのか検討した。

図 6に⽰すように、再発した 6 例のうち 5例（症例 1、2、4、5、6）では、腫瘍特異

的な ctDNA が CA125 よりも早い時期に陽性になった。症例 1 の経過では、観察期
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間中、CT画像に再発腫瘍が現れた時には、CA125 は基準値である 35U/ml を超えて

いなかった。症例 3は ccfDNA の急激な増加を⽰したが、CT画像でも CA125 でも、

6ヶ⽉間は再発と診断することはできなかった（図 6C）。この症例で ccfDNA が増加

した原因は、卵巣癌の病状とは無関係の可能性があり、明確な原因の特定には⾄らな

かった。症例 1 では、再発⼿術後は腫瘍の消失を維持し、10ヶ⽉間、すべてのマーカ

ー（ctDNA、CA125）でも陰性となった（図 6A）。再発を認めてない 5 症例はすべ

て、追跡調査中にすべてのマーカーの増加を⽰さなかった。本研究の観察では、腫瘍

特異的な変異の ctDNA 検出は、CA125 よりも 5例で感度が⾼かった（図 6 A、B、

D、E、F）。 

 

ctDNA の AFの相対的変化は、腫瘍体積の変化と相関する 

CT 画像での腫瘍体積の増減を、各症例の直近に測定した ctDNA の AF と⽐較し

た。再発病巣が⼀か所であり、かつ AFの変化が正確に測定された 4 例を研究対象と

した。他の 2例は、再発病変が複数あり正確な計測と定量化が困難であったため、本

解析から除外した。測定した腫瘍画像と ctDNA および腫瘍体積の変化を図7に⽰す。

腫瘍体積の増減は ctDNA と正の相関があった（Pearson r = 0.93）。この相関関係は、

治療効果を ctDNA で代⽤できることも⽰唆している。卵巣癌では、他の種類の癌と
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同様に、腫瘍体積は治療に対する反応と負の相関があることが⽰された [50]。この

ことは、AF を⾒ることで画像診断のタイミングを決定する、すなわち頻回の被曝を

回避できる可能性がある。 

 

卵巣癌の画像診断による再発まで期間は、ctDNA の⽅が CA125 よりも短い 

⾎液検査から画像診断による再発診断までの中央値は、ctDNA が-49 ⽇、CA125 が

+7 ⽇であり、有意な差が認められた（それぞれ 95%CI：-95.8-5.85、95%CI：-29.1-

53.7、p=0.0495 図 8A）。本研究では、CA125 の陽性値は 35U/ml 以上に加えて、1

カ⽉毎の計測の結果が正常範囲内で 3回連続して上昇した場合、また正常範囲内で緩

徐に 10U/ml 以上の上昇した場合、1 回で 25U/ml 以上の上昇した場合を追加で陽性

とした。 

また治療後に採取した⾎液サンプルから ddPCR 法により ctDNA が検出された患

者の無増悪⽣存期間（PFS）は、ctDNA が検出されなかった患者に⽐べて有意に短か

った（ctDNA 陽性患者の PFS中央値348⽇、Kaplan-Meier 解析による PFS、p=0.0038、

図 8B）。  
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考察 

再発例全例で ctDNA の検出 

卵巣癌患者 11 名の FFPE 標本から抽出した DNA のエクソーム解析により、腫瘍

特異的な変異を同定した。その中から選択した変異に対して設計された ddPCRプロ

ーブを患者ごとに選定し、観察期間中に再発した 6名の患者すべてにおいて、ctDNA

が検出された。ctDNA における AFの定量化により、再発検出における ddPCR の感

度は⾼く、最⼤で 0.039%の AFで ctDNA が検出された。ctDNA の ddPCR の検出度

は前研究の 0.01％[38]と⽐較しても遜⾊ないもとのと思われた。再発患者 6名全例で

ctDNA を検出できたことから、⼿術検体を⽤いたターゲット変異の同定、選別が適

切であったことを⽰している。再発した組織型は⾼異型度漿液性癌、明細胞癌であっ

たが ctDNA の放出量、時期に関連は認められなかった。同様に ctDNA と術前進⾏

期の関連も認められなかった。 

 

CA125 より早い ctDNA の変化 

本研究では、ctDNA の AFの変化は CA125 の変化よりも早かった。治療後に採取

した⾎液サンプルから ctDNA が検出された患者の PFS は、ctDNA が検出されなか
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った患者の PFS よりも有意に短かった。再発を確認されてない患者は研究終了時を

打ち切りとして PFSとして換算した。  

これらの結果から、ctDNA の ddPCR による測定は、再発の検出や治療効果の推定

において、CA125 よりも鋭敏かつ早いタイミングで再発を検出するマーカーである

可能性が⽰された。 

CA125 と CT 画像は、卵巣癌と⼦宮内膜癌で最も頻繁に使⽤されるサーベイラン

スモダリティである。しかし、CA125 はオプションとされており、CT 画像は⽶国

National Comprehensive Cancer Networkのガイドラインで臨床的に指⽰された場合

にのみ推奨されている[56]。CT 画像は、卵巣癌の再発を検出することが可能だが、

放射線被曝の原因となり、⾼頻度での撮影は避けるべきであると⾔われている。した

がって、卵巣癌のフォローアップには、⾎液中で検出可能な優れたマーカーが必要と

なる。 

CA125 は、前述の通り、卵巣癌以外の組織にも広く発現しており、⼦宮内膜症、⼦

宮筋腫、良性付属器腫瘍、および胆管癌などの他のタイプの悪性腫瘍で発現が変化し

ていく。さらに、CA125 の半減期は 9〜44 ⽇と⻑くなると報告されている[57]。し

たがって、CA125 は腫瘍の変化に多少遅れて反応し、卵巣癌再発の最新の状態を反映

していないと考えられる。 



 

 

 

- 27 - 

本研究の結果は、ctDNA が CA125 よりも正確に卵巣癌の再発の程度を反映するこ

とを⽰し、ctDNA が卵巣癌のフォローアップのための優れたマーカーであるという

考えを⽀持するものであった。  

Pereira[38]らの研究では、ctDNA は画像検査の前に平均 7か⽉間（範囲は 1〜11 か

⽉）上昇することが⽰されたが、卵巣癌再発の検出という点で、⾎漿中の CA125 に

対する ctDNA の優位性は明確には⽰されなかった。⼀⽅、本研究では、個別化され

た ctDNA の測定は、CA125 よりも早いタイミングで再発を反映するものと考えられ

た。 

Parkinson らは、TP53 特異的な ddPCRプローブが、再発した⾼異型度漿液性卵巣

癌の ctDNA の検出に有⽤であることを⽰した[45]。しかし、⽇本では、TP53 変異の

少ない明細胞癌が多く[48]、⾼異型度漿液性癌のみを標的とした戦略は適⽤しがたい。

本研究では、原発腫瘍に認めた患者特異的な変異を標的とした ctDNA を検出する⽅

法を⽤いることで、卵巣癌の組織型や特定の変異遺伝⼦の範囲に限定されることなく、

対象の拡充が可能となった。 

⽇本では、プレシジョン・オンコロジーの実現に向けて、2019 年 6 ⽉から 2 種類

の癌遺伝⼦プロファイリング検査が健康保険適⽤されており[58]、これらのプロファ
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イリング検査は⽇本で⼀般的に使⽤されている。このような背景から、個々の腫瘍標

本のゲノム情報を得られやすくなり、ctDNA 研究がさらに展開する可能性がある。 

 

腫瘍体積と AF相関 

未治療の肺癌を対象とした先⾏研究では、9 名の患者において ctDNA レベルと腫

瘍体積の間に有意な⼀致が⾒られた[59]。今回の研究では、4⼈の患者で腫瘍体積と

AFの間に正の相関が確認された。 

 

今後の研究課題 

本研究にはいくつかの限界がある。各サンプルの塩基の変異に合わせて、Bio-Rad

社のカタログからプローブを選択した。既成プローブを⽤いて再発患者の⾎漿中の

ctDNA を検出することが可能であり、市販の ddPCRプローブでも⼀定の品質が保た

れていると考えられる。しかし、ddPCR プローブの選択において、すべての卵巣癌

患者に対応する既製品があるとは限らない。明細胞癌に特徴的な変異である ARID1A

の変異も検出されたが、同領域で今回の変異に合致するプローブは既成製品としては

存在しなかった。そのため今回は ARID1A 以外の変異をターゲットとせざるを得な

かった。 
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卵巣癌患者のフォローアップにおいて、AFの⾼い変異に対して、カスタムのddPCR

プローブを作成して同じ性能が得られるかどうかは、未検討である。またプローブ選

択については個数や基準が明確となっていない。本研究のように単⼀のプローブを⽤

いる測定⽅法は、ターゲットである変異が再発時に変化した場合には追跡不能になる

可能性がある。しかし複数にすると偽陽性の可能性も出るという報告[60]もあり、今

後の研究の課題の⼀つである。また転移形式によって ctDNA の放出量についても現

段階では⼤きく差はない[61]とされているが、⽂献の研究はマウスを⽤いており、今

後さらに⼈での検証が必要である。 

本研究の弱点は、サンプルサイズが⼩さいことと、レトロスペクティブな研究デザ

インであることである。しかし、サンプル数が少ないにもかかわらず、すべての再発

患者の⾎漿中に ctDNA が検出され、CA125 と⽐較して有意な差を⽰した。さらに、

観察期間中に 5 ⼈の未再発患者からは ctDNA を認めていない。陰性時であっても、

6か⽉毎で撮影される造影 CTまたは PET-CTスキャンでは明らかな腫瘍像は観察さ

れず、特異性が⾼いことを⽰した。 

本研究における陰性結果が再現性のあるものかどうかは不明である。具体的には未

再発患者に、複数のプローブをテストしていないことが挙げられる。ddPCR の感度

と特異性を⽰すためには、さらなる検証が必要であると考えられる。 
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 本研究では、ctDNA を測定することで、CA125 を測定するよりも早く卵巣癌の

再発を検出することが可能であることを⽰した。Rustin らの研究では、早期介⼊は卵

巣癌患者にとってメリットがないことが⽰された[62]。しかしながら Rustin らの研

究発表の当時は再発に対する治療薬は限られていた。当時は卵巣癌再発の治療にプラ

チナ単剤あるいはタキサンとの併⽤の割合が多かったが、それらの治療が再発腫瘍に

必ずしも有効ではなかった可能性もある。現在は、数多くの分⼦標的薬が利⽤可能で

あり、ctDNA による卵巣癌再発の早期かつ正確な検出と組み合わせることで、ゲノ

ム変異に応じた治療薬の選択も可能であり、卵巣癌再発の予後を改善する可能性があ

る。これらの新しい治療薬を⽤いた卵巣癌の追跡調査では、ctDNA 検出を再発マー

カーとして追加し、早期治療介⼊の意義が再評価されるべきであると考える。 

 本研究では、卵巣癌再発の予測因⼦としての ctDNA の有⽤性が⽰唆された。今後

の新薬の臨床試験付随研究として ctDNA の評価を取り⼊れることで、卵巣癌再発に

対する ctDNA 検出の有効性を⽰すことができる可能性がある。また、ctDNA を⽤い

た再発の早期発⾒は、その時点での治療介⼊が有効でないとしても、次のステップに

向けての準備に役⽴つ可能性がある。現段階では、患者に適した臨床試験を特定、再

発病変の根治治療となる 2 回⽬の⼿術の可能性を模索など、再発の早期発⾒によるメ

リットは複数想定される。 
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本研究の患者は、卵巣癌治療（外科的切除および化学療法）後に、⼀定のプロトコ

ルに従ってフォローアップを受けた。患者毎に CA125 検査は 1ヶ⽉または 2 カ⽉ご

と、画像検査（造影 CT、PET-CT）は 6カ⽉ごとに実施した。CA125 の値が正常範

囲内にあるにもかかわらず、継続的に上昇するなど、再発が疑われる場合には、追加

の画像検査を臨床診療の必要性に併せて実施した。このような検査スケジュール法は、

がん診療を⾏う⼀般的な施設で実際に実施されている⽅法であり、今後より多くの症

例を対象とした多施設共同研究にも応⽤可能である。現在、⼤腸癌では根治的外科治

療を予定しているステージ II 期から IV 期を含む⼤腸がんの患者約 2,500 名を対象

に、術後 2 年間、リキッドバイオプシーを⽤いた再発のモニタリング検査⾏う臨床試

験[63]を実施中である。また 1,240名を対象に、従来の標準的治療である術後補助化

学療法群と経過観察群とを⽐較する第Ⅲ相試験（VEGA試験）[64]も開始されている。

今回の成果を臨床に⽣かすためには、卵巣癌でも同様の⼤規模な臨床試験に ctDNA

の検証を組み込み、得られた結果を治療へ還元する必要がある。  
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結論 

1 ：卵巣癌治療後患者 11例中 6 例が経過観察中に再発を⽰し（平均無増悪⽣存期間

は 348.3 ⽇）、6 例すべてにおいて ddPCR 解析で ctDNA が陽性となった。 

2： 6 例中 5 例で⾎漿 CA125 が上昇する前に ddPCR 解析で ctDNA が陽性となっ

た。 

3：ctDNA の対⽴遺伝⼦頻度の増加は、再発後の腫瘍量の増加と関連している。 

4：画像診断による卵巣癌再発の検出を基点とすると、ddPCR 解析において、CA125

の増加よりも有意に早く ctDNA のシグナルを検出した（-49 ⽇ VS +7 ⽇：p＜0.05）。 

5：再発していない症例の⾎漿には ctDNA は検出されなかった。 

 

以上より本研究は ctDNA が卵巣癌における新たなバイオマーカーになりうること

を⽰した。  
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卵巣癌再発患者 6名の ctDNA、CA125、cfDNA の推移 

図 6. 卵巣癌再発患者 6名の ctDNA、CA125、cfDNA の推移 

図 7.（1）（2） ctDNA と腫瘍体積の相関図 

図 8. ctDNA と CA125 の再発⽇数の⽐較と ctDNA 陽性患者のカプランマイヤー⽣

存曲線 
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図表説明 

図 1. 本研究のシェーマ 

 

図 2.FFPE検体からの DNA 抽出 

FFPE検体（HE染⾊）から AVENIO Millisect System(Roche, Basel, Switzerland）

を使⽤しマイクロダイセクションを⾏った。その切⽚を回収しQIAamp Circulating 

Nucleic Acid Kit（Qiagen Gmbh, Hilden, Germany）のプロトコールに従って抽出し

た。 

 

図 3. エクソーム解析。 

A.エクソーム解析パイプラインの模式図。矩形はその⼿順を⽰す。 

B：本研究で解析した卵巣腫瘍の変異スペクトルを⽰す。この図は CBioportal の

oncoPrint を⽤いて作図された。 

 

図 4. Digital drop let PCR の補⾜説明図 
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ddPCR の特徴としては DNAサンプルを微細な仕切りの中に分配し PCR を⾏う点

である。この仕切りの仕様には油滴を利⽤したドロップレット技術などが⽤いられ

ている。ドロプレット技術では、PCR反応させる仕切りとして 20,000 個もの分画

が可能であり、各仕切りは１分⼦単位の分画が可能である。PCR反応後、各分画ご

とに、⽬的の分⼦を含むか（シグナルが陽性：デジタル的に【１】)、含まないか

（シグナルが陰性：デジタル的に【０】) をシグナルの有無で計測し、それぞれの

分画のシグナル数を、ターゲットのコピー数として換算し、絶対定量が可能となる 

 

図 5. FFPE検体より抽出した DNA量⼀覧 

11名の腫瘍、正常組織の検体から抽出した 22 検体をQIAamp Circulating Nucleic 

Acid Kit を使⽤して抽出した。 

合計で 590ng〜4,480ng の全ゲノム DNA が得られた。 

 

図 6. 再発卵巣癌における CA125、ccfDNA、ddPCR のコピー数の時間経過。 

パネル A から Fは、調査期間中の 6 例の再発例の時系列を⽰す。横軸は⽇付、左縦

軸は CA125値（U/dl：⻘線）と cfDNA濃度（ng/ml：灰⾊線）を⽰す。ctDNA の
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AFを右縦軸（％：⾚線）で⽰した。横の両⾯⽮印と点線は、化学療法の期間を⽰

す。縦の点線は、CTスキャンや外科的切除などの臨床イベントを⽰す。 

 

図 7（1）、（2）再発腫瘍の⼤きさと ctDNA の対⽴遺伝⼦の頻度の⽐較。 

パネル A. 腫瘍の⼤きさと対⽴遺伝⼦頻度（AF）の変化の相関関係。縦軸は腫瘍の

⼤きさ、横軸は各症例の AFの変化を⽰す。各症例のデータ取得点は、CT画像で⽬

視できる転移病巣の変化に基づいて選択した（パネル Bおよび C参照）。分⺟と分

⼦はそれぞれ、転移病巣の体積が変化する前と後のデータ（腫瘍体積と AF）とし

た。パネル Bと C. 症例 1（パネル B：外科的切除）と症例 5（パネル：化学療法）

の治療後の腫瘍体積と AFの相関関係。各パネルの上段の画像は、変更前と変更後

の CT画像である。撮影のタイミングは画像の下に⽰した。下のグラフは、時間経

過（横軸）に伴う AF（縦軸）の変化を⽰す。CT画像の⾚い⽮印は、再発した腫瘍

を⽰す。 

 

図 8. 卵巣癌のフォローアップにおける ddPCR による ctDNA 検出の臨床的意義。 
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パネル A.CT画像で卵巣癌の再発を検出するまでの ctDNA と CA125 の潜伏期間の

⽐較。横軸はマーカー、縦軸は CT画像での再発発⾒までの潜伏期間を⽰す。各ド

ットはマーカーの値を⽰し，ヒゲは 95%CIを⽰す。 

パネル B.無増悪⽣存率の Kaplan-Meier曲線。⾚と⻘の線は、それぞれ ddPCR によ

り ctDNA が検出された患者と検出されなかった患者を⽰す。 

 


