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略語一覧 

 

 

AA           Amino acid 

alloSCT      Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation 

AML          Acute myeloid leukemia 

AUC          Area under curve 

Aza          5-azacytidine 

B-ALL        B-cell acute lymphoblastic leukemia 

B-NHL        B-cell non-Hodgkin lymphoma 

cfDNA        Cell-free DNA 

CHIP         Clonal hematopoiesis of indeterminate potential 

CI           Confidence interval 

CIR          Cumulative incidence of relapse 

COSMIC       Catalogue of somatic mutation in cancer 

CR           Complete remission 

CT           Computed tomography 

ctDNA        Circulating tumor DNA 

CP           ctDNA positive 
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ddPCR        Droplet digital PCR 

DTA          DNMT3A, TET2, ASXL1 

ETP          Extra time points 

FACS         Flowcytometry 

FCP          Flowcytometry positive 

FISH         Fluorescence in situ hybridization 

FLC          Free light chain 

ITD          Internal tandem duplication 

MAF          Minor allele frequency 

MCP          Mixed chimerism positive 

MDS          Myelodysplastic syndromes 

MM           Multiple myeloma 

MP           Mutation positive 

MP-PB        Mutation persistence in the PBMNC fraction 

MRC          Myelodysplasia-related changes 

MRD          Minimal residual disease 

MRI          Magnetic resonance imaging 

NA           Not available 
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NGS          Next-generation sequencing 

OS           Overall survival 

PBMNC        Peripheral blood mononuclear cell 

PolyPhen-2   Polymorphism phenotyping v2 

ROC Curve    Receiver operating characteristic curve 

SD           Stable disease 

SIFT         Sorting intolerant from tolerant 

sIL2-R       Soluble IL-2 receptor 

SNV          Single nucleotide variant 

STR          Short tandem repeat 

SV           Structural variant 

TCGA         The cancer genome atlas 

T-NHL        T-cell non-Hodgkin lymphoma 

UPN          Unique patient number 

VAF          Variant allele frequency 

VGPR         Very good partial response 
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1．要旨 

腫瘍由来循環 DNA は非侵襲的で迅速なバイオマーカーとして注目されている

が、造血器腫瘍においては限られた知見しか得られていない。その有用性を検

証するため造血器腫瘍 17 例において腫瘍由来循環 DNA の測定を行った。腫瘍

由来循環 DNA は臨床経過を反映しており、治療奏効後に再発した 8例において

は臨床的再発と比較し約 30 日早く再発を特定できた。次に造血幹細胞移植を

行った骨髄系腫瘍 51 例に対して検討を行った。腫瘍由来循環 DNA が移植後 1

ヶ月、3ヶ月に残存している症例は有意に再発率が高かった。腫瘍由来循環

DNA を用いた遺伝子検査は、従来の検査の非侵襲的な代替となり、再発予測に

有用である可能性が示唆された。 
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2．序文 

がんのドライバー変異 

がんは遺伝子の異常により発症する病気である。mRNA に転写され、遺伝形質を

規定する領域が遺伝子と呼ばれる。さらにヒトゲノム上には約 2 万個の遺伝子

があると言われており、それはゲノム中のわずか 3％程度の領域に過ぎない

[1][2]。加齢や喫煙、放射線などの様々な要因により遺伝子変異はおこり、現在

ではその遺伝子変異が蓄積することで正常な細胞ががん化する多段階発がん説

が提唱されている[3]。そのため蓄積する遺伝子変異の中で、がんの病態に深く

関わる変異を同定し解析することが、がんの診断、予後予測、治療方針の決定に

は極めて重要である。そして遺伝子変異には、生殖細胞系列変異と体細胞変異が

ある[4]。生殖細胞系列変異は親から受け継ぐ先天的な変異であり、体を構成す

るすべての細胞に見られる DNA の変異である。一方、体細胞変異はヒトが生き

ていく過程において後天的に獲得した DNA の変異である。これらの変異はその

がん化における役割からドライバー変異とパッセンジャー変異に区別される。

ドライバー変異とは、遺伝子異常ががん細胞の増殖や生存にアドバンテージを

与える、すなわちがん化に直接かかわっている変異であり、パッセンジャー変異

とは、がん化には関係していない変異のことである[1]。同じ診断名のがん患者

であっても、そのドライバー変異は患者ごとに異なる。そのドライバー変異に対
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応した予後の層別化や、ドライバー変異を標的とする分子標的薬のようなテー

ラーメイドの治療法を提供することは、的確医療と呼ばれ非常に注目されてい

る[5][6]。 
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次世代シークエンス 

2007年に開発された次世代シーケンス技術(NGS: Next-generation sequencing)

により、短時間で大量の DNA 配列を電子情報化することが可能となり、網羅的

な遺伝子解析にかかる費用が急激に低減化された[7]。またNGSの実用化により、

多数の患者検体を用いてドライバー変異を網羅的に解析する研究シーケンスが

多くのがん種で行われた。その結果多くのがん種でゲノム情報基盤が確立して

きている[8]。それらの変異のリストはがんゲノムアトラス（TCGA: The cancer 

genome atlas）、国際がんゲノムコンソーシアム（ICGC: International cancer 

genome consortium）、がんにおける体細胞突然変異カタログ（COSMIC: Catalogue 

of somatic mutation in cancer）など公共のデータベースとして提供され、誰

でも利用可能である。そして研究のみならず、NGS は臨床応用もされつつある。

NGS の普及にあたり、臨床現場でも患者毎に異なるドライバー変異を特定し、治

療方針に役立てることができるようになってきている[9]。 
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腫瘍由来循環 DNA 

近年では、腫瘍由来循環 DNA(ctDNA: circulating tumor DNA)を用いた、非侵襲

的で簡便な遺伝子検査が固形がんを中心に注目されている。ctDNA とは血漿中に

遊離している細胞外遊離 DNA (cfDNA: cell-free DNA)のうち、特に腫瘍が壊死

や細胞死を起こした際に放出される DNA 成分を指した呼称である[10][11]。が

ん患者の血漿中にはがん細胞に由来した ctDNAが存在していることは 1970年代

から知られていた[12]。そして近年になり、ctDNA は様々ながん種で遺伝子解析

に応用されつつある[13][14]。採血で検体採取ができるため腫瘍病変部位の生

検と比較して、低侵襲で頻回に検査を行うことができる利点から、ctDNA を用い

た遺伝子解析は液体生検(Liquid biopsy)と呼ばれ、簡便で非侵襲に遺伝情報が

利用可能となる。非小細胞肺癌ではすでに EGFR 阻害剤オシメルチニブの適応を

判断するためのコンパニオン診断薬として、液体生検による EGFR 変異検出キッ

トが薬事承認、保険適応されている[15]。造血器腫瘍おいてもリンパ腫、骨髄腫

などの疾患においては必ずしも末梢血中に腫瘍細胞が検出される訳ではなく、

白血病においても骨髄と比較すると末梢血では遺伝子検査の検出感度が低くな

ってしまうことが知られている[16][17]。そのため造血器腫瘍においても、骨髄

検査やリンパ節生検など侵襲を伴う検査の代わりに ctDNA を用いた遺伝子解析

が臨床検査として将来社会実装される事が予想される[18]。それにより、より早
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くより簡便に造血器腫瘍の診断や適切な分子標的薬の選択を行うことができる

ようになり、より頻回に微小残存病変(MRD: minimal residual disease:)のモ

ニタリングを行うことが可能となると考えられる。 
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Figure 1. 腫瘍組織から放出される cell-free DNA の模式図 

 

全身の細胞が壊死や細胞死を起こした際に、cell-free DNA(cfDNA)が血清や血

漿中に放出される。cfDNA は 150-250 塩基程度に細かく断片化されている。cfDNA

のなかでも、腫瘍由来のものを circulating tumor DNA と呼ぶ。 
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微小残存病変 

分子生物学的な検査法の発達により、治療後に体内に残存する微小な腫瘍細胞

(MRD)の評価が可能となってきている。特に PCR 法による腫瘍特異的な遺伝子

異常や、フローサイトメトリー法による腫瘍に特異的な細胞表面マーカーを用

いて MRD を評価することが再発予測に有用とされている[19][20]。PCR 法では

腫瘍細胞に特異的な遺伝子異常である BCR-ABL などの変異や[21]、リンパ系腫

瘍では T細胞受容体や免疫グロブリン重鎖の再構成を治療経過に沿って測定す

ることが可能である[22]。またフローサイトメトリー法では腫瘍細胞に特徴的

な細胞表面抗原の異常発現を組み合わせで判断し検出することができる。 

特に同種造血幹細胞移植(alloSCT: allogeneic hematopoietic stem cell 

transplantation)は抗腫瘍効果を高めるために大量の抗癌剤と全身放射線照射

を移植前処置として使用し、腫瘍細胞のみならず患者の正常骨髄細胞も根絶

し、その後に造血幹細胞を輸注し造血能を回復させる、造血器腫瘍に対して可

能な も強度の強い治療である[23][24]。そのため alloSCT 後の再発は克服す

べき課題であり、MRD の評価が肝要となる[25]。現在では、ドナー由来の血液

細胞と、レシピエント由来の血液細胞の割合を評価する、キメリズム法が MRD

として用いられる。キメリズム法にも、個人に特異的な短い塩基配列の繰り返

しを用いて識別する STR (short tandem repeat)法と、ドナーとレシピエント
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の性別が不一致の際に有用な性染色体の違いを用いた異性間 FISH 

(fluorescence in situ hybridization)法が存在する。STR 法は数塩基の繰り

返し配列について、その繰り返し回数の違いを用いて PCR による増幅産物の長

さの違いでドナーとレシピエントの細胞を識別する手法である[26]。また異性

間 FISH 法は Y染色体に特異的なプローブを用いて、染色体分析によりドナー

とレシピエントの細胞を識別する[27]。これらの MRD の評価により再発予測

や、治療方針の決定が行われているが、その感度は 1%程度であり、偽陽性や偽

陰性の問題も指摘されており、より高精度に再発を予測するバイオマーカーが

求められている[28]。 
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3．目的 

本研究の目的は、造血器腫瘍に対して ctDNA を用いた非侵襲的な遺伝子検査法

を確立すること。そしてその再発予測における有用性を示すことである。 

 

3-1 腫瘍由来循環 DNA を用いた造血器腫瘍の MRD 追跡の検討 

ctDNA の有用性を検証するため、後方視的に 17 症例の様々な造血器腫瘍患者検

体を解析した。ctDNA の検出、およびアレル頻度の測定により定量的な評価を行

い、ドライバー変異の動態による再発予測を行った。この系を確立することによ

って、造血器腫瘍の治療後早期再発が可能となり、ctDNA は治療効果判定のバイ

オマーカーとなりうることを期待した。 

 

3-2 腫瘍由来循環 DNA を用いた急性骨髄性白血病と骨髄異形成症候群の造血幹

細胞移植後再発の予測 

様々な造血器腫瘍症例で ctDNA の有用性を検証した後、alloSCT を行った 51 例

の急性骨髄性白血病（AML）、骨髄異形成症候群（MDS）症例で ctDNA を用いた再

発予測を行った。alloSCT 後 1 ヶ月と 3ヶ月の血清検体を用いて、ctDNA 検出の

有無で再発率の検討を行った。alloSCT は AML、MDS に対して可能な も治療強

度の強い治療である。そのため移植後再発は克服すべき課題であり、再発予測を
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可能とする非侵襲的で高感度なバイオマーカーが求められている。そこで ctDNA

の有用性を検証するため、我々は alloSCT を行った 51 症例で後方視的な解析を

行った。alloSCT 後 1 ヶ月と 3ヶ月の血清検体を用いて、ctDNA 検出の有無で再

発率の差を比較した。 
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4．方法 

4-1 インフォームドコンセントと検体採取 

本研究は東京大学医科学研究所の倫理審査委員会の承認のもと、課題「血液疾患

のゲノム解析」（承認番号：26-112-270402）の範疇で行われた。腫瘍検体、およ

び血清検体は東京大学医科学研究所附属病院を受診された、同意を得られた造

血器腫瘍症例から採取された。 

 

4-2 患者検体からの DNA および cell-free DNA の抽出 

患者検体からのDNAは Gentra Puregene Blood kit (Qiagen, Hilden, Germany)、

血清検体からの cfDNA の抽出は 1500G x15 分の遠心分離により血球成分とデブ

リを除去し、Circulating Nucleic Acid kit (Qiagen)を用いて行った。DNA お

よび cfDNA は Qubit dsDNA HS Assay kit (Life Technologies, California, 

USA)を用いて定量を行った。 

 

4-3 次世代シークエンスによる網羅的遺伝子解析 

ドライバー変異を特定するために、NGS を用いて腫瘍検体のパネル解析、もしく

は全エクソン解析を行った。パネル解析については TruSight myeloid panel 

(Illumina, California, USA)、もしくは QIAseq targeted DNA panel (Qiagen)
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を用いてライブラリ調整を行った。対象となる遺伝子を Table1 に示す。全エク

ソン解析については SureSelect XT Human All Exon V6 (Agilent Technologies, 

California, USA) を用いた。いずれも切断した DNA の両端にシークエンスプラ

イマー配列を付加し、PCR でこの配列を増幅させる。PCR 産物は AMPure XP Beads 

(Beckman coulter, California, USA)を用いて精製し不要な成分を除去する。

その後 Agilent 4200 Tapestation (Agilent)を使用して電気泳動で単一バンド

が増幅されていることを確認した上で、ライブラリ数の均一化を付属のキット

を用いて行った。作成したライブラリはパネル解析については Miseq Reagent 

Kit v3 (Illumina)、全エクソン解析については Nextseq 500/550 High Output 

Kit v2 (Illumina)を用いてシークエンスを行った。 
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Table 1a. TruSight myeloid panel に含まれるターゲット遺伝子の一覧 

 

  

���� ����������� ���� �����������

	
�� ��
 �	�� ��

	���� �� ����	 ����

	��� ����������� ��� ���������������


��� ���� ��	� ����


����� ���� ��� 	��


�	� �	 ��� ��

�	��  � ��� ��	

�
� ��� ������ �
�������

�
�
 ���� ���� ��

�
�� ���� ��	� ����

�����	 ���� �����	 ����������

�
�	 ���� ���� ����

����� ����� ��� 	���

���� ���� ������ �����

�����	 ���� �	��� ����

������ ���� ����� ����

!�� ���� ��
�� �

�
��� ��� ���
� ����


���� �����	���� ����	 ��������
����

�	�	� � ���� ����������������	����

�	�	� ��
 ����� �

��	� ��� ��	�� ����

��	� ���� ��� ����

���� � ���� ����

���� � ��	�� ���


��!�� ���� ��� ���

�	�� ������ !���� ����



 20 

Table 1b. QIAseq targeted DNA panel に含まれるターゲット遺伝子の一覧 
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4-4 スーパーコンピューターを用いたデータ解析 

NGS により得られたデータは、PCR による重複リードやクオリティの低いリード

を除去した後に、human genome build 19 をリファレンス配列としてマッピング

を行った[29]。そして ANNORVAR のデータベースをもとにアノテーションを行っ

た。これらの作業は東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターのスーパー

コンピューターである SHIROKANE3 を用いて行った。一塩基置換 (single 

nucleotide variant: SNV) 、挿入変異（Insertion） や欠失変異（Deletion）

については Genomon2 （http://genomon.hgc.jp/exome/en）を用いて検出を行っ

た。FLT3 internal tandem duplications （FLT3-ITD）のような構造異常

（ Structural variant ） の 検 出 に つ い て は Genomon-SV 

（https://github.com/Genomon-Project/GenomonSV）を用いた。変異の検出につ

いては、Minor allele frequency（MAF）が 1%以上のものや、既知の病的でない

SNV を複数のデータベースを参照し取り除いた。さらにアミノ酸置換を伴わない

変異や、リードのクオリティの低い変異を除外した。その上で、COSMIC version 

71 and 81 （http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic）に登録のある変異や、造血

器腫瘍関連遺伝子にある Insertion や Deletion などの有害な変異をドライバー

変異として抽出した[30][31][32]。 マッピングされたリードについては

Integrative Genomics Viewer version 2.3.57 
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（https://software.broadinstitute.org/software/igv/download）を用いて確

認した。 

 

4-5 Droplet digital PCR 

Droplet digital PCR (ddPCR)は第 3世代の PCR 法と呼ばれ、微量の DNA で高感

度な遺伝子の検出が可能な手法として注目されている[33][34]。通常の PCR 法 

では定性のみ、リアルタイム PCR 法では検量線による相対定量しか行うことが

できない。ddPCR 法は機器によってシステムに多少の差異があるものの、本研究

では QX200 droplet digital PCR system（Bio-Rad, California, USA）を使用

しており、オイルを微小なドロップレットに分割して１区画ごとに PCR 反応を

行うことで、微小区画毎に陽性か陰性かを判定する絶対定量を可能とする手法

である（Figure 2）。また限界希釈した検体であっても、微小区画ごとの分子数

が 2 以上になることもあり、これを補正するために陽性ドロップレットと微小

区画の数をポアソン分布に自動的に当てはめ算出している。 
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Figure 2. QX200 Droplet Digital PCR System の流れ 

 

DNA 検体にプライマーと加水分解プローブを加えたサンプルは、オイルと圧力に

よって、何万個もの微小なドロップレットに分割され、1区画に 1分子が入るよ

うになっている。そして 1 区画ごとに PCR 反応を行いエンドポイントまで増幅

させる。PCR 産物は蛍光強度により陽性か陰性か判断され、ポアソン分布に基づ

く測定値の補正を経て絶対定量が行われる。 
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4-5-1 症例特異的な腫瘍由来循環 DNA の検出アッセイの作成 

NGS で検出した症例特異的なドライバー変異を検出するための ddPCR アッセイ

を作成した。個々の症例において、変異配列を含む領域を増幅するプライマー

と、変異配列と野生型配列のそれぞれに特異的な加水分解プローブをペアで作

成した。配列のデザインは Primer Express version 5.0 (Applied Biosystems, 

California, USA)で行った。プローブは 3'側に蛍光クエンチャーとして Black 

Hole Quencher® を用い、5'側に蛍光色素として野生型に対しては 6-carboxy-

2,4,4,5,7,7-hexachlorofluorescein succinimidyl ester （HEX）、変異型に対

しては 6-carboxyfluorescein （FAM）で標識したものを用いた。アッセイの作

成は以下の条件に基づいて行った。(1)PCR 産物の長さは 60-300 塩基とする。

(2)プローブの長さは 40 塩基以下とする。(3)二次構造や繰り返し配列の部位を

避けること。(4)Primer Express version 5.0 による Penalty Score の低いもの

を選択すること。(5)MAF が 1％以上の既知の一塩基多型を含まないこと。本研

究で作成した ddPCR アッセイの一覧を Table 2 に示す。 
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Table 2. 本研究で作成した ddPCR アッセイの一覧 
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4-5-2 Droplet digital PCR を用いた腫瘍由来循環 DNA の測定 

ddPCR による ctDNA の検出には、QX200 Droplet Digital PCR システム (Bio-

Rad)を用いた。ドロップレットの作成には QX200 Droplet Generator システム 

(Bio-Rad)を使用し、試薬は Droplet Generator Oil for Probes (Bio-Rad)を用

いた。PCR 反応には 10ng の DNA を使用し、試薬は ddPCR Supermix for Probes 

（Bio-Rad）を用いた。PCR 反応は 95℃ 10 分による初期変性の後、94℃ 10 秒

の変性と 60℃ 1 分のアニーリングを 40 サイクル行い、98℃ 10 分の伸張反応を

行った。また全ての解析には Positive Control, 健常人の cfDNA を用いた

Negative Control, DNA を含まない No Template Control をおいた。得られた

データの解析は QuantaSoft version 1.6 (Bio-Rad)を使用した。代表的な測定

結果を Figure 3 に示す。 
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Figure 3. Droplet Digital PCR 解析の具体例 

 

unique patient number 29 の DNMT3A p.R882H 変異のモニタリング結果を例と

して示す。緑色のドロップレットは野生型の分子を含み、青色のドロップレッ

トは DNMT3A p.R882H 変異を含んでいる。診断時の cell-free DNA は DNMT3A 

p.R882H 変異を含んでいた(a)。そして移植後１ヶ月の血液学的寛解時にも変

異が 0.15%残存していた(赤枠) (b)。そして再発時には 27.9%まで再増加して

いた(c)。また変異を含むドロップレットは、ネガティブコントロールである

健常人の末梢血 DNA からは検出せず偽陽性がないことを確認している(d)。 
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5．結果 

5-1 造血器腫瘍症例 17 例の解析 

5-1-1  ddPCR と NGS により測定した遺伝子変異の変異アレル頻度に有意差は

なかった 

まず治療後に寛解が得られた 17 症例の造血器腫瘍症例を対象として、ctDNA の

解析を行った。症例は 8 例の AML、3 例の多発性骨髄腫、2 例の B 細胞性悪性リ

ンパ腫、2 例の MDS、1 例の B 細胞性急性リンパ性白血病、1 例の T 細胞性悪性

リンパ腫を含んでいた。NGS を用いて 17 症例全例で、計 19 のドライバー変異を

検出することができた。経過中に 8 例が再発をきたし（以下、再発群）、9 例は

寛解を維持していた（以下、寛解群）。症例の詳細を Table3、4 に示す。 

次に NGS で検出したドライバー変異を検出するための ddPCR アッセイを作成し

た。アッセイの検証のため、同一の診断時サンプルを用いて NGS と ddPCR によ

り同一の遺伝子異常の検出を行った。NGS と ddPCR の結果は変異アレル頻度

（Variant allele frequency：VAF）を用いて比較し、17 検体中の 19 遺伝子異

常において強く相関していた（r2 ＝ 0.945、p<0.0001、T 検定）（Figure 3）。ま

たアッセイの検出限界を限界希釈法により測定し[35]、平均 0.04%であり、既報

と遜色のない結果が得られていることを確認した[36][37]。 
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Table 3. 寛解後に再発をきたした 8 例の詳細 

 

UPN: unique patient number, AA: amino acid, AML with MRC: acute myeloid 

leukemia with myelodysplasia-related changes, T-NHL: T-cell non-Hodgkin 

lymphoma, MM: multiple myeloma, B-ALL: B-cell acute lymphoblastic 

leukemia, CR: complete remission, SD: stable disease, FACS: flow 

cytometry, sIL2-R: soluble IL-2 receptor, CT: computed tomography, MRI: 

magnetic resonance imaging  

  

UPN 1 AML with MRC 65 W STAG2 p.S633fs CR -91 -22 FACS (Bone marrow aspirate)
UPN 2 T-NHL 44 M JAK3 p.A573V CR -49 -9 FACS (Tumor biopsy) -22 CT

NRAS p.Q61H
UPN 4 MM 59 W KRAS p.G12D Dead -96 -20 Free light chain -20 CT
UPN 5 B-ALL 61 M TP53 p.H179Q SD -32 -12 FACS (Tumor biopsy) -24 MRI
UPN 7 MM 52 M NRAS p.Q61H Dead -4 0 Free light chain

UPN 8 AML with MRC 65 M TP53 p.R158G CR -33 -26 FACS (Bone marrow aspirate)

UPN 11 AML 53 M DNMT3A p.R882H Dead -37 -2 FACS (Bone marrow aspirate)

UPN 12 AML with MRC 63 W NPM1 p.L287fs Dead -129 -10 FACS (Bone marrow aspirate)

AA changePatient ID Diagnosis Age Sex Gene
Days to

cfDNA-based
relapse

Diagnostic test received
Days to

imaging-
based relapse

Imaging
received

Outcome at last
follow up

Days to
conventional
biomarker-

based relapse
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Table 4. 寛解を維持した 9 例の詳細 

 

UPN: unique patient number, AA: amino acid, AML with MRC: acute myeloid 

leukemia with myelodysplasia-related changes, MM: multiple myeloma, B-

NHL: B-cell non-Hodgkin lymphoma, MDS: myelodysplastic syndrome, CR: 

complete remission, VGPR: very good partial response, FACS: flow 

cytometry, sIL2-R: soluble IL-2 receptor  

 

  

�����������������	�������������������
�������������������������������������������

ID Diagnosis Age at therapy
initiation Sex Gene AA change Outcome at

last follow up

Days of last follow
up by cfDNA from

initial therapy

Days of last follow up by
conventional biomarkers

from initial therapy
Diagnostic test received

UPN 3 AML with MRC 35 W GATA2 p.T387_E391delinsK CR 109 59 FACS (Bone marrow aspirate)
UPN 6 MM 76 W NRAS p.G13D VGPR 1421 1392 Free light chain
UPN 9 B-NHL 52 M MYD88 p.L265P CR 149 169 sIL2-R
UPN 10 B-NHL 53 M B2M p.Q22X CR 87 140 sIL2-R
UPN 13 MDS 58 M SF3B1 p.K700E CR 1355 879 FACS (Bone marrow aspirate)
UPN 14 AML with MRC 65 W SF3B1 p.K700E CR 459 187 FACS (Bone marrow aspirate)
UPN 15 MDS 63 M U2AF1 p.S34F CR 182 119 (Bone marrow aspirate)
UPN 16 AML 64 W NPM1 p.L287fs CR 332 342 FACS (Bone marrow aspirate)
UPN 17 AML with MRC 36 W NRAS p.G12D CR 558 127 FACS (Bone marrow aspirate)

GATA2 p.A364T

Abbreviations: UPN: unique patient number; AA: amino acid; AML with MRC: acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes; MM: multiple myeloma;
 B-NHL: B-cell non-Hodgkin lymphoma; MDS: myelodysplastic syndrome; CR: complete remission; VGPR: very good partial response; FACS: flow cytometry; sIL2-R: soluble IL-2 receptor
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Figure 3. NGS と ddPCR を用いた変異アレル頻度の比較 

 

 

次世代シークエンス法(NGS)と droplet digital PCR (ddPCR)法による、同一検

体を用いた変異アレル頻度(VAF)の測定結果を示す。NGS と ddPCR による結果は

強く相関していた。 
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5-1-2 治療後に ctDNA が上昇した症例は全例が再発した 

まず 1mL の血清から抽出される cfDNA の収量を測定し、診断時と寛解時の差を

比較した。過去の報告と同様に[38][39]、cfDNA の量は診断時のほうが寛解時と

比較して有意に多く、腫瘍量を反映している可能性が示唆された（平均：156 対

37 ng/mL、p=0.038、T 検定）（Figure 4）。 

次に症例ごとに設計したドライバー変異を検出する ddPCR アッセイを用いて、

ctDNA の測定を行った。そして予想通り、診断時にすべての症例で ctDNA を検出

することができた。そして治療経過に即して、ctDNA は治療反応性を反映してい

ることがわかった。代表的な結果を Figure 5, 6 に示す。17 例中 3例は、寛解

期にも ctDNA が検出された。そして再発群の 8 症例は初期治療後（中央値 297

日）に血液学的再発を来した。寛解群の 9症例は初期治療後の観察期間中（中央

値 332 日）血液学的寛解を維持していた。 

さらに再発群の症例は全例が、ctDNA 陰性から陽性になるか、もしくは ctDNA の

VAF が 2 倍以上に上昇していた（ctDNA increased 群）。対称的に寛解群では全

例で ctDNA 陰性を維持しているか、VAF が 2 倍以上の上昇なく推移していた

（ctDNA stable 群）。 終的に ctDNA increased 群は有意に高い再発率を示した

（累積 2 年再発率：ctDNA increased 群 87.5％ 対 ctDNA stable 群 0％、 

p=0.0115）（Figure 7）。 
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Figure 4. 診断時と寛解時の cfDNA の収量の比較 

 

1mL の血清から抽出される cell-free DNA (cfDNA)の収量を病期で分けて比較を

行った。診断時や再発時の cfDNA の収量は、寛解時よりも有意に多く病勢を反

映している可能性が示唆された。 
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Figure 5. 再発群における ctDNA 追跡の結果 

 

再発群のドライバー変異による ctDNA の測定結果を示す。測定には droplet 

digital PCR 法を用いた。 

UPN: unique patient number, VAF: variant allele frequency 
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Figure 6. 寛解群における ctDNA 追跡の結果 

 

寛解群のドライバー変異による ctDNA の測定結果を示す。測定には droplet 

digital PCR 法を用いた。 

UPN: unique patient number, VAF: variant allele frequency 
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Figure 7. ctDNA increased 群と ctDNA stable 群における累積再発率の比較 

 

Circulating tumor DNA (ctDNA) increased 群と stable 群の再発率の比較を行

い、ctDNA increased 群は有意に高い再発率を示した。 
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5-1-3 ctDNA は従来のバイオマーカーより早期に再発を特定した 

次に再発群の症例において ctDNA を用いた分子学的再発と、臨床的再発による

再発診断日の比較を行った。分子学的再発については ctDNA の VAF が 2 倍以上

に上昇したタイミングを用いた。臨床的再発については臨床現場で用いる従来

のバイオマーカーを用いた（例：急性骨髄性白血病のフローサイトメトリー法、

多発性骨髄腫の血清中免疫グロブリン遊離軽鎖（FLC: Free Light Chain））

(Table 3, 4)。ctDNA を用いた分子学的再発は、従来法と比較して中央値 30 日

（範囲 4-119 日）早く、再発を特定することができた。（Figure 8） 
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Figure 8. ctDNA と従来のバイオマーカーによる再発特定日の比較と使用した

バイオマーカーの一覧 

 

 

Circulating tumor DNA (ctDNA)を用いた分子学的再発と、従来のバイオマーカ

ーによる臨床的再発の再発特定日の比較を行った。ctDNA を用いた分子学的再発

は、従来法と比較して中央値 30 日（範囲 4-119 日）早く、再発を特定すること

ができた。 

  

Patient ID Conventional biomarkers
UPN1 FACS (Bone marrow aspirate)
UPN2 FACS (Tumor biopsy)
UPN4 Free light chain
UPN5 FACS (Tumor biopsy)
UPN7 Free light chain
UPN8 FACS (Bone marrow aspirate)

UPN11 FACS (Bone marrow aspirate)

UPN12 FACS (Bone marrow aspirate)
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5-2 造血幹細胞移植を行った 51 例の AML と MDS の解析 

5-2-1  血清検体は骨髄検体の非侵襲的な代替となる可能性がある 

次に本研究では骨髄破壊的前処置による造血幹細胞移植を行ったAMLおよびMDS

患者を対象として解析を行った。腫瘍（骨髄または末梢血）、および血清は診断

時（腫瘍 53 検体，血清 53 検体）、移植後 1ヶ月（骨髄 38 検体、血清 47 検体）、

移植後 3ヶ月（骨髄 26 検体、血清 44 検体）、その他のタイミング（血清 106 検

体）のものを収集した。53 症例を対象として NGS によるドライバー変異のスク

リーニングを行い、51 例でドライバー変異を検出することができた。この 51 例

で検出した変異の中から ddPCR 法に適した変異を抽出し、57 の ddPCR アッセイ

を作成し解析を行った。ctDNA 解析に用いた遺伝子変異の一覧を Table 5 に示

す。 

症例は 51 例中、15 例が de novo AML、22 例が二次性 AML、そして 14 例が骨髄

異形成症候群であった。年齢の中央値は 53 歳(17-68 歳)で、25 症例は移植時

非寛解であった。47 症例において幹細胞ソースはで臍帯血であった（Table 

6）。 
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Table 5.circulating tumor DNA 検出に用いた遺伝子変異の一覧 

 

—: not applicable, COSMIC ID: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer 

identifier, PolyPhen-2: Polymorphism Phenotyping v2, SIFT: Sorting 

Intolerant From Tolerant, UPN: unique patient number  
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Table 6. 臨床情報のまとめ 

 

AML: acute myeloid leukemia, MDS: myelodysplastic syndrome, alloSCT: 

allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, CR: complete 

remission 
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まず NGS で特定したドライバー変異を検出するための ddPCR アッセイの作成を

行った。確認のために同一腫瘍検体を用いて NGS と ddPCR を用いて測定した

VAF を比較した。利用可能な 45 検体、58 遺伝子異常において NGS と ddPCR を

用いて測定した VAF は強く相関していた（R2 = 0.78、p< 0.0001、T 検定）

（Figure 9）。このことにより NGS と ddPCR による遺伝子変異の測定結果に有

意差はないことが示された。 

そして次に ctDNA が従来の骨髄検査の非侵襲的な代替となることを検証するた

め、診断時の骨髄検体（T0）と、診断時の血清 cfDNA（S0）を用いて、利用可能

な 47 検体、63 遺伝子異常に対して ddPCR によるドライバー変異の VAF の比較

を行った。予想通り、T0で検出した全てのドライバー変異を S0でも検出するこ

とができた。さらに検出した変異の VAF は T0と S0で有意に相関があることが判

明した（R2 = 0.67、p< 0.0001、T 検定）（Figure 10）。 
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Figure 9. NGS と ddPCR により測定した VAF の比較 

 

次世代シークエンス法 (NGS)と droplet digital PCR (ddPCR)法による、同一

検体を用いた変異アレル頻度(VAF)の測定結果を示す。NGS と ddPCR による結果

は強く相関していた。 
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Figure 10. 診断時の骨髄検体と血清検体で計測した遺伝子異常の VAF の比較 

 

droplet digital PCR (ddPCR)法による、診断時の骨髄検体 (T0)と血清検体

(S0)を用いた circulating tumor DNA (ctDNA)の変異アレル頻度 (VAF)の測定

結果を示す。T0と S0から検出される VAF は強く相関していた。 
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5-2-2 ctDNA はクローン動態を反映していた 

次に ctDNA を時系列で追跡し、腫瘍のクローン動態を反映していることを検証

した。ID22 の二次性 AML の症例では、MDS の時期から TP53 p.E11Q の変異を

founder変異として認めた。一方でTP53 p.R158Gの変異は二次的な変異として、

low risk MDS から high risk MDS に移行する際に出現し、白血病への進展に並

行してクローンが拡大していた（Figure 11）。 

一方で ID7 の AML の症例では、診断時に GATA2 p.A364T の変異を founder 変異

として検出した。NRAS p.G12D の変異も検出したが、再発時には NRAS 変異のみ

脱落していた（Figure 12）。これは二次的変異であったため、NRAS 変異を持つ

クローンは、移植の選択圧により根絶されたためと考えられた。このように

ctDNA は白血病の分子学的基盤の動態を鋭敏に反映していた。 
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Figure 11. ID22 の circulating tumor DNA の測定結果 

 

TP53 p.E11Q 変異のみを low-risk MDS の SETP1 で検出した。high-risk MDS に

進展した SETP2 では TP53 p.R158G 変異を p.E11Q よりも低い VAF で検出した。

AML への進展に伴い両者の VAF は上昇し、初回移植後に VAF は減少したが S1で

はまだ検出され、 SETP3 の再発時に再増加していた。2度目の移植後 SETP4 のには

両者とも検出されなくなっていた。 

S0: AML の診断時、S1: 骨髄移植後 1ヶ月の寛解期、extra time points (ETP): 

low-risk MDS 期(SETP1)、 high-risk MDS 期(SETP2)、 初回移植後再発時(SETP3)、 

再移植後寛解期 (SETP4)、 Aza: 5-azacytidine、 CR1: 1st complete remission、 

CR2: 2nd complete remission 
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Figure 12. ID7 の circulating tumor DNA の測定結果 

 

GATA2 p.A364T と NRAS p.G12D の変異を診断時(S0)に検出した。骨髄移植後１ヶ

月(S1)には両者の変異の VAF は減少し、SETP1には NRAS の変異は検出されなくな

った。一方で、GATA2 の変異は残存していた。血液学的再発時(SETP2)には GATA2 

変異のみの変異アレル頻度が上昇していた。 

CR: complete remission 
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5-2-3 造血幹細胞移植後に ctDNA が残存している症例は再発率が高い 

次に ctDNA の残存（ctDNA-positive: CP）と、骨髄中のドライバー変異の残存

（mutation-positive: MP）による予後の検討を行った。検体はそれぞれ移植後

1ヶ月（CP1 または MP1）と 3ヶ月（CP3 または MP3）のものを用いた。ctDNA 測

定の結果を swim lane プロットで Figure 13 に示す。CP1 と MP1、CP3 と MP3 の

一致度をκ係数 により評価を行うと(k<0.40, poor concordance; k=0.41-0.75, 

moderate concordance; k>0.75, good concordance)、いずれも相関が得られた

(CP1 and MP1 = 0.66,; CP3 and MP3 = 1.0)(Table 7)。 

移植後の観察期間中（中央値 32 ヶ月）に、51 例中例が再発した。再発までの期

間の中央値は 7ヶ月（1.9 - 53.6 ヶ月）であった。予想通り、ctDNA や骨髄中の

ドライバー変異が残存している症例は、有意に累積再発率(CIR: cumulative 

incidence of relapse)が高く、全生存率(OS: overall survival)が低かった。

移植後1ヶ月時点のCIRと OSの結果をFigure 14に、3ヶ月時点の結果をFigure 

15 に示す。以上から、血清を用いた ctDNA による評価は、骨髄検査の非侵襲的

な代替となる可能性が示唆された。 
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Figure 13. circulating tumor DNA 測定の結果のまとめ 

 

CR: complete remission; NA: not available  
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Table 7. 造血幹細胞移植後１ヶ月、３ヶ月時点の ctDNA と骨髄中の遺伝子異

常、フローサイトメトリー法、キメリズム法の結果の相関 

 

MRD: minimal residual disease, ctDNA: circulating tumor DNA, P value: 

Fisher の正確検定による有意確率, kappa: Cohen の k係数による一致度 

  

MRD	at	1	month Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative
serum	ctDNA		
		Positive 20 0 13 1 4 13 8 9
		Negative 0 27 5 16 7 18 3 22
			P	value
			kappa(range)

MRD	at	3	months Positive Negative Positive Negative Positive Negative Positive Negative
serum	ctDNA		
		Positive �� � � � � 	 � 	

		Negative � �� � �� �� �� � ��

			P	value
			kappa(range)

Mixed	chimerism

0.66	(0.41-0.90) -0.04	(-0.33-0.23) 0.37	(0.09-0.65)-
- <	.0001 1 0.0289

serum	ctDNA Mutation Flow	cytometry

- ������ �����
 �����

serum	ctDNA Mutation Flow	cytometry Mixed	chimerism

- 1.00	(1.00-1.00) -0.20	(-0.48-0.08) 0.36	(0.00-0.71)
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Figure 14. 造血幹細胞移植後 1 ヶ月時点の ctDNA と骨髄中遺伝子異常の残存

の有無による再発率と生存率の検討 

 

骨髄移植後１ヶ月時点で ctDNA が残存している症例(CP1)は有意に再発率が高

く(a)、生存率が低かった(b)。骨髄中に遺伝子異常が残存している症例(MP1)

も、同様に有意に再発率が高く(c)、生存率が低かった(d)。 

3 年累積再発率 [３年全生存率]: CP1 対 non-CP1, 65.6 [45.8%] 対 9.0 

[91.7%], P = 0.0002 [0.0014], MP1 対 non-MP1, 72.9 [50.0%] 対 13.8 

[88.0%], P = 0.0012 [0.0304]; 
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Figure 15. 造血幹細胞移植後 3 ヶ月時点の ctDNA と骨髄中遺伝子異常の残存

の有無による再発率と生存率の検討 

 

骨髄移植後 3ヶ月時点で ctDNA が残存している症例(CP3) は有意に再発率が高

く(a)、生存率が低かった(b)。骨髄中に遺伝子異常が残存している症例(MP3)

も、同様に有意に再発率が高く(c)、生存率が低かった(d)。 

3 年累積再発率 [３年全生存率]: CP3 対 non-CP3, 71.4 [53.4%] 対 8.4 

[92.5%], P = 0.0001 [0.0021], MP3 対 non-MP3, 80.0 [30.0%] 対 11.6 

[94.1%], P = 0.0002 [0.0007];  
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5-2-4 造血幹細胞移植後 ctDNA が上昇傾向にある症例は有意に再発率が高い 

さらに ctDNA の動態により再発の可能性が高い症例を推定するため、移植後 1

ヶ月、3ヶ月の両方の検体が利用可能であった 40 症例について検討を行った。 

ctDNA が移植後 1ヶ月から 3ヶ月にかけて、陰性から陽性に転じた症例、または

VAF が 1.5 倍以上の上昇を認めた症例を”increasing”群(n = 6)、ともに ctDNA

を検出しなかった症例を”both negative”群(n = 23)、いずれにも属さない陽

性 か ら 陰 性 に 転 じ た か 、 VAF が 減 少 し た か 変 化 の な か っ た 症 例

を”decreasing/stable”群(n = 11)と分類し解析を行った。 

結果として、increasing 群は decreasing/stable 群、both negative 群と比較

して有意に再発率が高かった(それぞれ p=0.0027、 p=0.0096)。また有意差は認

めなかったものの、decreasing/stable 群も both negative 群と比較すると再発

のリスクが高い可能性が示された(Figure 16)。これらの結果により、実臨床で

も時系列に沿った複数回の評価による、ctDNA 動態の解析により、さらに高精度

に再発を予測できる可能性が示された。 
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Figure 16. 造血幹細胞移植後 1ヶ月から 3ヶ月時点にかけての ctDNA の動態に

よる再発率の検討 

 

変異アレル頻度が 1.5 倍以上の上昇を認めた”increasing”群は、

decreasing/stable 群、both negative 群と比較して有意に再発率が高かった。 
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5-2-5 DNMT3A、TET2、ASXL1 変異の残存も再発に影響していた 

さらに近年では DNMT3A、TET2、ASXL1(DTA)遺伝子の変異は clonal hematopoiesis 

of indeterminate potential(CHIP)に関連することが知られており、健常な高

齢者でも検出される。そして AML の化学療法後に CHIP 変異が残存しても、再発

には影響しないという報告がでてきている[40][41]。これを検証するため、DTA

遺伝子を対象とする ddPCR アッセイを用いて解析した 12 例の検討を行った。結

果として DTA 遺伝子異常をもとにした ctDNA の残存も、同じく再発や OS に悪影

響を与える可能性が示唆された(Figure 17)。 
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Figure 17. DNMT3A、TET2、ASXL1 の変異に限定した ctDNA の残存による再発率

と生存率の検討 

 

DNMT3A, TET2, ASXL1 (DTA)の遺伝子異常をもとにした骨髄移植後 1 ヶ月の

ctDNA の残存の有無による累積再発率(a)と全生存率(b)。同じく 3ヶ月時点の累

積再発率(c)と全生存率(d)。DTA 遺伝子の異常をもとにした ctDNA の残存も、再

発や生存に悪影響を与える可能性が示唆された 
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5-2-6 従来のキメリズム法も再発を予測可能であった 

実臨床で使用されている従来のバイオマーカーである、骨髄検体によるキメリ

ズム法、フローサイトメトリー法による再発予測能の評価を行った。キメリズム

方による混合キメラ(mixed chimerism positive: MCP)、フローサイトメトリー

法による腫瘍クローン検出(flowcytometry positive: FCP)を用いて、移植後 1

ヶ月（MCP1 または FCP1）と 3ヶ月（MCP3 または FCP3）の結果で解析を行った。 

そして MCP1 と MCP3 はともに再発に影響し、MCP3 は OS にも関連していた(3 年

CIR [3年 OS]: MCP1 対 non-MCP1, 72.0 [70.1%] 対 26.5 [72.3%], P = 0.00141 

[0.7630]; MCP3 対 non-MCP3, 70.0 [60.0%] 対 9.3 [89.1%], P = 0.0096 

[0.0321])(Figure 18、19)。一方で FCP1 と FCP3 は再発や OS との関連がなかっ

た。また、既存の予後不良因子での検討も行ったが、同じく再発や OS との明ら

かな相関は見いだせなかった (Table 8)。 
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Figure 18. 造血幹細胞移植後 1 ヶ月時点のキメリズム法とフローサイトメト

リー法による再発率と生存率の検討 

 

骨髄移植後１ヶ月時点でキメリズム法が陽性の症例は有意に再発率が高かった

が(a)、生存率に有意差はなかった(b)。フローサイトメトリー法が陽性の症例

では、再発率 (c)、生存率 (d)ともに有意差はなかった。 
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Figure 19. 造血幹細胞移植後 3 ヶ月時点のキメリズム法とフローサイトメト

リー法による再発率と生存率の検討 

 

骨髄移植後 3ヶ月時点でキメリズム法が陽性の症例は有意に再発率が高く

(a)、生存率も低かった (b)。フローサイトメトリー法が陽性の症例では、再

発率 (c)、生存率 (d)ともに有意差はなかった。 
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Table 8. バイオマーカーや予後不良因子による再発と死亡リスクの検討 

 

CI: confidence interval, FISH: fluorescence in situ hybridization  

*P< 0.05、 **P< 0.01  

 

  

Variables
Sample
source Method HR 95%CI P  value HR 95%CI P  value

MRD persistence at 1 month 
   ctDNA Serum ddPCR 20/47(42.6) 7.89 2.22-28.10 0.0014** 8.24 1.77-38.37 0.0072**

   Mutation BM ddPCR 19/38(50.0) 8.03 1.79-35.96 0.0065** 4.75 1.00-22.45 0.0494*

   Mixed chimerism BM PCR/FISH 11/45(24.4) 3.25 1.20-8.80 0.0202* 1.22 0.33-4.53 0.7631

   Flow cytometry BM Flow cytometry 11/44(25.0) 0.33 0.07-1.48 0.1475 0.23 0.03-1.83 0.1650

MRD persistence at 3 month 
   ctDNA Serum ddPCR 14/44(31.8) 15.04 3.33-67.96 0.0004** 8.04 1.66-38.88 0.0095**

   Mutation BM ddPCR 5/26(19.2) 13.03 2.36-72.04 0.0032** 17.66 1.81-172.20 0.0135*

   Mixed chimerism BM PCR/FISH 5/38(13.2) 6.22 1.47-26.26 0.0129* 5.78 0.95-35.06 0.0577

   Flow cytometry BM Flow cytometry 20/38(52.6) 0.91 0.25-3.45 0.9005 1.16 0.19-7.03 0.8751

ctDNA kinetics 
   Increasing Serum ddPCR 6/40(15.0) 28.47 5.59-145.00 0.0001** 17.35 3.21-93.68 0.0009**

   Decreasing/Stable Serum ddPCR 11/40(27.5) 4.15 0.76-22.65 0.0868 1.04 0.09-11.44 0.977

   Both negative Serum ddPCR 23/40(57.5) 1.00 1.00

Adverse prognostic variables
����������
������� BM G-BAND 15/51(29.4) 2.41 0.90-6.46 0.0794 1.73 0.53-5.52 0.3575

   -7/del7q karyotype BM FISH/G-BAND 8/51(15.7) 0.67 0.15-2.97 0.6010 1.05 0.23-4.82 0.9494

����	���	� BM/PB PCR/NGS 12/51(23.5) 2.47 0.89-6.85 0.0813 2.69 0.84-8.58 0.0953

   TP53 mutation BM/PB NGS 6/51(11.8) 2.28 0.65-8.05 0.1999 3.27 0.88-12.12 0.0761

   RAS pathway mutation BM/PB NGS 19/51(37.3) 2.59 0.96-6.99 0.0605 1.84 0.59-5.74 0.2911

   Age >65 8/51(15.7) 1.21 0.27-5.39 0.8040 2.81 0.74-10.75 0.1308

   Male 29/51(56.9) 0.69 0.26-1.85 0.4601 0.68 0.22-2.11 0.5037

   Relapsed- or Refractory-

   disease at alloSCT 25/51(49.0) 1.91 0.71-5.63 0.2049 3.23 0.96-14.55 0.0584

Positive, N(%)

Relapse Death
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5-2-7 ctDNA は従来のバイオマーカーに匹敵する精度で再発を予測できた 

次に CP と、MP、MCP の再発予測能の比較を行った。Cox 解析ではこれらの相関

のある変数を扱うには不適であり、DeLong 法により、receiver operating 

characteristic 曲線(ROC 曲線)の area under curve (AUC)を用いて再発の診断

能を比較した。結果として、CP と MP、また CP と MCP を比較したところ有意な

差は認めなかった(Figure 20、21)。さらに CP1 と CP3 を比較すると、CP3 の方

が再発や生存を予測する精度が高かった(Figure 22)。これらの結果から非侵襲

的な ctDNA を用いた検査は、従来の骨髄検体による遺伝子検査やキメリズム法

と同等に、AML や MDS の移植後再発のリスクが高い症例を特定できる可能性が示

唆された。 
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Figure 20. ROC 曲線による ctDNA と骨髄中の遺伝子異常の残存による再発予測

能の比較 

 

DeLong 法により、receiver operating characteristic 曲線(ROC 曲線)の area 

under curve (AUC)を用いて再発の診断能を比較した。造血幹細胞移植後 1ヶ月、

3 ヶ月時点において ctDNA と骨髄中の遺伝子異常の残存による再発予測能に有

意差は認めなかった。 
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Figure 21. ROC 曲線による ctDNA とキメリズム法による再発予測能の比較 

 

DeLong 法により、receiver operating characteristic 曲線(ROC 曲線)の area 

under curve (AUC)を用いて再発の診断能を比較した。造血幹細胞移植後 1ヶ月、

3 ヶ月時点において ctDNA とキメリズム法による再発予測能に有意差は認めな

かった。 
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Figure 22. ROC 曲線による造血幹細胞移植後 1 ヶ月、3 ヶ月時点の ctDNA によ

る再発予測能の比較 

 

DeLong 法により、receiver operating characteristic 曲線(ROC 曲線)の area 

under curve (AUC)を用いて再発の診断能を比較した。造血幹細胞移植後 1ヶ月、

3ヶ月時点の ctDNA を比較すると、3ヶ月時点のほうが有意に再発予測能が高か

った。 
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5-2-8 ctDNA は末梢血単核球よりも再発予測能が優れている可能性がある 

以上より血清中の ctDNA を用いた検査は、骨髄検査の非侵襲的な代替となると

考えられる。しかし、末梢血単核球(peripheral blood mononuclear cell: 

PBMNC)と比して利点が有るのかという疑問が残る。そこで 9症例から移植後 1

ヶ月と 3ヶ月時点の 11 検体の PBMNC を用いて、PBMNC 中のドライバー変異の残

存の有無(mutation persistence in the PBMNC fraction: MP-PB)と、CP との

比較を行った。 

11 検体中、8検体において CP と MP-PB の結果は一致していた(Table 9)。さら

に再発予測能を ROC 曲線により比較すると、CP の方が優れていた(p = 

0.0253)(Figure 23)。これらの結果より、血清中の ctDNA を用いた遺伝子検査

は、末梢血を用いた遺伝子検査より感度が高い可能性が示唆された。 
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Table 9. ctDNA と末梢血中の遺伝子異常の測定結果の比較 

 

ctDNA: circulating tumor DNA, PB: peripheral blood 
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Figure 23. ROC 曲線による ctDNA 法と末梢血中の遺伝子異常の残存による再

発予測能の比較 

 

DeLong 法により、receiver operating characteristic 曲線(ROC 曲線)の area 

under curve (AUC)を用いて再発の診断能を比較した。ctDNA 法と末梢血中の遺

伝子異常の残存を比較すると、ctDNA のほうが有意に再発予測能が高かった。 

MRD: minimal residual disease, PB: peripheral blood, ctDNA: 

circulating tumor DNA, MP: mutation persistence 
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6．考察  

本研究により造血器腫瘍患者に、非侵襲的に遺伝子検査を提供することが可能

となり、ctDNA は病態を高精度に反映している可能性が示唆された。我々はまず

NGS により腫瘍検体の網羅的遺伝子解析を行い症例ごとにドライバー変異を特

定し、その変異を検出するための ddPCR アッセイを作成した。17 症例の造血器

腫瘍患者検体の解析では、診断時血清から全例で ctDNA を検出することができ

た。さらに VAF は臨床経過を反映し、従来のバイオマーカーや画像検査の結果

と矛盾なく推移していた。さらに再発群の症例は全例で ctDNA の VAF が上昇傾

向にあった。そして従来のバイオマーカーと比較して、平均 30 日早く再発を特

定することができた。 

7 例の多発性骨髄腫症例で ctDNA を用いて解析した既報では、ctDNA は sFLC の

ような血清学的バイオマーカーと並行して推移していた[38]。本研究結果と同

じように、4 症例では従来のバイオマーカーに先行して ctDNA は変化していた。

また 11 症例の悪性リンパ腫症例の報告では、ctDNA は 8 症例において画像検査

よりも早く再発を検出することができており、本研究と同様の結果である[42]。 

現在では、フローサイトメトリー法や PCR 法、FISH 法などによる検査などが造

血器腫瘍のバイオマーカーとして広く用いられている。ctDNA による検査はフロ

ーサイトメトリー法と同じく 17 例全例に適応することができ、PCR 法や FISH 法 
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(23.5%: 4/17 症例)よりも多くの症例に適応することができた。さらに作成した

ddPCR アッセイの検出限界の中央値は 0.04%であり、フローサイトメトリー法

(0.1%)[43]や FISH 法(1%)[44]よりも感度が高く、従来の PCR 法 (0.01-0.04%)

に匹敵する可能性がある[36]。このように ctDNA を用いた遺伝子検査は、適応

できる症例が多く、高感度なバイオマーカーとして実臨床で有用な可能性が示

された。 

そして次に 51 症例の骨髄移植を行った AML と MDS 患者の解析を行い、骨髄移植

後の ctDNA の残存の有無による再発予測を行った。骨髄移植後 1ヶ月、3ヶ月時

点で ctDNA が残存している症例は、検出しなかった症例と比較して有意に再発

率、死亡率が高かった。さらに骨髄移植後 1ヶ月から 3ヶ月時点で ctDNA の VAF

が上昇している症例は、特に再発率が高かった。そして ctDNA を用いた検査結

果は、骨髄中のドライバー変異の残存と相関した結果が得られた。血清中 ctDNA

を用いた遺伝子検査は、AML と MDS 症例の骨髄移植後再発予測に有用であった。 

既報によると骨髄移植後の PB を用いた MRD の有用性に関するデータは乏し

く、予後に関する影響についてもはっきりとわかっていない[45]。これは PB

を用いた遺伝子検査の感度が BM よりも 1-log10 オーダー低いためと考えられ

る[16]。そのため、本研究により ddPCR 法による血清を使用した再発予測能の

比較で、非侵襲的に BM と遜色ない結果が得られたということは重要である。
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また NGS 法を用いても MRD 解析を行うことは可能であるが、ddPCR 法の方が結

果報告までの時間が極めて早く、定期的な測定に適している[46]。さらに

ddPCR 法は NGS 法と比較してコストも安い(ddPCR 法 約$10/検体、ddPCR アッセ

イ作成 約$200/アッセイ; NGS 法(パネル解析) 約$350/検体)。一方で ddPCR 法

はドライバー変異ごとにアッセイの作成が必要なため手間がかかり、複数の遺

伝子異常を網羅的に解析することはできない。 

また本研究と同様に、いくつかの報告で ctDNA による遺伝子検査が BM による

MRD 解析の代替となる可能性が示されている。とくに MDS においては、少ない

症例数ではあるが化学療法後の再発予測に ctDNA が有用であるという報告もあ

る[47]。しかし骨髄移植後の再発予測に関しての検討はまだなく、本研究は初

めて AML と MDS の骨髄移植後再発に ctDNA が有用であることを示した。 

そして ctDNA はリアルタイムなクローン動態の変化を反映している可能性も示

された。5-2-2 に示したように、本研究の ID7 や ID22 が代表的な症例である。

特に ID7 のように、再発時に骨髄移植の選択圧によりクローンの脱落を示す症

例では単一遺伝子異常によるモニターでは、偽陰性となる可能性がある。さら

に ID22 のように、経過中に病勢の進行や再発に関わる新しく遺伝子異常が加

わった症例もあり、このような症例も単一の遺伝子異常のみの評価では病態を

正確に把握できない可能性が高い。そのため、複数の遺伝子異常を用いての
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ctDNA の測定が重要だと考えられる。さらに病態の変化があった場合や再発時

は、NGS による網羅的遺伝子解析を組み合わせることで検査の精度を上げるこ

とができるであろう。 

さらに 5-2-8 に示したように、本研究では血清を用いた ctDNA 検査は PBMNC を

使用するよりも再発予測に有用な可能性が DeLong 試験により示唆された。症

例数は少ないものの、2症例において ctDNA のほうが PBMNC よりも有用であっ

た。これは重度な血球減少を伴う MDS 症例でも ctDNA と BM は同等の VAF を示

すという報告があり[47]、おそらく alloSCT 後には深刻な血球減少が継続して

いるため、PBMNC による遺伝子検査は感度が低くなることが予想された。 

また本研究結果は、AML と MDS の過去の報告とは異なる点もいくつかある。第

一に 5-2-6 に示したとおり、従来は AML や MDS 症例で予後不良とされている非

寛解状態での移植や、治療抵抗性に関わる遺伝子異常が、本研究のコホートで

は再発に影響しなかったことが挙げられる[48][49][50]。この差はこれらの予

後不良因子を持つ症例が少なかったことに由来すると考えられた。第二に、5-

2-6 の通り骨髄検体のフローサイトメトリー法が再発予測に有用ではなかった

ことが挙げられる。これは商業用のフローサイトメトリーのアッセイの感度が

限られているためと考えられる。 大 3色による腫瘍関連免疫抗原の評価と、

大 10000 細胞の評価しかできないため、その感度が 0.5-1%に限られている。



 72 

第三に 5-2-5 に示したように、近年の報告では CHIP 変異と関連の深い DTA の

変異は治療後に残存していても再発に寄与しない可能性が示唆されている

[40][41]。DTA 変異の残存も再発に影響するという報告もあるものの[51]、DTA

変異を除いて寛解期の BM 検体を用いて MRD 解析を行うことで予後予測の精度

が向上することが示されている。一方で本研究結果では、DTA 変異を伴う

ctDNA が残存する症例も有意に再発や死亡率が高いことが示された。この差は

おそらく既報は化学療法後のデータだが、本研究では骨髄破壊的前処置による

骨髄移植後のデータでありレシピエントの造血も根絶しているためと考えられ

た。化学療法後の場合は、前白血病段階のクローンも DTA 変異を含むことが有

り、再発に寄与しなかった可能性が考えられる。 

また本研究にはいくつかの限界が存在する。まず本研究では骨髄移植後 3ヶ月

時点での ctDNA の残存の有無が再発に大きく影響していたが、3ヶ月が も有

用なタイミングなのかは未だ不明である。後方視的な解析のためそれ以降の検

体が解析困難であったため、さらに長期間のフォローアップを行った研究が望

まれる。次に本研究では症例毎に ddPCR アッセイの作成を行っており、実際に

臨床応用する際は手間がかかる作業である。さらに本研究では症例数の少なさ

からか、従来の予後不良因子等のサブグループ解析の結果が既報と一致してい

ない。また、健常人や良性腫瘍からも遺伝子異常が検出されることがあり
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ctDNA が偽陽性となる可能性もある。さらに ctDNA の量は患者間で大きな差が

あることが知られており、充分な量の ctDNA が血清から抽出できない症例が存

在することも知られている。そして固形癌では腫瘍が局所に限局している時な

どは、ctDNA が検出されない症例があることが知られている。[52]このような

問題を克服するため、さらに大きいコホートでの研究が望まれる。 
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7．結論 

本研究では造血器腫瘍患者において ddPCR 法による ctDNA の測定が、再発予測

や病態のモニタリングに有用であった。そして ctDNA は従来のバイオマーカー

よりも非侵襲的で早期に再発を診断できる可能性を示した。 

さらに AML と MDS 患者において ctDNA を用いた遺伝子検査は骨髄検査と遜色が

なく、骨髄移植後再発の予測に極めて有用であった。これを実証するために引き

続き前方視的に、さらに大きいコホートでの解析を予定している。 

本研究で得られた知見が、ctDNA 検査の臨床応用への基盤となることを切に願う。

そして造血器腫瘍の早期再発診断が進み、将来の再発リスクが高い症例を特定

することができれば、予後の改善にも貢献できるであろう。 
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