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論文の要旨  
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関する研究  

(Early evaluation of therapeutic response to nivolumab based 

on circulating tumor DNA levels in patients with lung cancer) 

【背景】  

免疫チェックポイント阻害薬（ immune checkpoint inhibitors: ICIs）は，

自身の免疫機能を利用して抗腫瘍作用を発揮するこれまでにない作用機

序を示すがん治療薬であり，がん治療の新たな選択肢として注目を集めて

いる．本邦でも 2014 年のニボルマブの承認以降すでに数種類の ICIs が薬

事承認・保険適用されており，従来のがん治療で効果が得られない患者群

を中心に実臨床で広く利用されるようになった．その一方，効果が見込め

る患者が限定的（20-30%）であること，さらには高価な薬価や重篤な副作

用等の理由から，ICIs を使用するかどうかの治療方針の決定には，決して

低くないハードルが存在している．またとりわけその高価な薬価は今後本

国の医療費，皆保険医療にも多大な影響を及ぼしかねない．この状況を解

決するための手段の一つはバイオマーカーの開発であり，ICIs 投与前ある

いは投与後早期にレスポンダーが判別できるようなバイオマーカーを見

出すことができれば，その意義は大きい．  

がん患者の血液には腫瘍細胞に由来する遊離 DNA 断片が存在すること

が知られている．これらは血中腫瘍 DNA（circulating tumor DNA: ctDNA）

と呼ばれ，半減期が短く，またその量は腫瘍負荷量（腫瘍サイズ）と一定

の相関を示すとされる．また ctDNA は血液で検査可能なため低侵襲に繰

り返し測定することができる．これら特徴から ctDNA はリアルタイムな

癌の病勢および遺伝子変化のモニタリングを可能とする新規バイオマー

カーとして，がん患者マネージメントの様々なフェイズでの活用が期待さ

れている．とりわけ近年は，がん治療時の ctDNA 変化が画像上の変化に

先行して認められるという知見に注目が集まっている．これら知見は，治

療開始後の ctDNA をモニタリングすることで，従来から行われている画

像による治療効果判定よりも早期に治療の有効性が予測可能であること

を示唆するものである．この ctDNA 変化をより”早期”に捉え，より早期に
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治療予後が予測できるようになれば，その分無駄な医療（コストおよび時

間）が削減できると期待される．  

そこで本研究では， ICIs の 1 つであるニボルマブの投与開始後超早期

（～1 か月）の ctDNA を時系列に測定し，その動態が ICIs の治療予後と

関連するかを検証した．  ICIs の適用として早くから臨床応用が進んでお

り，患者数が多く，かつ ctDNA 検出率が高い非小細胞肺癌を対象として

研究を行った．  

【方法】  

二次治療としてニボルマブ投与が決定し，研究参加の同意が得られた非

小細胞肺癌患者を研究対象被験者としてエントリーした．ニボルマブ治療

前，治療開始後 4 時間，2 日，8 日，15 日，29 日の 6 つのタイムポイント

で採血を行った．得られた全血から遠心分離により血漿を採取し，市販の

DNA 抽出キットを用いて血漿遊離 DNA を精製した．得られた血漿遊離

DNA を対象に，高感度 DNA 測定法である Non-overlapping integrated reads 

sequencing system 法（NORI-SS ※著者の研究グループが開発）を用いて

ctDNA を検出し，治療予後である無憎悪生存期間，全生存期間との関連を

解析した．  

【結果】  

本研究にエントリーされた全 30 例のうち，ニボルマブ治療開始後 1 か

月の投薬が逸脱なく行われた 21 例を解析対象とした．全 21 例の無憎悪生

存期間の中央値は 3.5 か月（95% 信頼区間（CI）: 1.4, 9.8），全生存期間の

中央値は 20.9 か月（95% CI: 12.9, NA）であった． ctDNA が検出された症

例の割合は，ニボルマブ治療前，治療開始後 4 時間，2 日，8 日，15 日，

29 日でそれぞれ 52.4%（11/21），57.1%（12/21），60.0%（12/20），52.4%

（11/21），52.4%（11/21），45.0%（9/20）であった．ニボルマブ治療開始後

29 日の ctDNA の有無で層別化すると，無憎悪生存期間は ctDNA 陽性群で

1.4 か月（95% CI: 1.4, NA），陰性群で 6.5 か月（95% CI: 2.6, NA）であり，

陰性群で有意な延長（ログランク検定  p = 0.03）が認められた．同じく全

生存期間についても，ctDNA 陽性群で 12.9 か月（95% CI: 10.2, NA），陰性

群で 47.9 か月（95% CI: 21.8, NA）と陰性群で有意な延長（p = 0.003）が

認められた．1 年生存率は治療 29 日 ctDNA 陽性群で 55.6%，陰性群で

90.9%，2 年生存率は陽性群で 11.1%，陰性群で 63.6%であった．治療 29 日

以外のタイムポイントでは ctDNA 検出と治療予後との関連は認められな

かった．   

【結論】  

非小細胞肺癌患者に対するニボルマブ治療開始 1 か月後の ctDNA 検出

は治療予後予測因子である可能性がある．  
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略語  

 

本文中において以下の略語を用いた，  

なお，本文中，初出の箇所の（）内に略語を示し，以後は略語を使用した． 

 

ccfDNA circulating cell-free DNA 

CHIP   clonal hematopoiesis of indeterminate potential  

CI  confidence interval  

COSMIC  catalogue of somatic mutation in cancer  

CR  complete response  

ctDNA  circulating tumor DNA  

dMMR  mismatch repair deficiency  

EGFR   epidermal growth factor receptor  

EGFR-TKI  epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor  

ICIs  immune checkpoint inhibitors  

IHC  immunohistochemistry 

irAE  immune-related adverse event  

MSI   microsatellite instability  

NGS  next generation sequencing  

NOIR-SS non-overlapping integrated reads sequencing system  

NSCLC non-small cell lung cancer 

OR   objective response  

ORR   objective response rate  

OS   overall survival  

PD   progressive disease  

PD-1  programmed cell death protein 1  

PD-L1  programmed cell death-ligand 1  

PFS   progression-free survival  

PR   partial response  

SD   stable disease  

TMB   tumor mutational burden  

WES   whole-exome sequencing 
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第１章 序論  

 

1-1．免疫チェックポイント阻害薬とその課題  

 

免疫チェックポイント阻害薬（ immune checkpoint inhibitors：ICIs）は自身

の免疫機能を利用して抗がん作用を発揮する新たな種類のがん治療薬であ

り 1，従来の抗がん剤に比べ，広範ながんに高い効果を示すことが明らかと

なり，注目を集めている．本邦においても 2014 年の抗 programmed cell death 

protein 1（PD-1）抗体ニボルマブ 2,3 を皮切りに，2015 年には抗 cytotoxic T-

lymphocyte-associated protein 4（CTLA-4）抗体イピリムマブ 4，2016 年には

抗 PD-1 抗体ペンブロリズマブ 5,6，抗 programmed cell death-ligand 1（PD-L1）

抗体アベルマブ 7 と続々と薬事承認が為され，様々ながん種に適応が認めら

れている【表 1】．   

 

 

【表 1】本邦で製造販売承認されている免疫チェックポイント阻害薬一覧  

 

 

 

このように新たながんの治療薬として期待される ICIs ではあるが，その

一方で多くの課題が存在する．一つ目は効果の個人差である．ICIs の奏効率

は，がん種により異なるものの，平均すると約 24%に留まることが明らかと

なっている 8．従来の抗がん剤と比べて高い有効率であるが，投与を受けた

患者がみな効果を得られるわけではない．  

二つ目は画像的な効果の判定が難しいことである．一般的に抗がん剤の効

果は CT 等による画像診断での腫瘍径の増減で評価される 9． ICIs 投与症例

ターゲット 一般名 製品名
本邦製造販
売承認

主な適応 標準的な用法・用量
薬価（年間/レジメンあたり薬

剤費）

ニボルマブ オプジーボ 2014年7月

・悪性黒色腫
・切除不能な進行・再発の非小細胞肺癌
・根治切除不能又は転移性の腎細胞癌
・再発又は難治性の古典的ホジキンリンパ腫
・再発又は遠隔転移を有する頭頸部癌
・がん化学療法後に増悪した治癒切除不能な進行・再発の胃癌
・がん化学療法後に増悪した切除不能な進行・再発の悪性胸膜中
皮腫
・がん化学療法後に増悪した治癒切除不能な進行・再発の高頻度
マイクロサテライト不安定性（MSI-High）を有する結腸・直腸癌

がん化学療法後に増悪した根治切除不能な進行・再発の食道癌

1回 240 mg を2週間間隔で点

滴静注

413,990円 / 240 mg

（10,763,740円 / 年間）

ペムブロリズマブ キイトルーダ 2016年9月

・悪性黒色腫
・切除不能な進行・再発の非小細胞肺癌
・再発又は難治性の古典的ホジキンリンパ腫
・がん化学療法後に増悪した根治切除不能な尿路上皮癌
・がん化学療法後に増悪した進行・再発の高頻度マイクロサテラ
イト不安定性（MSI-High）を有する固形癌（標準的な治療が困難

な場合に限る）
・根治切除不能又は転移性の腎細胞癌
・再発又は遠隔転移を有する頭頸部癌

1回 200 mg を3週間間隔で点

滴静注

242,355円 / 100 mg

（8,240,070円 / 年間）

抗CTLA-4抗体 イピリムマブ ヤーボイ 2015年7月
・根治切除不能な悪性黒色腫
・根治切除不能又は転移性の腎細胞癌

1回 3 mg/kg（体重）を3週間

間隔で4回点滴静注

493,621円 / 50 mg

（7,897,936円 / レジメン*）

アベルマブ バベンチオ 2017年9月
・根治切除不能なメルケル細胞癌
・根治切除不能又は転移性の腎細胞癌

1回 10 mg/kg（体重）を2週

間間隔で点滴静注

196,289円 / 200 mg

（30,621,084円 / 年間*）

アテゾリズマブ テセントリク 2018年1月

・切除不能な進行・再発の非小細胞肺癌
・進展型小細胞肺癌
・PD-L1陽性のホルモン受容体陰性かつHER2陰性の手術不能又

は再発乳癌

1 回 1200 mg を3週間間隔で

点滴静注

637,152円 / 1200 mg

（10,831,584円 / 年間）

デュルバルマブ イミフィンジ 2018年7月
・切除不能な局所進行の非小細胞肺癌における根治的化学放射線
療法後の維持療法

1回 10 mg/kg（体重）を2週

間間隔で点滴静注

115,029円 / 120 mg

（29,907,540円 / 年間*）

* 体重 60kg を想定

抗PD-1抗体

抗PD-L1抗体
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の中には，一過性の腫瘍増大を示した後に有効になるケースが～10%程度存

在することが明らかとなっている 10．この現象は pseudoprogression と呼ば

れ，他の抗がん剤には認められない， ICIs に特異的な現象である．

Pseudoprogression は，ICIs 投与により活性化した免疫細胞が腫瘍に浸潤する

ことより起こると考えられている 11． ICIs は画像的な効果発現までに 2～3

ヶ月程度を擁すると報告されているが 12-14，これはあくまで中央値である．

Pseudoprogression の有無により，ICIs の効果が画像的に観察されるまでの期

間は症例によりばらつくため，ICIs の（画像による）効果判定はその適切な

時期を含め，これまでの抗がん剤にはない難しさがある．   

三つ目は重篤な副作用が生じうることである．これらは ICIs の免疫活性

化作用に起因するものであり，免疫関連副作用（ immune-related adverse 

event：irAE）と呼ばれる 15．irAE には間質性肺障害、消化管穿孔、心筋炎、

劇症 1 型糖尿病などが含まれる 16． irAE の発生頻度は高く，PD-1/-L1 阻害

薬では約 70%にも上る（重篤なものは 15%）17．irAE は投薬を中止しても持

続するケースが多く，何よりがん治療分野で経験したことのない副作用であ

ることから，臨床現場ではその発生・対策に慎重に注意を払う必要がある． 

課題の四つ目は高価な薬剤費である．本邦では 2014 年 7 月のメラノーマ

への承認以降，適応拡大とともに段階的に薬価が引き下げられたものの，現

在でも年間約 1000 万円の薬剤費が必要であり【表 1】，患者のみならず医療

経済的にも大きな負担となっている．効果が見込めない症例への ICIs 投与

は，国民に多大で報われない医療費負担をもたらすこととなる．   

 

 

1-2．免疫チェックポイント阻害薬の効果予測バイオマーカー  

 

前述した課題の解決のため，薬剤投与前に有効症例を特定（予測）するバ

イオマーカーの探索研究が精力的に行われてきた．以下に主なものを紹介す

る．  

 

 

1-2-1. PD-L1 発現  

 

腫瘍組織の PD-L1 発現は，コンパニオン診断薬として早くから臨床応用

されたバイオマーカーである 18-21．その発現は主に免疫組織化学染色法

（ immunohistochemistry：IHC）により判定される．特に非小細胞肺癌や頭頸

部癌への ICIs 投与の判断に用いられている．抗 PD-1 抗体ペンブロリズマブ

の非小細胞肺癌への投与は，PD-L1 IHC 22C3 pharmDx「ダコ」（Agilent）を

用いて測定される Tumor Proportion Score（TPS）を参考に決定される．TPS
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は数値が高いほど PD-L1 の発現が高いことを示す．そのバイオマーカーと

しての有効性は Garon らにより評価されており，ペンブロリズマブの投与を

受けた全集団 495 名では奏効率 19.4%，progression-free survival（PFS）3.7 か

月，overall survival（OS）12.0 か月であるのに対し，TPS≧50%の集団ではそ

れぞれ 45.2%，6.3 か月，not reach と，PD-L1 が高発現する群で薬剤効果が

良好であることが示されている 19．  

このようにバイオマーカーとして一定の評価がなされている PD-L1 IHC

であるが，一方で課題も存在する．一つ目は精度である．前述のように TPS

≧50%でも奏効率は 45%とその予測精度は完全ではなく，陽性と判定される

患者でも ICIs が奏功しない症例が少なからず存在する（その逆も然り）．そ

の感度，特異度は modest であり，より予測精度が高いバイオマーカーが求

められている．また，PD-L1 IHC は，評価されたすべての臨床試験でその層

別化の効果が得られているわけではなく，マーカーとしての有用性には制限

がある 22．さらには検査試薬が治療薬ごとに異なるということも臨床応用上

の課題となっている．ペンブロリズマブでは前述のとおり PD-L1 IHC 22C3 

pharmDx「ダコ」が使用されるが，ニボルマブでは PD-L1 IHC 28-8 pharmDx

「ダコ」（Agilent），アテゾリズマブではベンタナ OptiView PD-L1（SP142）

（ロシュ・ダイアグノスティックス）とそれぞれ専用の試薬を用いた検査が

必要である．一つの検査薬で複数の治療薬に対応するための検査薬のハーモ

ナイゼーション研究なども行われている 23,24 が，現時点で統一した見解は得

られていない 25．  

 

 

1-2-2．ミスマッチ修復異常  

 

ICIs が臨床応用されて間もない 2015 年には，ミスマッチ修復異常

（mismatch repair deficiency：dMMR）を示す大腸癌ではペムブロリズマブ投

与で 40%の奏効率が得られたのに対し，MMR 正常症例群では 0%であった

ことが報告された 26．これは，dMMR が存在することでより多くの体細胞遺

伝子変異を生じ，結果，より多くの免疫原性産物（neoantigen）が産生され，

免疫細胞が攻撃対象として認識しやすくなるためと考えられている．dMMR

は DNA 複製時にエラーが起きやすいマイクロサテライト配列（1–数塩基の

繰り返し配列）を腫瘍細胞と正常細胞で比較することで調べることが出来る．

実際に，マイクロサテライト不安定性（microsatellite instability：MSI）と ICIs

の効果には関連が認められており 21,27，本邦でも近年，MSI 検査がペンブロ

リズマブとニボルマブのコンパニオン検査として薬事承認された．しかし，

dMMR/ high-frequency MSI（MSI-H）は，大腸癌では 6-13%と比較的高い頻

度で認められるものの，本研究の対象である肺癌を含めた他の癌では必ずし
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も高くはなく 28,29，検査が活用できる場（癌の種類）は限定される．  

 

 

1-2-3．Tumor mutational burden（TMB）  

 

dMMR/MSI-H の頻度が少ない肺癌では，非喫煙者に比べ，喫煙者において

ICIs の奏功率が高いことが報告されている 30．また，喫煙者ではより多くの

体細胞遺伝子変異が蓄積することが明らかとなっており 31，dMMR 症例と

同様のメカニズムで ICIs が有効であると考えられている．これらの知見か

ら，実際に腫瘍の体細胞突然変異の頻度や数（ tumor mutational burden：TMB）

と ICIs の奏効率との関連が検証され，TMB が高い症例で ICIs 効果が高いこ

とが明らかとなった 30,32．また，その関連は肺癌だけに限定されるものでは

なく，癌腫横断的な傾向が認められていることから 33，TMB は promising な

ICIs 効果予測因子として注目を集めている．   

一方，TMB にも課題がある．大きな課題の一つは PD-L1 と同じくその精

度である．非小細胞肺癌患者 500 例について TMB と ICIs の効果を調べた報

告によると，TMB の増大により奏効率は上昇するものの，その予測精度は

ROC 曲線下面積（ receiver operating curve - area under the curve：ROC-AUC）

で 0.614，最適カットオフでの感度は 61.8%，特異度は 57.3%と，その予測パ

フォーマンスは極めて低い 34．また，非喫煙者やドライバー遺伝子を有する

症例群では，TMB と ICIs 効果の間に関連が認められていない 34．  

第二の課題はコストである．TMB は通常，全エクソン領域を対象とした

次世代シーケンス（whole-exome sequencing：WES）により測定される．腫瘍

における体細胞変異の変異率は，生殖細胞系列変異に比べて低い．このため，

TMB の検出は locus あたりのカバレッジ（読み取る回数）を通常の WES よ

りも多くとる必要があり，シーケンスコストは大きくなる．さらに，生殖細

胞系列変異を除外するため正常細胞（組織）の検体も同時に解析する必要が

あり，その検査のためさらにコストがかかる．近年，解析領域を絞ったター

ゲットパネルにおいて WES の TMB が近似できることが示され 35,36，コスト

は 一 部 軽 減 し た が ， そ れ で も 本 邦 で 薬 事 承 認 さ れ た パ ネ ル 検 査

（FoundationOne CDx がんゲノムプロファイル（中外製薬），OncoGuide NCC

オンコパネルシステム（シスメックス））は 56 万円（保険適用価格）であり，

患者みなが費用を気にせず受けられる検査ではない．一方，ターゲットパネ

ルを用いる場合，パネル間で結果に差が生じることも課題となっている．こ

れは，パネルの検査対象領域（遺伝子数），解析方法（変異のコール方法，

生殖細胞系列変異の除外の仕方，解析対象変異の種類）が異なることが影響

している 22,37．ターゲットパネル検査の標準化の必要性が議論され，目下評

価が進んでいる 38．  
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以上，ICIs の治療効果を予測するバイオマーカーとして，腫瘍の PD-L1 発

現や dMMR/MSI-H，TMB が精力的に研究されてきたが，その予測精度，検

査利便性を含め，必ずしも臨床現場が満足できる状況ではなく，新規のバイ

オマーカーの開発が求められている．  

 

 

1-3．血中腫瘍 DNA（ctDNA）概論  

  

1-3-1．血中遊離 DNA（ccfDNA）  

 

血液には本来細胞内に存在するはずの DNA が遊離した状態で存在してい

る【図 1】．これらは血中遊離 DNA（circulating cell-free DNA：ccfDNA）と

呼ばれる．主に細胞死により細胞から放出され，健常者ではその由来のほと

んどが造血系細胞であることが知られている 39．ccfDNA は約 170bp の短い

DNA 断片として検出されるが，これはゲノム DNA がアポトーシスや血中の

ヌクレアーゼによりヌクレオソーム単位で分解されるためと考えられてい

る 40．  

 

 

【図 1】血中遊離 DNA と血中腫瘍 DNA 

 

 

健常者における ccfDNA は極めて微量であり，その血漿濃度は約 1～

10ng/mL である 41．ccfDNA はがんや感染症のほか，脳梗塞，臓器移植，運

動などで増加することが知られている 40,42．ccfDNA の半減期は極めて短く，

分娩後母体からの胎児由来 ccfDNA の消失に関する研究から 16 分 43，手術
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後の癌患者の癌由来 ccfDNA の消失に関する研究から 114 分と推定されてい

る 44．ccfDNA の消失経路については，血中ヌクレアーゼによる分解のほか，

肝臓のクッパ―細胞，脾臓マクロファージによる取り込みや腎排泄などが考

えられている 40．  

 

 

1-3-2．血中腫瘍 DNA（ctDNA）  

 

前述の ccfDNA は血中に存在する遊離 DNA の総称であるが，そのうち特

に癌患者の腫瘍に由来する ccfDNA を ctDNA（circulating tumor DNA）と呼

ぶ【図 1】．ctDNA の存在が初めて確認されたのは 1977 年で，癌患者の ccfDNA

濃度が健常者に比べて高いことが Leon らにより報告された 45．1980-90 年

代には，癌患者で増加する ccfDNA が癌細胞に由来すること 46，さらにはこ

れらが癌に特有な遺伝子変異に基づいて検出されることが明らかとなった
47．以降，ccfDNA を用いて癌に特異性が高い遺伝子変異を測定することで，

それを ctDNAと同定する手法が主流となった．近年，腫瘍に由来する ccfDNA

の鎖長が正常細胞のものと比べて短いことが明らかとなり，長さを考慮に入

れた検出も考案されている 48．  

癌患者で検出される ctDNA 量は一様ではなく，癌の種類，進行度により

変動することが報告されている 49．癌腫横断的な調査から，膀胱癌，大腸癌，

胃・食道癌，膵臓癌，乳癌では ctDNA の検出率が高く，腎臓癌，甲状腺癌，

前立腺癌，グリオーマでは低いことが明らかとなっている 49．  

 

 

1-4． ctDNA の検出方法  

  

ctDNA は腫瘍細胞に特徴的な DNA 異常を有しているため，それらをター

ゲットとすることで正常細胞由来 ccfDNA と区別して検出することができ

る．一塩基置換，挿入，欠失，コピー数異常，DNA メチル化などが検出対象

として挙げられるが，前者 3 つ（遺伝子変異）による検出が主流である．実

際に，腫瘍組織の DNA と ctDNA で検出される遺伝子変異の一致率が極め

て高いことが報告されている 50-52．  

ctDNA は血中に含まれる絶対量が少なく，かつ ccfDNA に占める割合が極

めて小さい．そのため，測定には高感度な検出系が必要となる．検査法とし

て主なものに，アレル特異的 PCR 法，デジタル PCR 法，次世代シーケンス

法（next generation sequencing：NGS）などがある．近年ではデジタル PCR ま

たは NGS を用いる手法が主流である．本項では特に本研究に関連する内容

として，NGS を用いた手法について概説する．  
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1-4-1．次世代シーケンス法（NGS）  

  

次世代シーケンス法（next generation sequencing：NGS）は，数千～数十億

もの DNA 断片の塩基配列を超並列に読み取る手法である．シーケンス前に

DNA のクローン増幅工程（PCR）が存在するが，この工程はデジタル PCR

と同様の原理である．1 つのクローンから得られた DNA 配列をリードと呼

び，変異をもつリード数と正常リード数をカウントすることにより，変異率

を算出することができる．リード数は読み取りたい DNA の領域の広さ，お

よび感度に影響する．全ゲノム解析，エクソーム解析など広い領域の解析に

も対応できるが，リード数に限界がある（厳密にはコストがかかる）ため，

一定の感度を確保したい場合には，ターゲットとする領域のみを濃縮してシ

ーケンスするパネル解析が行われる．癌の遺伝子解析では，数十～数百の遺

伝子を対象とするパネル解析が主流である．  

 NGS はデジタル PCR と比べて，一度に解析できる変異数が圧倒的に多い

が，感度が低い（1%前後） 53．これは，シーケンス前の PCR 増幅工程およ

びシーケンス時にエラーが生じるためと考えられている．しかし，近年，分

子バーコード法の登場により，NGS でもデジタル PCR 法に匹敵する検出感

度（約 0.01～0.5%）での変異検出が可能となった 53．分子バーコード法では，

ライブラリ調製の初期工程において，数塩基～十数塩基の短いランダムな

DNA 配列を個々の DNA 分子に付加する．PCR 増幅，シーケンスの後，解析

時に同一バーコードに由来する複数のリードのコンセンサスをとることで

エラーが低減される【図 2】．現在では，NGS を用いた ctDNA 解析は分子バ

ーコード法が主流となっている．分子バーコードを用いた実験系としては，

Sefe-SeqS54（ジョンズ・ホプキンス大），TAm-Seq55（Cancer Research UK 

Cambridge Research Institute）， CAPP-Seq56（スタンフォード大）， Digital 

Sequencing57（Guardant Health 社），Oncomine cfDNA assay58（Thermo Fisher 

Scientific 社）などがある．  

 分子バーコード法により NGS の解析精度は向上したが，一方でバーコー

ド自体にエラーが生じ，正確な分子数の測定に支障を来たす可能性がある 59．

これに対し，著者らのグループは，バーコードに生じたエラーをモニタリン

グし，一定の基準でそれらリードを除去することで DNA 分子数をより正確

に 測 定 す る こ と が で き る NOIR-SS （ non-overlapping integrated reads 

sequencing system）を開発した 60,61．本法は，本研究で使用した ctDNA 検出

手法であり，次項にて詳しく説明する．  

 



11 

 

 

【図 2】分子バーコード法  

PCR 増幅の前に鋳型 DNA とランダムな配列を持つバーコード配列（通常十数塩基： 4N 通り）

を付加（ライゲーション反応あるいはバーコード配列を組み込んだプライマーで 2-4 サイクル PCR

増幅を行う）する．その後， PCR 反応でライブラリをシーケンス可能な量に増幅し，シーケンス

を行う．PCR 反応およびシーケンスの工程でエラーが生じるが，これらエラーは解析の段階で，

同じ分子バーコードに由来する配列のコンセンサス（多数決一致）を取ることで除去できる．エ

ラーの補正は，特に ctDNA のような，変異率が少ないものを正確に捉える場合に必要である．  

 

 

1-4-2．NOIR-SS（non-overlapping integrated reads sequencing system）

法  

 

NOIR-SS は，バーコードに生じたエラーの補正のほか，いくつかの特徴を

有する 60,61．以下に実験工程，解析工程に分けてそれを解説する．  

NOIR-SS の実験工程を【図 3】に示した．NOIR-SS では，まず，末端修復

を行った ctDNA を対象に，バーコード配列を組み込んだアダプターを平滑

末端ライゲーションする．バーコード配列はランダムな 12 塩基であり，理

論的には 412 通り，つまり 16,777,216 種類のバーコード配列の準備が可能と

なる．その後，片側の遺伝子特異的プライマーで単鎖増幅（ linear amplification）

を行うが，これは増幅の初期のエラーを抑制するためである．さらに，なお，

ここで用いる遺伝子特異的プライマーは複数種類の混合が可能であり，ター

ゲット領域が複数箇所ある場合，マルチプレックス反応が可能である．その

後，その反応系にアダプターの共通配列に対するプライマーを加え，PCR 増

幅を行う．その後，同じくアダプタープライマーと，増幅産物の特異性を上
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げるための nest の遺伝子特異的プライマーを加え，2 回目の PCR を行う．

この遺伝子特異的プライマーには各 NGS システムの読み取りに必要な配列

が付加されている．2 回目の PCR もマルチプレックスにて反応が可能であ

る．  

 

 

【図 3】NOIR-SS の実験工程  

図の説明は本文参照．  

 

NOIR-SS の特徴としては，遺伝子の増幅が片側プライマーによることで

ある．これにより，パートナー遺伝子が不明な融合遺伝子などの検出が可能

となる．また，遺伝子特異的プライマーは混合してマルチプレックス反応が

可能なこと，さらに，もう一方の側のプライマーはアダプター配列に組み込

まれた共通配列に対するプライマーとなっており，全反応に共通したプライ

マーを用いることができ，実験工程が簡便に行えるようになっている．  

先に述べたように，NOIR-SS では分子バーコードに入ったエラーリード

を除去することが出来る．この効果について【図 4】に図示した．PCR 反応

あるいは DNA シーケンスの際に分子バーコードにエラーが入った場合，従

来法では，その分子は別のバーコードと認識されてしまうため，分子数が真

の値よりも多く検出されてしまう【図 4 左側】．しかし，NOIR-SS ではこれ

らバーコードに生じるエラーをモニタリングし，真の分子の損失を抑えた上

で，エラーリードが多く含まれるフラクションを除去することができる【図

4 右側】．エラー分子は分子バーコードあたりのリード数が少ないフラクシ

ョンで起こることが明らかとなっていることから 59,60，NOIR-SS ではエラー

のないバーコードの割合が 90%未満のフラクションを除去することにより，

正確な分子数の計測を可能としている 60．著者らのグループはこれまでに，

NOIR-SS を用いて胃癌，肺癌，膵臓癌患者の ctDNA の検出に成功している
60,61．  
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【図 4】分子バーコードにエラーが入ることの影響  

スタートの鋳型 DNA として変異ありが 1 分子，なしが 3 分子あったとする．これを分子バーコ

ード法にて NGS 実験を行うと， PCR およびシーケンスの工程でエラーが生じる（灰色箇所）．こ

のエラーはバーコード部分にも生じる可能性がある（赤点線箇所）．バーコード部分にエラーが生

じると，それは元のバーコード配列とは異なるものとなるため，解析工程で別の分子として認識

され，分子数が多く検出されてしまう（上記の例では，変異ありの分子が 1 分子，なしの分子が

1 分子，当初の分子数よりも多く検出される）．一方，NOIR-SS 法では，独自のアルゴリズムによ

り，分子数の損失を抑えつつ，エラーの出やすいリードフラクションを除去することで，真の分

子数を検出することが出来る．   

 

 また，著者らのグループは，健常者の ccfDNA を NOIR-SS で解析した際，

健常者にも関わらず遺伝子変異が検出されるケースを経験した 61．これは，

現在では，加齢とともにクローン性造血（ clonal hematopoiesis of indeterminate 

potential：CHIP）を伴う遺伝子変異が生じることに起因すると考えられてい

る 62．そこで，NOIR-SS で検出された遺伝子変異をそのまま腫瘍由来変異と

判定することは難しいと結論し，その対策として，腫瘍特異的な変異の濃縮

が可能なバイオインフォマティックフィルター  CV78 を開発した 61．これ

は，腫瘍遺伝子変異データベースである catalogue of somatic mutation in 

cancer（COSMIC）の version 78 のカタログに登録がない変異，および登録数

が少ないもの（1 以下，TP53 のみ 9 以下）を腫瘍特異的変異ではないとし

て，NOIR-SS で検出された変異リストから除く処理である．CV78 フィルタ

ーは，COSMIC が腫瘍特異的体細胞突然変異を網羅していること，さらに，

COSMIC に登録されている検体数が少ないエントリーはエラーの可能性が

あること，以上 2 点の仮定のもとで処理される．実際にこの CV78 フィルタ
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ー処理を行うことで，健常者 ccfDNA にて検出された遺伝子変異は除去され，

一方，癌患者の変異については除外されずに残存することが確認されている
61．NOIR-SS と CV78 フィルターを組み合わせることで，極めて効率的に

CHIP を除外した腫瘍由来変異（ ctDNA）の検出が可能であることが検証さ

れている．  

 

 

1-5．ctDNA 検査の有用性：ctDNA によるがん治療の効果の早期判定（予測）

に関する知見  

 

ctDNA は血液で検査可能なため，手術や生検をともなう組織検査に比べ

て患者の負担が少ないというメリットがある．また，ctDNA は半減期が極め

て短く，かつその量が腫瘍負荷量と相関することから，リアルタイムに癌の

病勢および遺伝子変化をモニタリングすることが可能である．さらに，

ctDNA は癌に特有な変異を対象に検出されるため，従来の血清癌マーカー

に比べて極めて特異性が高い点も有用である．  

これらのバイオマーカーとしての特徴が注目され，ctDNA は癌患者マネ

ージメントの様々なステージ（早期発見 61,63,64，治療薬剤の選択 65-67，耐性

変異の検出 67，再発の早期判定 68,69，術後残存病変の検出 70-72，治療効果の

早期判定・予測）においてその活用が期待されている．以下，本研究に関連

する内容として，「治療効果の早期判定・予測」に関する知見について解説

する．  

 

がんの病勢の評価は，通常，CT による画像評価で行われるが， ctDNA 変

化がこれら画像による病勢変化よりも早く起こるという知見が蓄積しつつ

あり注目されている．特に，がん治療開始後“早期”の ctDNA の変化が，

その後の治療効果（腫瘍サイズ変化，無憎悪生存期間（ progression free 

survival：PFS），生存期間（overall survival：OS））と関連するという事象が

様々な癌腫で報告されている．選択した治療の効果が早期に判定・予測でき

ることの意義は，臨床的にも，医療経済的にも大きい．  

Tie らは大腸癌患者を対象に，化学療法 2 サイクル目を開始するまで（治

療開始後 3 週以内）の早期の ctDNA の変化を測定し，ctDNA の変化が治療

8-10 週後の腫瘍の縮小効果と関連することを示した 73．また Osumi らによ

り大腸癌を対象に同様のスタディが行われ，治療 8 週後の ctDNA 変化が腫

瘍縮小効果のみならず PFS，さらには OS と関連することが明らかになった
74．  

大腸癌以外では，卵巣癌において，化学療法 1 サイクル後の ctDNA を測

定し，ctDNA の減少率が 60%未満の症例で無憎悪期間が短縮されることが
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報告されている 75．同様に乳癌でも，複数の治療薬で治療開始後早期（～1

か月）の ctDNA の変化が PFS と関連する旨が報告されている 76,77．また，

肺癌では，上皮成長因子受容体（epidermal growth factor receptor：EGFR）遺

伝子変異を対象とした ctDNA の検出・モニタリングの知見が数多く蓄積し

ており， ctDNA の分子標的治療薬開始後早期の変化が腫瘍縮小効果や長期

予後と関連することが多々報告されている 78-82．  

 これらの知見の多くは，治療後早期（～治療開始後 2 か月）の ctDNA の

減少，あるいは陰性化が認められた症例群で，画像による腫瘍径の評価，あ

るいは生存期間による治療効果が高いことを報告したものである．一方，治

療開始後，一時的な ctDNA の増加（スパイク）が検出される例で治療効果

が高いという報告も散見される 83,84．このスパイクは治療に反応した腫瘍細

胞の破壊を捉えたものと考えられている 53．スパイクが検出されるタイミン

グは治療法（の機序）により異なると考えられ，肺癌への EGFR チロシンキ

ナーゼ阻害剤（EGFR-tyrosine kinase inhibitor：EGFR-TKI）治療では治療開

始後～1 か月 83，メラノーマへの腫瘍浸潤 T 細胞療法では治療開始後～約 1

週間と報告されている 84．スパイクの検出は，同一の治療法でも個人差があ

ること，タイミングよく検査ができるかどうかなどの課題はあるものの，

ctDNA の減少・陰性化が起こるより早く治療反応が捉えられる可能性があ

り，予後との関連も含め，さらなる知見の蓄積が期待されている．  

以上の ctDNA によるがん治療効果の早期判定（予測）に関する知見は，

主に従来の治療（化学療法や分子標的治療薬）に関するものがほとんどであ

る．ICIs を対象とした報告はごく僅かであり 85-88，それら研究も症例数が少

ない，採血ポイントが規定されていないなどエビデンスとしてはまだまだ不

十分なものが多い．   

 

 

1-6．本研究の目的  

 

以上のがん治療薬としての ICIs の課題，および ctDNA のがん治療効果の

早期判定バイオマーカーとしての可能性を鑑み，本研究では，ICIs の治療開

始後 1 か月までの ctDNA を経時的に測定し，その動態により治療効果が予

測可能かどうかを検証することとした．癌の種類としては，患者数が多く，

ICIs による治療が最も多く行われている肺癌を対象とした．また，治療に用

いる ICIs としては，本邦で最も早く臨床応用されたニボルマブ（商品名：

オプジーボ）を対象とした【表 1】．ctDNA の測定には著者らのグループが

開発した高感度 DNA 検出法である NOIR-SS 法（1-4-2 項参照）を用い，本

研究のために肺癌遺伝子の検出に特化した NOIR-SS 肺癌パネルを設計し，

解析に用いることとした．ctDNA 測定のポイントは，治療前，治療開始後 4
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時間および 2，8，15，29 日と厳密にコントロールし，臨床応用につながる

知見を得ることを目的とした．  
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第２章 材料と方法  

 

2-1．研究体制  

 

本研究は，大阪府立病院機構大阪国際がんセンター（大阪府大阪市中央区）

および株式会社ＤＮＡチップ研究所（東京都港区）との共同研究として行っ

た．大阪府立病院機構大阪国際がんセンターでは肺がん患者からの検体採取

および臨床情報収集を，ＤＮＡチップ研究所では次世代シーケンサーによる

シーケンスデータ取得を行った．検体を用いた実験，およびシーケンスデー

タ解析，臨床情報との関連解析については，奈良先端科学技術大学院大学に

て著者が行った．  

 

 

2-2．検体および臨床情報の収集  

 

・倫理審査委員会の承認  

 本研究は，奈良先端科学技術大学院大学倫理審査委員会，ならびに大阪国

際がんセンター倫理審査委員会の承認のもと行った．  

 

・対象症例の選択基準  

非小細胞肺癌（non-small cell lung cancer：NSCLC）患者のうち，二次治療

としてニボルマブ投与を予定している患者を適格とした．3 ヶ月の生存の期

待できない患者，HIV，HBV，HCV の感染が証明されている患者は除外した．

このうち，本研究に対する文書による同意が取得できた患者を本研究に登録

した．  

 

・ニボルマブの投与  

 通常の用法に従い，原則 1 回 240mg を 2 週間間隔で点滴静注した．  

 

・血液検体の取得  

1 被験者あたり，6 つのタイムポイント（治療前，初回治療 4 時間後およ

び 2 日，8 日，15 日，29 日後）において 5 mL の血液を採取した．なお，採

血日は±2 日のずれを許容した．採血後 24 時間以内に血漿分離を行い，分

離した血漿は DNA 抽出まで -80℃冷凍庫にて保管した．  

 

・臨床情報の取得  

年齢，性別，喫煙歴，肺癌組織型，治療履歴等の被験者背景情報を取得し
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た．ニボルマブ治療効果の評価は，CT 画像による腫瘍径評価，無増悪生存

期間（progression-free survival：PFS），全生存期間（overall survival：OS）に

より行った．CT 画像による腫瘍径の評価は，治療前，治療 4 週後，8 週後，

12 週後，16 週後，6 か月後に response evaluation criteria for solid tumors

（RECIST）ver1.1 に基づき行った．  

 

・ctDNA 検出法の変異検出性能確認用の検体  

 本研究で用いる NOIR-SS 肺癌パネルの変異検出性能を確認するため，変

異率が明らかな市販の DNA 検体を購入して使用した．Multiplex I cfDNA

（Horizon Discovery）は，リキッドバイオプシーによる cfDNA 解析用の標準

検体であり，変異を導入した細胞株由来のゲノム DNA を ccfDNA に特徴的

な鎖長（平均 160-170bp）になるよう断片化して作られたものである．特定

の遺伝子変異について，0.1，1，5%の変異率が含まれるように調製されてい

る．  

 

 

2-3． ccfDNA の抽出・クオリティチェック  

 

・血漿量の調整  

5 mL 血液から得られた血漿が 2 mL に満たない場合，PBS（Thermo Fisher 

Scientific，以降 Thermo と記載）を添加し，2 mL にメスアップした．  

 

・ctDNA の抽出  

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit（QIAGEN）を用いて，2 mL の血漿か

ら DNA の抽出を行った．抽出はキットのマニュアルに従い行った．抽出作

業は PCR 産物のコンタミネーション防止のため，クリーンベンチ内で行っ

た．  

 

・2 本鎖 DNA 量の測定  

 Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit および Qubit 2.0 Fluorometer（いず

れも Thermo）を用いて，抽出 ccfDNA 検体中の 2 本鎖 DNA の濃度測定を行

った．測定は 1 L の ccfDNA 抽出液を用い，キットのマニュアルに従い行

った．  

 

・2 本鎖 DNA 鎖長分布の測定  

 Agilent High Sensitivity DNA キットおよび Agilent 2100 バイオアナライ

ザ電気泳動システム（いずれも Agilent）を用いて，抽出 ccfDNA 検体中の 2

本鎖 DNA の鎖長分布の測定を行った．測定は 1 L の ccfDNA 抽出液を用
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い，キットのマニュアルに従い行った．  

 

 

2-4．NOIR-SS 肺癌パネルの設計・検体カバー率の推定  

 

本研究は NSCLC 症例を対象とするため，NSCLC で頻度の高い変異を重

点的にカバーできるようなプライマーセット（NOIR-SS 肺癌パネル）を設計

した【表 2】．今後，作成したパネルを分子標的薬の耐性変異の検出にも使用

するため，耐性変異が生じることが知られている箇所もカバーすることとし

た．NSCLC で頻度の高い変異および耐性変異はがん関連体細胞変異データ

ベース 89（catalogue of somatic ,mutations in cancer：COSMIC）で調査し，抽

出した．  

また，設計した NOIR-SS 肺癌パネルがどの程度の NSCLC 症例をカバーで

きるか確認するべく，COSMIC データベースより NSCLC の原発巣手術検体，

1451 検体のデータを取得し，【表 2】に示した解析対象領域で体細胞変異が

検出される検体の割合を算出した．  

 

【表 2】NOIR-SS 肺癌パネルの解析対象領域  

 

 

 

 

  

Region name Genome Amino acid Region name Genome Amino acid

1f chr2:29432654-29432731 1253-1278 2r chr2:29443653-29443731 1172-1188

2f chr2:29443577-29443658 1187-1214

3f chr2:29445243-29445320 1151-1161

BRAF 2f chr7:140453103-140453177 586-611

4f chr7:55241614-55241715 695-721 4r chr7:55241653-55241736 701-726

5f chr7:55242412-55242488 729-753 5r chr7:55242461-55242540 744-761

8f chr7:55259506-55259584 855-875 6r chr7:55249018-55249096 772-798

1f chr17:37880213-37880287 753-769 2r chr17:37880984-37881061 771-797

2f chr17:37880954-37881033 770-788 3r chr17:37881377-37881453 857-882

3f chr17:37881325-37881402 839-865

KRAS 2f chr12:25380261-25380337 41-66 1r chr12:25398241-25398311 3-26

MET 4f chr7:116411879-116411954 981-998 4r chr7:116411927-116411997 989-1012

1f chr17:7579854-7579929 1-20 1r chr17:7579884-7579960 1-10

2f chr17:7579351-7579429 86-112 2r chr17:7579407-7579485 68-94

3f chr17:7578517-7578598 126-138 3r chr17:7578526-7578601 126-135

4f chr17:7578353-7578434 166-187 4r chr17:7578404-7578483 149-176

5f chr17:7578181-7578259 197-223 5r chr17:7578221-7578298 187-210

6f chr17:7577509-7577588 231-258 6r chr17:7577537-7577612 225-248

7f chr17:7577016-7577095 281-307 7r chr17:7577079-7577151 263-287

8f chr17:7573924-7574004 341-367 8r chr17:7573954-7574035 332-358

1r chr2:178098758-178098835 71-95

2r chr2:178098907-178098980 23-46

7r chr3:178936038-178936111 528-551

10r chr3:178952026-178952097 1028-1050

ALK

Gene name
 Cocktail-1 (f primer set)  Cocktail-2 (r primer set)

EGFR

ERBB2

TP53

NFE2L2

PIK3CA
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2-5．NOIR-SS 実験  

 

・アダプターの調製  

 【表 3】に示すオリゴを用いて，以下の手順でアダプターを調製した．な

お，アダプターは IDT 社から購入し，精製グレードは PAGE で入手した．  

 5 L の ionBATbluntSTxx（100 M），5 L の sp_trP1A04s (100 M)，0.5 L

の NE buffer2（New England Biolabs，以降 NEB と記載）を混合し，Applied 

Biosystems Veriti Thermal Cycler（Thermo）を用いて ramp speed 0.8%で 95℃

から 25℃に冷却した．アニーリング後，15 L の nuclease free water（NFW，

Thermo）を添加し，冷蔵（4℃）にて保存した．  

 

【表 3】アダプター合成のためのオリゴ一覧  

緑字部分は検体識別用インデックス配列（ 5 塩基），赤字部分は分子バーコード配列（ 12 塩基）

を示す．検体識別用のインデックス配列は 8 種類準備し，実験に用いた．*は Phosphorothioate Bond

を示す．  

 

 

 

 

・PCR プライマーカクテルの調製  

 【表 4】に示すオリゴおよび混合比率に従い，プライマーカクテルを調製

した．1st PCR は混合に用いる各オリゴの濃度を 100 M，2nd PCR は 10 M

とした．  

 

  

使用目的 オリゴ名 オリゴ配列 塩基数

ionBATbluntST01 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACAGTNNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

ionBATbluntST02 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGTANNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

ionBATbluntST05 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCATNNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

ionBATbluntST10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGACNNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

ionBATbluntST12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGATANNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

ionBATbluntST15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTATGNNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

ionBATbluntST18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACGANNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

ionBATbluntST24 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGACTNNNNNNNNNNNNGTACATATTGTCGTTAGCAT 67

adapter (antisense strand) sp_trP1A04s2 ATGCTAACGACAATATGTACATCACCGACTGCCCATAGAGAGGGATGAGATGG*T*T 57

adapter (sense strand)
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【表 4】PCR プライマーオリゴ一覧  

 

 

 

 

 

使用目的 オリゴ名
プライマーミックス

カクテル単位
プライマー
混合比率

オリゴ配列 塩基数

Universal adapter primer TPCRA - CCATCTCATCCCTGCGTGTC 20

ALK_TKIr_1f_out 1 GAGGGGTGAGGCAGTCTTTA 20

ALK_TKIr_2f_out 1 AGCAAAGACTGGTTCTCACTCACC 24

ALK_TKIr_3f_out 1 GATCAGGGCTTCCATGAGGAAATC 24

BRAF_2f_out 1 AGCCTCAATTCTTACCATCCAC 22

EGFR_4f_out 1 CCAGCTTGTGGAGCCTCTTA 20

EGFR_5f_out 1 CCAGTTAACGTCTTCCTTCTCTCTC 25

EGFR_8f_out_2 1 ACACCGCAGCATGTCAAGATCA 22

ERBB2_1f_out 1 TGGGGAGAATGTGAAAATTCCAGTG 25

ERBB2_2f_out 1 TTTGGGGGTGTGTGGTCTC 19

ERBB2_3f_out 1 CCATTCCAGGGGATGAGCTAC 21

KRAS_2f_out 1 CCCCAGTCCTCATGTACTGG 20

MET_4f_out 1 GGCCCATGATAGCCGTCTT 19

TP53_1f_out 1 CTGCCCTTCCAATGGATCCA 20

TP53_2f_out 1 AGACTTGGCTGTCCCAGAATG 21

TP53_3f_out 1 CAACCCACAGCTGCACAG 18

TP53_4f_out 1 GAATCAGAGGCCTGGGGAC 19

TP53_5f_out 1 ACCCCAGTTGCAAACCAGA 19

TP53_6f_out 1 CAAGTGGCTCCTGACCTGGA 20

TP53_7f_out 1 CACCGCTTCTTGTCCTGC 18

TP53_8f_out 1 CTAGGAAGGCAGGGGAGTAG 20

ALK_TKIr_2r_out 1 TTAAGATTTGCCCAGACTCAGCTC 24

EGFR_4r_out 1 CTGTGCCAGGGACCTTACCT 20

EGFR_5r_out 1 TGAGAAAAGGTGGGCCTGAG 20

EGFR_6r_out_2 1 GTCTTTGTGTTCCCGGACATAGT 23

ERBB2_2r_out 1 GAGGCAGCCATAGGGCATAA 20

ERBB2_3r_out 1 GCTCCTTGGTCCTTCACCTAA 21

KRAS_1r_out 1 GTCACATTTTCATTATTTTTATTATAAGGCCTGC 34

MET_4r_out 1 AGCTCGGTAGTCTACAGATTCATTTGA 27

TP53_1r_out 1 CCAGGGTTGGAAGTGTCTCA 20

TP53_2r_out 1 GTCCAGATGAAGCTCCCAGAA 21

TP53_3r_out 1 TTCTTTGCTGCCGTCTTCCA 20

TP53_4r_out 1 CCTGTGCAGCTGTGGGTT 18

TP53_5r_out 1 CCCAGGCCTCTGATTCCTCA 20

TP53_6r_out 1 CCTCATCTTGGGCCTGTGTT 20

TP53_7r_out 1 TCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAGT 27

TP53_8r_out 1 ACTTCTCCCCCTCCTCTGTT 20

PIK3CA_7r_out 1 	TCTCCATTTTAGCACTTACCTGTGACT 28

PIK3CA_10r_out 1 GTTTAATTGTGTGGAAGATCCAATCCATTTTTG 33

NFE2L2_1r_out 1 TCCAAAAGGAGCAAGAGAAAGC 22

NFE2L2_2r_out 1 TCTTAAACATAGGACATGGATTTGATTGAC 30

1st PCR cocktail-1

1st PCR gene-specific primer

1st PCR cocktail-2

使用目的 オリゴ名
プライマーミックス

カクテル単位
プライマー
混合比率

オリゴ配列 塩基数

ALK_TKIr_1f_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGTGAGGCAGTCTTTACTCACCT 45

ALK_TKIr_2f_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGTTCTCACTCACCGGGC 41

ALK_TKIr_3f_ne_trP1 2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGCTTCCATGAGGAAATCCAGT 45

BRAF_2f_ne_trP1 1.6 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCACAAAATGGATCCAGACAACTGT 48

EGFR_4f_ne_trP1 0.8 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTGTGGAGCCTCTTACACCCA 43

EGFR_8f_ne_trP1_2 2.5 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCGCAGCATGTCAAGATCACAG 44

ERBB2_2f_ne_trP1 1.6 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGGTGTGTGGTCTCCCATAC 43

KRAS_2f_ne_trP1 1.8 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCCTCATGTACTGGTCCCTCATT 46

MET_4f_ne_trP1 1.8 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCCATGATAGCCGTCTTTAACAAG 47

TP53_2f_ne_trP1 1.8 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGCTGTCCCAGAATGCAAGAA 44

TP53_8f_ne_trP1 2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGAAGGGGCTGAGGTCACT 42

EGFR_5f_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATACGTCTTCCTTCTCTCTCTGTCA 46

ERBB2_1f_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGAATGTGAAAATTCCAGTGGCCATC 48

ERBB2_3f_ne_trP1 0.8 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGATGAGCTACCTGGAGGATGT 45

TP53_1f_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCCACTCACAGTTTCCATAGGTCT 47

TP53_3f_ne_trP1 2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTGCACAGGGCAGGTCTTG 41

TP53_4f_ne_trP1 1.3 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATACCAGCCCTGTCGTCTCT 41

TP53_5f_ne_trP1 1.2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCAGTTGCAAACCAGACCTCA 44

TP53_6f_ne_trP1 1.3 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGCTCCTGACCTGGAGTCTT 43

TP53_7f_ne_trP1 1.2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCGCTTCTTGTCCTGCTTGCT 43

ALK_TKIr_2r_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTGCCCAGACTCAGCTCAGTTA 44

EGFR_4r_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGTGCCAGGGACCTTACCTTATAC 46

EGFR_5r_ne_trP1 0.8 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTGAGGTTCAGAGCCATGGA 43

KRAS_1r_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTTATTATAAGGCCTGCTGAAAATGACTG 52

MET_4r_ne_trP1 0.8 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCGGTAGTCTACAGATTCATTTGAAACCAT 52

NFE2L2_1r_ne 1.2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAAAAGGAGCAAGAGAAAGCCTT 45

NFE2L2_2r_ne 1.4 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAACATAGGACATGGATTTGATTGACA 49

PIK3CA_7r_ne 1.4 	CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCATTTTAGCACTTACCTGTGACTCCA 50

PIK3CA_10r_ne 1.4 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGTGGAAGATCCAATCCATTTTTGTTGTC 51

EGFR_6r_ne_trP1_2 2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGTGTTCCCGGACATAGTCCAG 44

ERBB2_2r_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGCCATAGGGCATAAGCTGTGTC 45

ERBB2_3r_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCTTGGTCCTTCACCTAACCTTG 46

TP53_1r_ne_trP1 1.2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGTTGGAAGTGTCTCATGCTGGAT 46

TP53_2r_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGATGAAGCTCCCAGAATGCCA 44

TP53_3r_ne_trP1 2.5 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCGTCTTCCAGTTGCTTTATCTGT 47

TP53_4r_ne_trP1 1.4 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGTGCAGCTGTGGGTTGATTC 43

TP53_5r_ne_trP1 1.2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAGGCCTCTGATTCCTCACTGAT 45

TP53_6r_ne_trP1 1.3 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTCATCTTGGGCCTGTGTTATCTC 47

TP53_7r_ne_trP1 1.2 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTCTCTTTTCCTATCCTGAGTAGTGGT 50

TP53_8r_ne_trP1 1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCCCCTCCTCTGTTGCTGC 41

2nd PCR cocktail-4

（1st PCR cocktail-2産物

のうち，増幅効率の良い
アンプリコンを対象とした

カクテル）

2nd PCR nested primer

2nd PCR cocktail-1

（1st PCR cocktail-1産物

のうち，増幅効率の悪
いアンプリコンを対象
としたカクテル）

2nd PCR cocktail-2

（1st PCR cocktail-1産物

のうち，増幅効率の良
いアンプリコンを対象
としたカクテル）

2nd PCR cocktail-3

（1st PCR cocktail-2産物

のうち，増幅効率の悪
いアンプリコンを対象
としたカクテル）
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・DNA 末端処理反応  

 以下のレシピで末端処理反応プレミックス液を調製した．  

  

NFW (Thermo)    3.9 L 

10x ER Buffer   (NEB)   3.0 L 

4 U/L T4 DNA Pol (TAKARA)  1.2 L 

10 U/L T4 PNK (NEB)   1.5 L 

KOD DNA polymerase (TOYOBO)  0.4 L 

-------------------------------------------------------------  

      10.0 L 

  

10 μL の末端処理反応プレミックス液と 20 μL の ccfDNA 検体を混合し，

25 ℃で 30 分間保温後，75 ℃で 20 分間保温した．  

  

・アダプターライゲーション  

 以下のレシピでライゲーション反応プレミックス液を調製した．  

  

NFW (Thermo)    3.0 L 

10x T4DNA Lig. Buffer (NEB)  1.0 L 

High conc. T4 DNA ligase (NEB)  2.0 L 

-------------------------------------------------------------  

      6.0 L 

 

4 L の 20 M アダプターを末端処理反応液に加えた．攪拌およびスピン

ダウンの後，ライゲーション反応プレミックス液  6 μL を末端処理反応液に

加えた．攪拌およびスピンダウンの後，25 ℃で 15 分間保温した．反応後，

直ちに氷上に移動した．  

 

・ライゲーション産物の精製  

 ライゲーション反応液に 48 L の AMPure XP（Beckman Coulter）を加え，

ピペッティングで 20 回攪拌し，室温に 5 分間放置した．マグネットプレー

ト上に 5 分間放置し，上清を除去した後，150 L の 75% EtOH で洗浄を行っ

た．室温で 5 分間風乾した後，30 L の NFW を加え，ピペッティングで 20

回攪拌し，室温に 3 分間放置した．マグネットプレート上に 3 分間放置し，

上清を新しいチューブに移した．36 L の AMPure XP を加え，ピペッティン

グで 20 回攪拌し，室温に 5 分間放置した．マグネットプレート上に 3 分間

放置し，上清を除去した後，150 L の 75% EtOH で 2 回洗浄を行った．室温

で 5 分間風乾した後，15 L の NFW を加え，ピペッティングで 20 回攪拌し
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た．  

 

・単鎖増幅反応  

 以下のレシピで単鎖増幅反応プレミックス液を調製した．  

  

NFW (Thermo)     3.9 L 

5x Q5 Reaction Buffer (NEB)    6.0 L 

2 mM dNTP (TOYOBO)     3.0 L 

100 M 1st PCR primer mix (cocktail -1 or 2)  1.8 L 

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) 0.3 L 

------------------------------------------------------------- ------- 

       15.0 L 

  

15 L のビーズ液（ライゲーション産物精製液）と 15 L の単鎖増幅反応

プレミックス液を混合し，ピペッティングで 20 回攪拌し，室温に 5 分間放

置した．マグネットプレート上に 3 分間放置し，上清を新しいチューブに移

した．Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700（Thermo）を用いて，

98 ℃で 30 秒間保温後，熱変性反応を 98 ℃で 10 秒間，アニーリング・伸長

反応を 65 ℃で 2 分間にて，15 サイクルの単鎖増幅反応を行った．  

 

・PCR 反応（1st PCR）  

単鎖増幅反応液に 1.8 L の 100 M ユニバーサルアダプタープライマー

（【表 4】のオリゴ名 T_PCR_A）を加え，攪拌，スピンダウンした．Applied 

Biosystems GeneAmp PCR System 9700 を用いて，熱変性反応を 98 ℃で 10 秒

間，アニーリング反応を 65 ℃で 30 秒間，伸長反応を 72 ℃で 30 秒間にて，

15 サイクルの PCR 反応を行った．  

 

・1st PCR 産物の精製  

 1st PCR 反応液に 37.5 L の AMPure XP を加え，ピペッティングで 20 回

攪拌し，室温に 5 分間放置した．マグネットプレート上に 3 分間放置し，上

清を除去した後，150 L の 75% EtOH で 2 回洗浄を行った．室温で 5 分間

風乾した後，20 L の 0.1 x TE（DOJINDO）を加え，ピペッティングで 20 回

攪拌し，室温に 2 分間放置した．マグネットプレート上に 2 分間放置し，上

清を新しいチューブに移した．  

 

・PCR 反応（2nd PCR：nested PCR）  

 以下のレシピで 2nd PCR 反応プレミックス液を調製した．  
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NFW (Thermo)      10.2 L 

10x High Fidelity Buffer (Thermo)    2.0 L 

2 mM dNTP (TOYOBO)      2.0 L 

50 mM MgSO4 (Thermo)      0.8 L 

10 μM universal adapter primer (T_PCR_A)    1.0 L 

2nd PCR primer mix (cocktail-1, 2, 3, 4)    1.0 L 

Plutinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo)  0.08 L 

---------------------------------------------------------------------------- 

        17.08 L 

 

3 L の精製後 1st PCR 反応液と 17 L の 2nd PCR 反応プレミックス液を混

合し，攪拌し，スピンダウンした．Applied Biosystems GeneAmp PCR System 

9700 を用いて，95℃で 2 分間保温後，熱変性反応を 95 ℃で 15 秒間，アニ

ーリング・伸長反応を 63 ℃で 1 分間にて，増幅効率の悪いプライマーカク

テルである cocktail-1,3 については 30 サイクル，増幅効率の良いプライマー

カクテルである cocktail-2,4 については 25 サイクルで PCR 反応を行った．  

 

・PCR 産物（ネスト）の精製  

 2nd PCR 反応液に 24 L の AMPure XP を加え，ピペッティングで 20 回攪

拌し，室温に 5 分間放置した．マグネットプレート上に 3 分間放置し，上清

を除去した後，100 L の 75% EtOH で 2 回洗浄を行った．室温で 5 分間風

乾した後，20 L の 0.1 x TE を加え，ピペッティングで 20 回攪拌し，室温

に 2 分間放置した．マグネットプレート上に 2 分間放置し，上清を新しいチ

ューブに移した（NGS ライブラリの合成完了）．  

 

・調製 NGS ライブラリの濃度測定および濃度調整  

 Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit および Qubit 2.0 Fluorometer あるい

は，Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit（Thermo）および蛍光プレートリー

ダーTriStar2 LB942（Berthold Technologies）を用いて，調製 NGS ライブラリ

の濃度測定を行った．測定はライブラリ調製液 1 L を用い，キットのマニ

ュアルに従い行った．  

 得られた dsDNA 濃度から，産物の長さを平均 250 bp としてライブラリ調

製液のモル濃度を算出した．得られた濃度をもとに各ライブラリ調製液から

0.01pmol ずつ分取し，16 ライブラリ分を pool したのち，NFW を添加し，濃

度を 1 nM に調整し，次世代シーケンサーでの DNA シーケンス実験まで冷

蔵（4℃）にて保管した．  

 

・次世代シーケンサーによる DNA 配列読み取り  
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NOIR-SS ライブラリのシーケンス実験は，共同研究先である株式会社Ｄ

ＮＡチップ研究所にて行った．シーケンスは， Ion Torrent Next-Generation 

Sequencing Ion Chef™ System および Ion Torrent™ Ion S5 Sequencer， Ion 540 

Chip（いずれも Thermo）を用いて行った．操作は Ion シーケンシングシス

テムの操作マニュアルに従って行った．  

 

 

2-6．NOIR-SS 解析  

 

 NOIR-SS の解析は，Kukita らの先行論文 60,61 に従い行った．概略は以下

のとおりである．  

 

①シーケンサーから得られた生リードファイル（FASTQ format）の各リード

配列情報に対して，5 塩基の個人識別タグ配列を対応させ，検体情報を付加

した．  

②個人識別タグ配列とアダプター内のスペーサー配列の間の配列を分子バ

ーコード配列として抽出した．  

③各リードのスペーサー配列以降の配列（> 50 塩基以上）について，BWA-

MEM90（version 0.6.2）を用いて，NOIR-SS ターゲット領域（【表 2】参照）

にマッピングし，アライメント情報を得た．この際，マッピングされた塩基

が 40 塩基未満であったリードは除外した．  

④同一の分子バーコードを有するリードをグルーピングし，分子バーコード

あたりのリード数を集計した．  

⑤さらに分子バーコードあたりのリード数とエラーを含まない分子バーコ

ードの割合をプロットし，エラーを含まない分子バーコードの割合が 90%未

満のフラクションを除去した．  

⑥エラーバーコードフラクションを除去したリードについて，VarScan91

（version 2.2.11）を用いて，同一分子バーコードを有するリードのコンセン

サス配列を作成した．各塩基について，  85%以上のリードで共通したもの

をコンセンサス塩基と判定した．  

⑦コンセンサス配列の FASTQ ファイルを作成し，リファレンス配列にマッ

ピングし（BWA-MEM）した．  

⑧マッピングデータから，SAMtools（version 0.1.18）および VarScan2 を用

いて，ターゲット領域の遺伝子変異情報（VCF ファイル）を得た．  

⑨VCF ファイルから各塩基位置での解析分子数の情報（リファレンス／変

異塩基数）を抽出した．  

⑩ターゲット領域の広さ，リード数，エラー率から，ポアソン分布モデルに

より得られた変異が偽陽性である確率（P 値）を算出した．本研究では P = 
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10-4 を変異判定閾値として設定した．得られた変異のうち，Common SNP に

該当する変異は解析から除外した．  

⑪検出された変異に CV78 フィルター 61 を適用し，腫瘍由来変異の濃縮を行

った．腫瘍遺伝子変異データベース COSMIC version 78 に登録がない変異，

および登録数が少ないもの（1 以下，TP53 のみ 9 以下）を腫瘍特異的変異で

はないとして，検出変異リストから除去した．   

 

 

2-7．統計解析  

  

 統計解析は，統計解析環境 R（version 3.6.2），Microsoft Excel もしくは

Stata/IC（version 16.1，StataCorp） を用いて行った．用いた統計検定手法に

ついては各結果の項に記載した．特に記載のない場合，p < 0.05 を有意差あ

りと判定した．  
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第３章 結果  

 

3-1．NOIR-SS 肺癌パネルのデザインと検体カバー率の推定  

  

本研究は NSCLC 患者を対象とするため，NSCLC で頻度の高い変異を重

点的にカバーした NOIR-SS 肺癌パネルを設計した．パネルデザインは【表

2】に示した．  

次に，設計した NOIR-SS 肺癌パネルがどれだけの割合の NSCLC 症例の体

細胞変異が検出可能かを推定すべく，がん関連体細胞変異データベース

COSMIC より原発巣手術検体 1451 検体（いずれも何らかの遺伝子に変異を

有する検体）の変異データを取得し，解析した．結果，NOIR-SS 肺癌パネル

がカバーする領域に変異が認められた検体は 82.1%（1191/1451）であった．  

 

 

3-2．NOIR-SS 肺癌パネルの変異検出性能の確認  

  

NOIR-SS 肺癌パネルの変異検出性能について，変異率が明らかな市販の

標準 ccfDNA 検体を用いて評価した．EGFR p.T790M（COSMIC ID：COSM6240） 

および PIK3CA p.E545K（COSM763）の 2 種類について，変異率 0.1，1，5%

の 3 検体を用いた NOIR-SS 解析を行い，変異検出を試みた．結果，いずれ

の変異も 0.1%まで検出可能であった【表 5】．   

 

 

【表 5】標準 ccfDNA 検体の変異検出結果  

 

 

 

  

変異の種類 標準検体の変異率 変異分子数 全分子数 変異率
0.10% 8 4505 0.18%

1.00% 19 2094 0.91%

5.00% 139 2632 5.28%

0.10% 3 640 0.47%

1.00% 10 282 3.55%

5.00% 14 243 5.76%

NOIR-SS測定結果

EGFR p.T790M

(COSM6240)

PIK3CA p.E545K

(COSM763)
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3-3．検体背景  

 

 本研究への参加に同意し，登録された NSCLC 患者は全 30 例であった．

被験者の臨床背景を【表 6】に示す．   

 

【表 6】本研究に登録された 30 症例の臨床背景  

 

 

 

30 例の被験者の平均年齢は 66.1±8.7 歳で，男性が多く，全体の 76.7%を

占めた．肺癌と診断されてからの平均罹病期間は 1.9 年であった．肺癌診断

時の組織型は腺癌が多く 76.7%であった．ステージは 28 例でステージⅢ以

上であった．肺癌診断時のドライバー遺伝子検査では，EGFR 遺伝子変異，

anaplastic lymphoma kinase（ALK）融合遺伝子それぞれ 2 例ずつが確認され

ていた．喫煙歴は 80%，喫煙歴がある患者のブリンクマンインデックス（1

日当たりの喫煙本数×喫煙年数）の平均は 958±371 であった．ニボルマブ

開始時の腫瘍径の平均は 56.4±45.9 mm であった．肺癌診断以降，ニボルマ

ブ治療導入までの過去治療レジメン数は 1-3 種類が多く，全体の 8 割を占め

た．中には 5 レジメン以上の治療を受けている症例も存在した．  

 

 

項目 調査時期 指標

年齢 ニボルマブ治療開始時 平均±標準偏差（歳）

性別 ニボルマブ治療開始時 男性（%） 23 (76.7%)

罹病期間 ニボルマブ治療開始時 平均±標準偏差（年）

組織型 肺癌治療開始時 腺癌 23 (76.7%)

扁平上皮癌 6 (20.0%)

不明 1 (3.3%)

ステージ 肺癌治療開始時 ⅡB 2 (6.7%)

ⅢA 5 (16.7%)

ⅢC 1 (3.3%)

ⅣA 22 (73.0%)

EGFR遺伝子変異（腫瘍組織） 肺癌治療開始時 エクソン19欠損 2 (6.7%)

陰性 26 (86.7%)

不明 2 (6.7%)

ALK融合遺伝子（腫瘍組織） 肺癌治療開始時 陽性 2 (6.7%)

陰性 25 (83.3%)

不明 3 (10.0%)

喫煙歴 肺癌治療開始時 あり（%） 24 (80.0%)

ブリンクマンインデックス 肺癌治療開始時 喫煙歴ありの平均±標準偏差

腫瘍径（sum of diameters） ニボルマブ治療開始時 平均±標準偏差（mm）

過去治療レジメン数 ニボルマブ治療開始時 1種類 13 (43.3%)

2種類 7 (23.3%)

3種類 4 (13.3%)

4種類 2 (6.7%)

5種類 1 (3.3%)

7種類 2 (6.7%)

10種類 1 (3.3%)

66.1±8.7

被験者数（割合）
または平均値

56.4±45.9

958±371

1.9±1.9
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3-4．ニボルマブ治療成績  

 

 治療効果の指標として，客観的腫瘍縮小効果（objective response：OR）と

無憎悪生存期間（progression free survival：PFS），全生存期間（overall survival：

OS）を調査した．  

OR は CT 画像による腫瘍の大きさによる評価であり，完全奏功（ complete 

response：CR，すべての標的病変が消失），部分奏功（partial response：PR，

標的病変の最長径の和が 30%以上減少），進行（progressive disease：PD，標

的病変の最長径の和が 20%以上増加），安定（ stable disease：SD，PR と PD

の間），評価不能（Not evaluable：NE，副作用等の何らかの事情により病巣

の評価を未施行）の 5 段階に分類される．PFS は治療開始後，がんが進行せ

ず安定した状態であった期間，OS は治療開始後死亡するまでの期間を示す．

治療効果として，臨床において最も重要視されるのは OS である．OS を知

るための早期サロゲートマーカーとして PFS が活用される．  

 試験登録 30 例の OR は，CR が 3 例（10.0%），PR が 6 例（20.0%），PD が

16 例（53.3%），SD が 3 例（10.0%），NE が 2 例（6.7%）であった．客観的

奏効率（objective response rate：ORR，全投与例のうち CR あるいは PR だっ

た症例数の割合）は 30.0%（9/30）であった．NE の 2 例は，副作用が生じた

症例であり，それぞれ脳梗塞，アナフィラキシーにより 1 回でニボルマブの

投薬が中止された症例であった．  

 生存時間分析による PFS の中央値は 1.4 か月（95% 信頼区間（CI）：1.1, 

6.1），OS の中央値は 14.2 か月（95% CI：11.8, 25.6）であった【図 5】．  

 

【図 5】ニボルマブ治療 30 例の PFS および OS 

点線は 95%信頼区間（CI）を示す．PFS の中央値は 1.4 か月（ 95% CI： 1.1,  6.1），OS の中央値

は 14.2 か月（ 95% CI： 11.8,  25.6）．統計解析環境 R の survival パッケージを用いて解析した．  
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3-5． ccfDNA 量の経時的変化  

 

 各被験者から，ニボルマブ治療開始前，治療後 4 時間，2 日，8 日，15 日，

29 日の全 6 ポイントで採血を行った．一部の被験者において臨床現場での

検体取り忘れ，研究の中止などの理由で検体欠損が発生したため，最終的に

実験がスタートできた血液（血漿）検体は全 173 検体であった．これら血液

検体すべてについて ccfDNA の精製・取得に成功した．得られた ccfDNA 量

は 2 本鎖 DNA 量の測定が可能な QUBIT 法（蛍光法）で定量した．本研究は

ccfDNA ではなく，あくまで ctDNA にフォーカスを当てた研究であるが，

ICIs 投与後の ccfDNA 量をこれほど厳密に調べたスタディはこれまでに存

在しないため，参考情報としてその結果を【表 7】に示した．  

  

【表 7】抽出 ccfDNA 量一覧  

 血漿から得られた各タイムポイントの ccfDNA 量を被験者ごとに示した．数値は血漿 1 mL あた

りの DNA 量（ ng）を示す．表の左部には参考のためニボルマブの治療成績を記載した．序論でも

触れたが， ccfDNA は腫瘍細胞由来の DNA だけでなく正常細胞由来の DNA も含めた血漿中遊離

DNA を示すため，データ理解の際は注意されたい． ”missing”は検体の欠損を示す．  

 

 

 副作用で OR が NE となった 2 症例（被験者 No.9 と No.21）において特徴

的な ccfDNA 動態が確認された．被験者 No.9 は，ニボルマブ治療前の ccfDNA

が他の被験者と比べて顕著な高値を示した．治療 2 日後にはさらに約 2 倍の

増加が認められ，その後 7 日目で脳梗塞が確認され，研究中止に至った

（ccfDNA 採血は 7 日目が最終）．   

 一方，被験者 No.21 は，ニボルマブ治療前の値は他の被験者と変わりなか

ったが，治療 4 時間後に ccfDNA 量の顕著な増加を認めた．この症例は投与

直後にアナフィラキシーを発症し，試験中止となっていた．  

  

被験者No. 判定月 効果判定 判定月 イベント 判定月 イベント 治療前 治療4時間 治療2日 治療8日 治療15日 治療29日

1 0.9 PD 0.9 憎悪 11.7 死亡 26.8 13.4 20.9 52.0 23.3 21.0

2 3.8 PD 3.8 憎悪 13.8 死亡 15.3 11.1 17.9 16.7 25.3 12.1

3 6.5 PR 6.5 憎悪 47.9 死亡 16.5 10.7 22.3 13.5 10.9 11.4

4 9.8 PR 9.8 憎悪 34.5 死亡 10.3 7.6 9.0 10.0 10.3 8.4

5 0.5 PD 0.5 憎悪 15.6 死亡 10.3 10.9 11.4 17.0 11.3 missing

6 1.4 PD 1.4 憎悪 14.6 死亡 7.9 7.9 7.6 8.1 7.1 7.6

7 3.5 SD 3.5 憎悪 8.9 死亡 8.4 9.3 9.6 12.3 16.2 13.0

8 44.8 CR 44.8 憎悪 50.4 生存 14.8 12.5 17.0 18.4 16.0 17.8

9 0.2 NE （副作用：脳梗塞） 0.2 憎悪 1.4 死亡 84.5 81.5 188.0 101.0 missing missing

10 15.2 SD 15.2 憎悪 25.6 死亡 16.0 10.4 13.7 13.5 23.3 18.0

11 1.1 PD 1.1 憎悪 4.3 死亡 20.7 17.7 missing 23.7 19.7 29.8

12 6.6 PR 6.6 憎悪 12.3 死亡 24.1 25.8 29.3 24.0 28.8 19.0

13 14.5 PR 14.5 憎悪 48.0 死亡 17.9 22.2 21.9 14.2 19.0 13.2

14 6.1 PR 6.1 憎悪 20.9 死亡 15.0 12.4 15.3 19.1 15.8 missing

15 0.6 PD 0.6 憎悪 11.8 死亡 15.0 11.4 18.6 18.5 22.8 21.6

16 1.1 PD 1.1 憎悪 21.8 死亡 10.8 9.2 20.4 14.3 12.4 11.8

17 5.9 PR 5.9 憎悪 24.4 死亡 16.7 12.9 15.2 15.8 16.1 17.6

18 0.7 PD 0.7 憎悪 5.4 死亡 17.8 19.1 22.2 25.3 17.3 missing

19 1.1 PD 1.1 憎悪 12.4 死亡 13.3 12.0 missing 13.5 15.5 12.3

20 2.6 PD 2.6 憎悪 47.1 生存 13.9 9.9 12.9 20.7 14.3 19.2

21 0.0 NE （副作用：アナフィラキシー） 0.0 憎悪 11.6 死亡 14.6 122.0 36.0 25.3 16.7 22.0

22 1.4 PD 1.4 憎悪 4.7 死亡 25.9 16.2 22.3 32.4 26.6 24.8

23 0.7 PD 0.7 憎悪 10.2 死亡 13.8 10.8 14.4 25.0 39.8 28.0

24 unknown CR 45.1 未憎悪 45.1 生存 21.3 15.2 20.9 21.7 23.3 22.0

25 32.7 CR 32.7 憎悪 44.9 生存 15.5 15.3 11.9 17.9 27.1 31.7

26 3.1 SD 3.1 憎悪 30.9 死亡 15.4 22.8 16.9 15.8 15.2 12.1

27 1.0 PD 1.0 憎悪 7.2 死亡 19.8 15.0 17.6 26.5 28.3 25.5

28 1.0 PD 1.0 憎悪 1.7 死亡 16.6 17.5 15.2 52.0 47.5 37.8

29 1.4 PD 1.4 憎悪 14.5 死亡 32.0 25.8 28.0 35.7 33.4 26.9

30 0.9 PD 0.9 憎悪 12.9 死亡 20.2 15.5 15.7 17.8 19.7 34.3

OR PFS OS ccfDNA (ng /mL plasma)
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3-6．ニボルマブ投薬履歴の確認と解析症例の選別  

 

本研究ではニボルマブ治療開始 1 か月の ctDNA 動態に注目するため，そ

の間の投薬状況（通常 2 週間に 1 回）が結果に影響を与えると考えられた．

治療開始 1 か月のニボルマブの投薬情報の確認結果を【表 8】に示す．  

 

【表 8】ニボルマブ投与履歴  

 ニボルマブ投与 1 か月まで（ 2 回目まで）の投与履歴をまとめた．ニボルマブは 2 週間に 1 回

の投薬のため，1 回目と 2 回目の間隔に逸脱がないかを確認した．期待値である 14 日を大きく超

える症例（> 30 日）は，  解析から除外することとした．  

 

 

 

 

ニボルマブの投薬が 1 回のみの被験者は 7 例存在した．前述した OR が

NE の症例 2 例（被験者 No.9，21）に加え，副作用が原因で No.15，18 が，

病勢進行（PD）で No.5，27，28 が該当した．また，ニボルマブ投与 1 回目

と 2 回目の間隔に逸脱が認められた症例（>30 日）は 2 例（No.10，11）存

在した．  

 

これらニボルマブ治療開始 1 か月内に投薬の逸脱が認められた 9 例は以

被験者No.
ニボルマブ
投与1回目

ニボルマブ
投与2回目

1回目投与と2回目

投与の間隔（日）
終了理由 ctDNA時系列解析の可否

1 2016/2/10 2016/2/26 16 可

2 2016/2/10 2016/2/25 15 可

3 2016/2/10 2016/2/26 16 可

4 2016/2/17 2016/3/2 14 可

5 2016/2/17 PD（RECIST） 不可

6 2016/2/17 2016/3/4 16 可

7 2016/2/23 2016/3/9 15 可

8 2016/2/25 2016/3/11 15 可

9 2016/2/25 AE中止（脳梗塞） 不可

10 2016/3/8 2016/5/12 65 不可

11 2016/3/17 2016/4/20 34 不可

12 2016/3/29 2016/4/13 15 可

13 2016/3/31 2016/4/22 22 可

14 2016/4/5 2016/4/20 15 可

15 2016/4/19 AE中止（肝障害） 不可

16 2016/5/6 2016/5/19 13 可

17 2016/5/9 2016/5/25 16 可

18 2016/5/9 AE中止（癌性リンパ管症） 不可

19 2016/6/3 2016/6/17 14 可

20 2016/6/6 2016/6/20 14 可

21 2016/7/12 AE（アナフィラキシー） 不可

22 2016/6/28 2016/7/13 15 可

23 2016/7/6 2016/7/20 14 可

24 2016/7/20 2016/8/4 15 可

25 2016/8/16 2016/8/30 14 可

26 2016/9/6 2016/9/20 14 可

27 2016/9/13 PD（RECIST） 不可

28 2016/9/27 PD（RECIST） 不可

29 2016/9/29 2016/10/14 15 可

30 2016/10/6 2016/10/20 14 可
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降の解析から除外することとした．解析対象 21 例の被験者の臨床背景を【表

9】に示す．  

 

【表 9】解析対象 21 症例の臨床背景  

 

 

 本研究の解析対象として選別された 21 例の被験者の臨床背景は選別前

【表 6】とほぼ同等であったが，選別前に 4 例存在した過去治療レジメン数

が 5 種類以上の症例は脱落していた．  

  

  

項目 調査時期 指標

年齢 ニボルマブ治療開始時 平均±標準偏差（歳）

性別 ニボルマブ治療開始時 男性（%） 18 (85.7%)

罹病期間 ニボルマブ治療開始時 平均±標準偏差（年）

組織型 肺癌治療開始時 腺癌 17 (81.0%)

扁平上皮癌 4 (19.0%)

ステージ 肺癌治療開始時 ⅡB 2 (9.5%)

ⅢA 4 (19.0%)

ⅢC 1 (4.8%)

ⅣA 14 (66.7%)

EGFR遺伝子変異（腫瘍組織） 肺癌治療開始時 エクソン19欠損 1 (4.8%)

陰性 18 (85.7%)

不明 2 (9.5%)

ALK融合遺伝子（腫瘍組織） 肺癌治療開始時 陽性 2 (9.5%)

陰性 16 (76.2%)

不明 3 (14.3%)

喫煙歴 肺癌治療開始時 あり（%） 18 (85.7%)

ブリンクマンインデックス 肺癌治療開始時 喫煙歴ありの平均±標準偏差

腫瘍径（sum of diameters） ニボルマブ治療開始時 平均±標準偏差（mm）

過去治療レジメン数 ニボルマブ治療開始時 1種類 8 (38.1%)

2種類 7 (33.3%)

3種類 4 (19.0%)

4種類 2 (9.5%)

被験者数（割合）
または平均値

65.8±8.6

43.7±18.3

995±332

1.8±1.9
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次に解析対象 21 例のニボルマブの治療効果を再集計した．OR について

は，CR が 3 例（14.3%），PR が 6 例（28.6%），PD が 10 例（47.6%），SD が

2 例（9.5%）で，ORR は 42.9%であった．また，PFS，OS の生存時間分析で

は，PFS の中央値は 3.5 か月（95% 信頼区間（CI）：1.4, 9.8），OS の中央値

は 20.9 か月（95% CI：12.9, 未到達）であった【図 6】．  

 

 

 

【図 6】ニボルマブ治療開始後 1 か月の投薬が逸脱なく行われた 21 例のニ

ボルマブ治療の PFS および OS 

 点線は 95%信頼区間（CI）を示す．PFS の中央値は 3.5 か月（ 95% CI：1.4, 9.8），OS の中央値は

20.9 か月（ 95% CI： 12.9, 未到達）．統計解析環境 R の survival パッケージを用いて解析した．  
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3-7． ctDNA の検出結果および経時的変化の概観  

  

 3-6 で解析対象とされた 21 例について，NOIR-SS 法にて ccfDNA 中の遺

伝子変異を検出し，CV78 フィルター 61（1-4-2，および 2-6 項参照）にて腫

瘍由来変異の濃縮を行った．一連の解析の結果検出された全遺伝子変異

（ctDNA）を【表 10】に示した．   

 

 

【表 10】検出された ctDNA の一覧  

 “missing”は検体の欠損を示す．全 21 症例中，ニボルマブ治療 1 か月まで ctDNA が一度も検出

されなかった症例が 5 例（うち 2 例は検体の欠損あり）存在した．  

 

 

検体欠損が認められた 2 例を除いた 19 例中、治療 29 日までになんらか

被験者No. 遺伝子 Mutation (AA) COSMIC ID 治療前 治療4時間 治療2日 治療8日 治療15日 治療29日

1 BRAF p.V600E COSM476 0 1.7 0 0 0 0

KRAS p.G12V COSM520 0 0 1.1 0 0 0

TP53 p.R248W COSM10656 0 0.5 0 0 0 0

EGFR p.L858R COSM6224 0.9 2.2 1.6 1.9 0.3 0

EGFR p.T790M COSM6240 0.3 1.2 0 0.4 0.4 0

TP53 p.C135R COSM10684 0 0 0 0 0.4 0

TP53 p.V274F COSM10769 1.7 3 1.2 2.8 0 0

NFE2L2 p.E82D COSM251434 0 0 0.7 0 0 0

TP53 p.R283C COSM10911 0 0 0 0.4 0 0

PIK3CA p.H1047Q COSM24714 0 0 0 0 0 0.5

TP53 p.P190L COSM43657 0.5 0 1.4 0 0.5 0.4

ERBB2 p.R868W COSM289684 0 0 0 0.5 0 0

KRAS p.G13= COSM537 0.5 0 0 0 0 0

TP53 p.C135R COSM10684 0 0 0.8 0 0 0

TP53 p.R282G COSM10992 5.4 2.4 3.5 4.8 3.1 3.3

TP53 p.P278H COSM43755 0 0 0 1.1 0 0

8 TP53 p.H179R COSM10889 0 0.5 0 0 0 0

NFE2L2 p.R34Q COSM132849 0 0 0.4 0 0 0

TP53 p.R273L COSM10779 6.2 4.9 3.9 4.4 4.8 4.8

PIK3CA p.R537* COSM5613080 0 0 0 0.4 0 0

TP53 p.Y220C COSM10758 4.4 4.6 5.6 6.2 6.9 0

TP53 p.C277Y COSM43737 0.5 0 0 0 0 0

TP53 p.S127Y COSM43970 0 0 0 0.5 0 0

14 変異検出なし - - - - - - - missing

16 変異検出なし - - - - - - - -

KRAS p.V14I COSM12722 0 0 0 0.3 0 0

KRAS p.G12C COSM516 0 0 1 0 0 0

NFE2L2 p.D29H COSM124736 0 0 0 0 0.5 0

TP53 p.C135R COSM10684 0.3 0 0 0 0 0

TP53 p.P278L COSM10863 0 0 0 0.7 0 0

TP53 p.G245S COSM6932 0 0.5 0 0 0.2 0.6

19 変異検出なし - - - - missing - - -

20 変異検出なし - - - - - - - -

KRAS p.G12D COSM521 0.6 0.5 0 0.5 2.2 0.9

PIK3CA p.N1044S COSM22541 0 0 0 0 0.4 0

BRAF p.R603* COSM33729 0 0 0.6 0 0 0

KRAS p.G12C COSM516 0.5 0 0 0.4 0 0.8

24 変異検出なし - - - - - - - -

TP53 p.R175H COSM10648 0 0 0 0 0.4 0

TP53 p.G245S COSM6932 0 0 0 0.3 0 0

KRAS p.A11= COSM328030 0 0 0.4 0 0 0

PIK3CA p.E545K COSM763 4.2 7.8 12.6 1.7 0.9 1

TP53 p.R175H COSM10648 0 0.5 0 0 0 0

TP53 p.P278A COSM10814 2.3 2 5.4 0 0 0

TP53 p.Y126N COSM44380 0 0 0 0 0.7 0.4

TP53 p.S241F COSM10812 0 0 0.4 0 0 0

TP53 p.C277Y COSM43737 0 0 0 0 0 0.4

TP53 c.673-1G>T (splicesite) COSM45135 20 20.2 25 20.1 17.6 20.4

30 TP53 p.G245V COSM11196 1.7 0.8 1.3 0 0.4 0.6

7

変異率（%）

2

3

4

6

26

29

12

13

17

22

23

25
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の変異（ctDNA）が検出された症例は 16 例（84.2%）であった。検出された

変異の数は 1～6 か所で、個人差が認められた。  

 

次に，ニボルマブ治療 1 か月までに検出された ctDNA の変異率の頻度分

布を確認した【図 7】．  

 

 

 

【図 7】検出された ctDNA の変異率の頻度分布  

A：ニボルマブ投与前から投与 29 日後のすべてのタイムポイントのデータを合わせた場合の

ctDNA 変異率の頻度分布， B：投与前から投与 29 日後のすべてのタイムポイントの変異率と

percentile のプロット．C-H：各タイムポイントにおける変異率の頻度分布（C：投与前，D：投与

4 時間後，E：投与 2 日後，F：投与 8 日後，G：投与 15 日後，H:投与 29 日後）  

 

ニボルマブ治療前から治療 29 日後の間のすべてのタイムポイントを対象

に検出された全 21 被験者の遺伝子変異の変異率の分布を【図 7A】に示し

た．変異率が通常の NGS 法の感度である 1%以下の変異が多く認められ，ま
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た，検出された変異の約 5 割が変異率 0.9%以下の変異，8 割は変異率 4.5%

以下の変異であった【図 7B】．またタイムポイント別にみると，1%以下の変

異数の割合は，ニボルマブ治療前が 50%，治療 4時間 37.5%，治療 2日 33.3%，

と治療 2 日にかけて減少し，その後，治療 8 日 55.6%，治療 15 日 68.8%，治

療 29 日 66.7%と増加する傾向が認められた【図 7C-H】．  
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3-8． ctDNA 動態データの集約・簡略化と傾向解析  

 

【表 10】の変異検出データは，そのままでは解釈し難いため，被験者ごと

に変異プロファイルを集約・簡略化する工夫が必要と考えた．  

 

 

3-8-1．ctDNAmax の算出と傾向の確認  

 

各タイムポイントで複数の遺伝子変異が確認された場合，より変異率の高

い ctDNA が病態を反映する可能性が高いと考えた．検出された最大値をそ

のポイントの代表変異率（ctDNAmax）とみなし，時系列変異データを集約す

ることとした．ctDNAmax を【表 11】に，その平均値および中央値の挙動を

【図 8】に示した．  

 

 

【表 11】 ctDNAmax の一覧  

 変異が検出されなかった検体は，値として ”0”を代入した．“missing”は検体の欠損を示す．スパ

イク判定カラムの説明については， 3-8-2 項を参照．  

 

 

 

被験者No. 治療前 治療4時間 治療2日 治療8日 治療15日 治療29日 スパイク判定

1 0 1.7 0 0 0 0 Positive

2 0 0.5 1.1 0 0 0 Positive

3 1.7 3 1.6 2.8 0.4 0 Negative

4 0 0 0.7 0.4 0 0 Positive

6 0.5 0 1.4 0 0.5 0.5 Positive

7 5.4 2.4 3.5 4.8 3.1 3.3 Negative

8 0 0.5 0 0 0 0 Positive

12 6.2 4.9 3.9 4.4 4.8 4.8 Negative

13 4.4 4.6 5.6 6.2 6.9 0 Negative

14 0 0 0 0 0 missing Negative

16 0 0 0 0 0 0 Negative

17 0.3 0.5 1 0.7 0.5 0.6 Positive

19 0 0 missing 0 0 0 Unknown

20 0 0 0 0 0 0 Negative

22 0.6 0.5 0 0.5 2.2 0.9 Positive

23 0.5 0 0.6 0.4 0 0.8 Negative

24 0 0 0 0 0 0 Negative

25 0 0 0 0.3 0.4 0 Positive

26 4.2 7.8 12.6 1.7 0.9 1 Positive

29 20 20.2 25 20.1 17.6 20.4 Negative

30 1.7 0.8 1.3 0 0.4 0.6 Negative

ctDNAmax（%）
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【図 8】ctDNAmax の平均値および中央値の挙動  

 21 症例 ctDNAmax の平均値（青線），および中央値（橙線）の経時変化をプロットした．  *は治

療前に対する変化が有意（ Paired T-test p  < 0.05），†は治療前に対する変化が有意（Wilcoxon signed 

rank test p  < 0.1）を示す．  

 

 

ctDNAmax の平均値および中央値はいずれもニボルマブ治療 2 日後に増加

傾向を示し，その後徐々に減少し，治療 29 日には治療前より低値を示した

【図 8】．  
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3-8-2．ctDNA スパイク症例の同定  

 

がん治療開始後，一時的な ctDNA の増加（スパイク）が検出される例が

過去に報告されており 83,84，これは治療に反応した腫瘍細胞の破壊を捉えた

ものと考えられている 53．【表 11】および【図 8】に示すように，本研究に

おいてもそのような ctDNA の挙動を示す症例が存在した．スパイクが認め

た症例が良いがん治療効果を示したという報告 83,84 もあり，本研究でもスパ

イクが検出された症例を抽出・同定し，薬剤効果との関連を解析すべきと考

えた．本研究では，ニボルマブ治療 4 時間後から 15 日目までの間に，治療

前の ctDNAmax の 2 倍以上の値を示したポイントが存在する場合にスパイク

陽性と判定した【表 11】．投与 1 か月内に ctDNA スパイクを示した症例の割

合は 45%（9/20 ※検体欠損により判定不能の 1 例を除いて集計）であった．  

 

 

3-8-3．ctDNA 検出の「有無」に注目した傾向の確認  

 

 次に，個々の ctDNA の変異の程度（変異率）ではなく，被験者ごとに ctDNA

が検出されたかどうか（検出の有無）に注目して，集計を行った．さらに遺

伝子ごとの傾向を確認するため，遺伝子を区別しない場合と区別する場合で

タイムポイントごとに集計した．結果を【表 12】  に示す．  

 

【表 12】ctDNA が検出された被験者数および割合  

 

 

ctDNA が検出された症例はニボルマブ治療前で約半数（52.4%）であり，

その後のタイムポイントでもほぼ同様の値であった．ただし，【表 11】から

も読み取れるように，陽性症例はタイムポイントごとに入れ替わっている状

況であった．6 つのタイムポイントのいずれかで ctDNA が検出された症例

は 16 例（84.2% ※検体 missing 症例除いた 19 例を対象）  

変異検出遺伝子としては TP53 の頻度が最も高く、全期間累積で 12 例

（63.2%）であった。次に KRAS が 6 例（31.6%），PIK3CA が 4 例（21.1%）

であった。  

 

  

21 (100%) 21 (100%) 20 (100%) 21 (100%) 21 (100%) 20 (100%) 19 (100%)

11 (52.4%) 12 (57.1%) 12 (60%) 11 (52.4%) 11 (52.4%) 9 (45%) 16 (84.2%)

BRAF 0 (0%) 1 (4.8%) 1 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (10.5%)

EGFR 1 (4.8%) 1 (4.8%) 1 (5%) 1 (4.8%) 1 (4.8%) 0 (0%) 1 (5.3%)

ERBB2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4.8%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5.3%)

KRAS 3 (14.3%) 1 (4.8%) 3 (15%) 3 (14.3%) 1 (4.8%) 2 (10%) 6 (31.6%)

NFE2L2 0 (0%) 0 (0%) 2 (10%) 0 (0%) 1 (4.8%) 0 (0%) 3 (15.8%)

PIK3CA 1 (4.8%) 1 (4.8%) 1 (5%) 2 (9.5%) 2 (9.5%) 2 (10%) 4 (21.1%)

TP53 9 (42.9%) 10 (47.6%) 8 (40%) 8 (38.1%) 10 (47.6%) 7 (35%) 12 (63.2%)

治療8日 治療15日 治療前～29日治療29日治療2日項目

全解析症例数

ctDNA陽性症例数（%）

遺伝子別
陽性症例数
（%）

治療前 治療4時間
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3-9． ctDNA 検出とニボルマブ治療効果の関連解析  

 

解析対象 21 例の ctDNAmax，ctDNA スパイクの有無とニボルマブ効果（OR，

PFS，OS）の対応表を【表 13】にまとめた．   

 

 

【表 13】ctDNAmax および ctDNA スパイクの有無とニボルマブ効果の一覧  

 “missing”は検体の欠損を示す．OR は CT 画像による腫瘍の大きさによる評価（客観的腫瘍縮小

効果： objective response），PFS は治療開始後がんが進行せず安定した状態であった期間（無憎悪

生存期間： progression free survival），OS は治療開始後死亡するまでの期間（全生存期間（ overall  

survival：OS）を示す．OR は完全奏功（ complete response：CR，すべての標的病変が消失），部分

奏功（ partial response：PR，標的病変の最長径の和が 30%以上減少），進行（ progressive disease：

PD，標的病変の最長径の和が 20%以上増加），安定（ stable disease：SD，PR と PD の間），評価不

能（Not evaluable：NE，副作用等の何らかの事情により病巣の評価を未施行）の 5 段階に分類さ

れる．スパイク判定カラムの説明については， 3-8-2 項を参照．  

 

 

 

 

 ICIs の効果判定に関して，CT 画像上の腫瘍サイズの変化をもとに評価す

る OR では，pseudoprogression の影響により正確な効果判定が行えない可能

性が懸念された．そこで本研究では，ニボルマブの治療効果の評価方法に関

して PFS および OS に注目して解析を行った．  

 

 

  

被験者No. 判定月 効果判定 判定月 イベント 判定月 イベント 治療前 治療4時間 治療2日 治療8日 治療15日 治療29日 スパイク判定

1 0.9 PD 0.9 憎悪 11.7 死亡 0 1.7 0 0 0 0 Positive

2 3.8 PD 3.8 憎悪 13.8 死亡 0 0.5 1.1 0 0 0 Positive

3 6.5 PR 6.5 憎悪 47.9 死亡 1.7 3 1.6 2.8 0.4 0 Negative

4 9.8 PR 9.8 憎悪 34.5 死亡 0 0 0.7 0.4 0 0 Positive

6 1.4 PD 1.4 憎悪 14.6 死亡 0.5 0 1.4 0 0.5 0.5 Positive

7 3.5 SD 3.5 憎悪 8.9 死亡 5.4 2.4 3.5 4.8 3.1 3.3 Negative

8 44.8 CR 44.8 憎悪 50.4 生存 0 0.5 0 0 0 0 Positive

12 6.6 PR 6.6 憎悪 12.3 死亡 6.2 4.9 3.9 4.4 4.8 4.8 Negative

13 14.5 PR 14.5 憎悪 48.0 死亡 4.4 4.6 5.6 6.2 6.9 0 Negative

14 6.1 PR 6.1 憎悪 20.9 死亡 0 0 0 0 0 missing Negative

16 1.1 PD 1.1 憎悪 21.8 死亡 0 0 0 0 0 0 Negative

17 5.9 PR 5.9 憎悪 24.4 死亡 0.3 0.5 1 0.7 0.5 0.6 Positive

19 1.1 PD 1.1 憎悪 12.4 死亡 0 0 missing 0 0 0 Unknown

20 2.6 PD 2.6 憎悪 47.1 生存 0 0 0 0 0 0 Negative

22 1.4 PD 1.4 憎悪 4.7 死亡 0.6 0.5 0 0.5 2.2 0.9 Positive

23 0.7 PD 0.7 憎悪 10.2 死亡 0.5 0 0.6 0.4 0 0.8 Negative

24 unknown CR 45.1 未憎悪 45.1 生存 0 0 0 0 0 0 Negative

25 32.7 CR 32.7 憎悪 44.9 生存 0 0 0 0.3 0.4 0 Positive

26 3.1 SD 3.1 憎悪 30.9 死亡 4.2 7.8 12.6 1.7 0.9 1 Positive

29 1.4 PD 1.4 憎悪 14.5 死亡 20 20.2 25 20.1 17.6 20.4 Negative

30 0.9 PD 0.9 憎悪 12.9 死亡 1.7 0.8 1.3 0 0.4 0.6 Negative

ctDNAmax（%）OR PFS OS
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3-9-1．ctDNA 検出とニボルマブ治療 PFS との関連解析  

  

ニボルマブ治療 1 か月までの各タイムポイントにおける ctDNA 検出有無，

およびスパイク判定と PFS との関連を生存時間分析（カプラン・マイヤー

法），およびログランク検定により評価した【図 9】．   

 

【図 9】各タイムポイントの ctDNA 検出有無およびスパイク判定有無とニ

ボルマブ治療 PFS との関連  

 ニボルマブ治療 1 か月までの各タイムポイントにおいて， ctDNA 検出有無で症例を 2 群に群分

けし，その群間での PFS の違いを生存時間分析（カプラン・マイヤー法，ログランク検定）で比

較した．ニボルマブ治療 1 か月までの ctDNA スパイク有無の間の PFS の違いについても同様に比

較解析した．統計解析環境 R の survival パッケージを用いて解析した．  
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 ニボルマブ治療 29 日における ctDNA 検出の有無により PFS に有意な差

が認められた（ログランク検定：p-value = 0.03）．PFS の中央値は治療 29 日

ctDNA 陰性群で 6.5 か月（95% CI：2.6, 未到達），陽性群で 1.4 か月（95% 

CI：1.4, 未到達）であった．それ以外のタイムポイントにおける ctDNA 検

出およびスパイク判定と PFS との間には関連は認められなかった．  
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3-9-2．ctDNA 検出とニボルマブ治療 OS との関連  

 

ニボルマブ治療 1 か月までの各タイムポイントの ctDNA 検出有無および

スパイク判定と OS の関連を生存時間分析（カプラン・マイヤー法），およ

びログランク検定により評価した【図 10】．  

 

【図 10】各タイムポイントの ctDNA 検出有無およびスパイク判定有無とニ

ボルマブ治療 OS との関連  

 ニボルマブ治療 1 か月までの各タイムポイントにおいて， ctDNA 検出有無で症例を 2 群に群分

けし，その群間での OS の違いを生存時間分析（カプラン・マイヤー法，ログランク検定）で比較

した．ニボルマブ治療 1 か月までの ctDNA スパイク有無の間の OS の違いについても同様に比較

解析した．統計解析環境 R の survival パッケージを用いて解析した．  
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PFS 同様にニボルマブ治療 29 日における ctDNA 検出の有無間で OS に有

意差が認められた（ログランク検定：p-value = 0.003）．OS の中央値は治療

29 日 ctDNA 陰性群で 47.9 か月（95% CI：21.8, 未到達），陽性群で 12.9 か

月（95% CI：10.2, 未到達）であった．1 年生存率は陰性群で 90.9%，陽性群

で 55.6%，2 年生存率は陰性群で 63.6%，陽性群で 11.1%と顕著な差が認め

られた．それ以外のタイムポイントにおける ctDNA 検出およびスパイク判

定と OS との間には関連は認められなかった．  

 

 

3-9-3．ニボルマブ OS に影響する ctDNA 以外の因子の影響の確認  

 

 ここまでの解析により，ニボルマブ治療 29 日の ctDNA 検出がニボルマブ

治療予後（PFS，OS）と関連することが明らかとなった．次に，結果の交絡

因子を確認すべく，ノンパラメトリックな生存時間分析手法の一つである

COX 比例ハザードモデルを用いた単変量解析により，OS に影響がある被験

者背景情報の抽出を試みた【表 14】．  

 

 

【表 14】被験者背景情報の OS への影響（単変量 COX 比例ハザードモデル

解析結果）  

 COX 比例ハザードモデルを用いて，OS に影響を及ぼす被験者背景情報の同定を試みた．解析

は単変量で行った．統計解析環境 R の survival パッケージを用いて解析した． *は OS への寄与が

有意（ p  < 0.05）であったことを示す．  

 

 

 

 OS と関連がある背景情報として，ニボルマブ治療開始時の腫瘍径（p-value 

= 0.047）が抽出され，腫瘍径が大きいほど治療開始後の死亡リスクが高かっ

た．またニボルマブ治療 29 日の ctDNA 検出についても，カプランマイヤー

法（ログランク検定）同様，COX 解析にて OS との有意な関連（p-value = 

0.007）が検出された．  

  

  

項目 調査時期 モデルへの投入単位 ハザード比 ハザード比の信頼区間 p-value

年齢 ニボルマブ治療開始時 年 (連続量) 0.98 (0.91, 1.04) 0.474

性別 ニボルマブ治療開始時 男性/女性 (カテゴリカル) 0.42 (0.11, 1.52) 0.186

罹病期間 ニボルマブ治療開始時 年 (連続量) 0.75 (0.51, 1.10) 0.141

組織型 肺癌治療開始時 扁平上皮癌/腺癌 (カテゴリカル) 2.27 (0.69, 7.44) 0.175

ステージ 肺癌治療開始時 IIIB未満/IIIB以上 (カテゴリカル) 0.58 (0.18, 1.80) 0.343

腫瘍径 ニボルマブ治療開始時 mm (連続量) 1.03 (1.00, 1.06) 0.047 *

喫煙歴 肺癌治療開始時 あり/なし (カテゴリカル) 1.31 (0.29, 5.86) 0.728

ctDNA検出 ニボルマブ治療29日 あり/なし (カテゴリカル) 5.20 (1.55, 17.4) 0.007 *
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続いて，OS との関連が明らかとなったニボルマブ治療開始時の腫瘍径と治

療 29 日の ctDNA 検出の独立性について，多変量 COX 比例ハザードモデル

で評価した．  

 

 

【表 15】被験者背景情報の OS への影響（多変量 COX 比例ハザードモデル

解析結果）  

 多変量 COX 比例ハザードモデルを用いて，OS に影響を及ぼす因子として同定された「ニボル

マブ治療開始時の腫瘍径」と「治療 29 日の ctDNA 検出」を評価した．統計解析環境 R の survival

パッケージを用いて解析した． *は OS への寄与が有意（ p  < 0.05）であったことを示す．  

 

 

 

 多変量 COX 解析の結果，ニボルマブ治療 29 日の ctDNA 検出のみが有意

な因子として抽出された（p-value = 0.036）．治療 29 日の ctDNA 検出は被験

者背景情報とは独立した OS の予測因子であることが示された．   

 

 

 

 

  

項目 調査時期 モデルへの投入単位 ハザード比 ハザード比の信頼区間 p-value

腫瘍径 ニボルマブ治療開始時 mm (連続量) 1.01 (0.98, 1.05) 0.362

ctDNA検出 ニボルマブ治療29日 あり/なし (カテゴリカル) 4.08 (1.10, 15.1) 0.036 *
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第４章 考察  

 

 本研究では，21 例の NSCLC 患者を対象に，ニボルマブ治療開始早期の

ctDNA 動態が治療効果の予測因子となりうるかを検討した．ニボルマブ治

療開始前，治療後 4 時間，2 日，8 日，15 日，29 日と，コントロールされた

インターバルで血漿を採取し，肺癌遺伝子の検出に特化した NOIR-SS 肺癌

パネルを用いて ctDNA を検出した．検出された ctDNA と治療予後との関連

を解析し，治療 29 日に ctDNA が検出されなかった患者では，検出された患

者に比べて治療予後が改善されることを見出した．ICIs は画像的な効果発現

までに 2～3 ヶ月程度を擁すると報告されており 13,14，本研究で得られた知

見は，それよりも早い，治療 1 か月後の ctDNA を検査することで，その後

の治療予後が予測できる可能性を示すものであった．  

 以下に本研究で得られた知見について，要点ごとに考察する．  

 

 

4-1．NOIR-SS 肺癌パネルについて  

 

 ctDNA は，正常細胞由来の多量の ccfDNA とともに血漿中に存在するた

め，一般的にその相対存在量は少なく，検出される変異率が低くなる．

Lanman らは 1000 例の癌患者の ctDNA の変異率を測定し，その第一四分位

数，中央値，第三四分位数はそれぞれ 0.2，0.5，2.5%であったと報告してい

る 57．通常，NGS による変異検出感度は約 1%とされており 53，そのままで

は大部分の癌患者の ctDNA は偽陰性となる．より多くの癌患者の ctDNA を

検出するためには，より高感度な手法である分子バーコード法の活用が必要

となる．しかし，分子バーコード法は 1 分子当たり複数のリードを確保して

コンセンサス配列を取る必要があるため，十分な精度確保のためには必要

NGS リード数が多くなり，シーケンス試薬コストの増大につながる．現実的

なコストで高感度を達成するには，ターゲット領域を効率的に絞り込む必要

がある．  

本研究では，できる限り多くの NSCLC 症例の ctDNA を検出するため，

NSCLC で変異頻度が高い遺伝子領域をカバーした NOIR-SS 肺癌パネル【表

2】を設計した．COSMIC に登録されている NSCLC 検体の遺伝子変異データ

を用いて本パネルの検体カバー率を確認したところ，約 80%と十分に高い値

であった．一方，本パネルの変異検出感度は 0.1%を達成し，ctDNA を検出

するために十分な性能であることが確認できた【表 5】．NOIR-SS の高い感

度を保ちつつ，高い NSCLC 症例カバー率を確保したパネルを作成すること

に成功した．  
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本研究において，NOIR-SS 肺癌パネルで ctDNA が検出された NSCLC 患

者の割合は，ニボルマブ治療の 1 つのタイムポイントのみで 45-60%，治療

前～治療 1 か月までの 6 つのタイムポイント全てを考慮すると 84%であっ

た【表 12】．NSCLC 患者の血中への ctDNA 滲出率は約 60-80%と報告されて

おり 92-94，これを前述のパネルのカバー率（80%）と合わせて考慮すると本

研究の ctDNA 陽性率は概ね妥当かそれ以上であると考えられた．  

本研究で ctDNA が検出された遺伝子としては，TP53 が最も多く 42.9%，

続いて KRAS が 14.3%であった．TP53 および KRAS 遺伝子の変異は喫煙者で

特に頻度が高いことが明らかとなっている 95．本研究で解析対象とした 21

例の喫煙歴も 85.7%と高かったことが TP53 および KRAS を中心とした遺伝

子変異プロファイルに寄与しているものと考えられた．また，通常，日本人

の NSCLC で最も変異頻度が高い EGFR95 の変異が検出された被験者は 1 例

のみであった．これは EGFR 遺伝子変異を有する NSCLC 患者は漏れなく

EGFR-TKI で治療されるため，ニボルマブ治療にエントリーされにくい実臨

床の状況を反映した結果と考えられた．  

 

 

4-2．ニボルマブ治療について  

 

本研究では，二次治療としてニボルマブの投薬が決定した NSCLC 症例 30

名を登録した．30 例の ORR は 30%，生存時間分析による PFS の中央値は

1.4 か月，OS の中央値は 14.2 か月であり【図 5】，過去に報告されたニボル

マブの治療成績と遜色ない結果であった 96．  

一方，本研究ではニボルマブ治療開始 1 か月の ctDNA 動態に注目するた

め，その間の投薬状況（通常 2 週間に 1 回）が結果に影響を及ぼすと考え

た．そこで，治療開始 1 か月のニボルマブの投薬情報を詳細に確認したとこ

ろ，ニボルマブ投薬が初回のみの被験者が 7 例（副作用が 4 例，病勢進行が

3 例），ニボルマブ投与 1 回目と 2 回目の間隔に逸脱が認められた症例（>30

日）が 2 例存在した【表 8】．これら計 9 例については ctDNA 解析結果にバ

イアスを生じる可能性があると考え，解析から除外することとした．  

本研究の主題ではないが，これら解析脱落例の中に特徴的な ccfDNA 動態

が確認された症例が 2 例（被験者 No.9 と No.21）存在した．いずれも副作

用が原因で初回の投薬のみでニボルマブ治療が中止された症例である．被験

者 No.9 は，ニボルマブ治療 7 日目で脳梗塞が確認されて投薬中止に至って

いる．脳梗塞は ICIs の重大な副作用の 1 つとして知られている．その明確

な機序は明らかでないものの，免疫チェックポイントタンパク質がアテロー

ム発生の根底にある炎症反応を制御しているためと考えられている 97．この

症例では，ニボルマブ治療前の ccfDNA が他の被験者と比べて顕著な高値を
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示し，治療 2 日後にはさらに約 2 倍の増加を認めた【表 7】．ccfDNA は正常

組織の破壊により増加することから，この増加は脳梗塞の予兆を捉えたもの

である可能性が考えられた．一方，被験者 No.21 は，投与直後にアナフィラ

キシーを発症し，試験中止となった症例である．治療前の ccfDNA 量は他の

被験者と同程度であったが，治療 4 時間後に ccfDNA 量の著しい増加を認め

た【表 7】．この ccfDNA 顕著な増加は，アナフィラキシーにより正常細胞が

破壊された影響で生じた可能性がある．以上の ccfDNA に関する 2 症例の知

見から，ccfDNA をモニタリングすることで， ICIs の副作用の発生を早期に

評価できる可能性が示唆された．本研究は ccfDNAではなく，あくまで ctDNA

にフォーカスを当てた研究ではあるが，副作用の予測は治療効果の予測とと

もに極めて重要な課題であり，ICIs 投与後の ccfDNA 量をこれほど厳密に調

べたスタディはこれまでに存在しないことからも，これら結果は貴重な知見

であると考えられた．一方で，これら症例が示したように， ccfDNA 量は腫

瘍以外の因子で顕著に変動するため， ccfDNA 量で腫瘍の変化をモニタリン

グすることは困難であろうと考えられた．  

 

 

4-3． ctDNA によるニボルマブ治療効果予測について  

 

本研究では，ニボルマブ治療開始前，治療後 4 時間，2 日，8 日，15 日，

29 日の ctDNA 検出有無と，治療予後指標である PFS および OS との関連解

析を行い，治療 29 日の ctDNA 検出が PFS および OS の予測因子であること

を見出した【図 9 および図 10】．治療 29 日の ctDNA 陽性群に対し，陰性群

では，PFS，OS いずれも約 4 倍の延長が認められた．  

 ctDNA 動態と ICIs の治療効果との関連は，まず ICIs の臨床応用が早かっ

た悪性黒色腫（メラノーマ）で知見が重ねられた 98-100．最も初めに報告した

のは Lipson らであり， ICIs の一つであるイピリムマブ投与 4 例の治療開始

後 ctDNA 量と画像上の腫瘍サイズ変化が相関することを示した 98．この研

究の中で著者らは，腫瘍が身体検査あるいは画像上で退縮する数週間前に

ctDNA が消失する症例を経験している（腫瘍反応の早期予測マーカーとし

ての可能性を示唆）．また，Lee らは， ICIs 治療 8 週以内に ctDNA が陰性化

する症例で PFS や OS の延長が認められることを報告している 100．  

 悪性黒色腫に続いて，ICIs の応用が進んだ肺癌についても同様の知見が得

られている．Cabel らは，主にデジタル PCR 法を用いた手法で，ニボルマブ

およびペンブロリズマブ治療 8 週後に ctDNA が検出されなかった患者で

PFS および OS の延長が認められたことを報告している 85．著者らは論文の

中で，より早期のポイントでの検証と NGS による多変異の検出の必要性（良

好な予後には全ての腫瘍由来変異の陰性化が必要と考察している）を課題と
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して述べており，我々の研究はまさにその要件を満たした仕様となっている． 

 また， Iijima らは通常の NGS 法を用いてニボルマブの投与 1，2，4，6 週

の ctDNA を測定し，治療効果との関連を解析している 87．評価した N 数が

7 例と極めて限定的であるが，治療前から 2 週後への ctDNA 減少が認めら

れた 4 名で腫瘍縮小効果が認められたことを報告している．我々の研究との

違いは，治療前に ctDNA が 2%以上の変異率を示した症例のみを解析対象と

している点，治療効果として長期の予後評価を行っていない点である．前者

については，用いた NGS 法は分子バーコードを用いた手法ではないため，

感度が十分でなく，そのようなカットオフになったと推察される．実際の癌

患者集団では 2%より低い変異率を示す患者が多いこと 57 を鑑みると，検査

対象となる患者が限られてしまうため，知見の応用は極めて難しいと考えら

れた．前述の通り，我々の NOIR-SS 肺癌パネルでは 0.1%の変異率を捉える

ことができ，より多くの患者をエントリーすることができる仕様となってい

る．また，長期予後が評価できていない点は，このスタディが 2016 年にス

タートして 2017 年にパブリッシュされたものであり，OS を評価するには十

分な時間がなかったためと推察される．  

 これらの過去の報告はいずれも， ICIs 治療開始後約 2 か月以内に ctDNA

が陰性化あるいは減少することが，良好な予後と関連することを示しており，

本研究で得られた知見と合致する．本研究において，より早い 1 か月のタイ

ミングで，約 50%の NSCLC 患者で ctDNA が陰性化し，かつ，それら患者で

長期の治療予後（OS）が改善する結果を示したことは新規の知見である．  

 ctDNA の陰性化は，一般的に，腫瘍細胞の退縮を意味すると考えられる．

しかし，しばしば CT 画像上の腫瘍消失より先に生じることが報告されてお

り 98，本研究でも同様の症例が散見された．生物学的にこの現象を説明・証

明した報告はこれまでにない．仮説の一つとして，ICIs 治療経過中の ctDNA

陰性化時の画像診断上の”影”が，真には”腫瘍”ではなく，”pseudoprogression11

により腫瘍部位に浸潤した免疫細胞集団 ”である可能性が考えられる．

ctDNA 検出と CT 画像診断結果の不一致が認められた症例の組織生検を行

うことができれば，その回答が得られ， ICIs 治療中の ctDNA 動態に関する

解釈がより一層進むものと考えられる．そのような研究の進展が待たれる． 

 その他，がん治療の効果の早期予測に関して，治療開始後の ctDNA の一

過性の上昇（スパイク）の出現が良好な効果と関係するという報告が散見さ

れる 83,84．Kato らは，肺癌患者を対象として，EGFR-TKI 治療後早期の ctDNA

を測定し，治療 2 週以内に一過性の ctDNA 上昇（スパイク）が認められる

患者で治療効果が高いことを示した 83．Xi らは悪性黒色腫に対する T 細胞

免疫療法開始後早期の ctDNA を測定し，治療１か月以内に一過性の ctDNA

上昇（スパイク）を認め，完全に消失する患者で治療効果が高いことを報告

した 84．これらの知見の存在から，本研究においても治療 1 か月内のスパイ
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ク検出の有無と ICIs の治療効果との関連解析を試みたが，残念ながら傾向

は認められなかった．一過性の ctDNA の上昇は，恐らく，患者ごとに，ま

た治療の作業機序ごとにタイミングが異なり，その検出が難しく，再現性が

得られにくい検査対象であることが推察された．  

 

 

4-4．本研究のリミテーション  

 

本研究で得られた知見の限界を以下のように考える．  

一つ目は，解析対象症例数の少なさである．本臨床研究は 30 例の登録目

標で計画されたが，ニボルマブ投与 1 か月までに投薬中止が決定された症例

が 7 例，通常投薬スケジュールから逸脱が認められた症例が 2 例と，計 9 例

が解析から脱落となった．この脱落数は想定外であった．21 例という解析

数は，結果を一般化するにはあまりに少ない症例数であり，今後結果を検証

するための追試，特に解析条件を決定した上での前向き試験が必要である．  

二つ目は，肺癌組織の遺伝子変異プロファイルを取得しておらず，血漿で

捉えた遺伝子変異が真に腫瘍組織由来なのかを確認できていない点である．

また，ccfDNA には，主に造血系細胞のクローン性造血に伴う遺伝子変異が

検出されることが明らかとなっており 62，これを腫瘍由来の変異と区別する

必要もある．これら問題を解決するには，まず腫瘍組織を取得し，そこで生

じている変異を腫瘍由来変異として同定する．さらに白血球の変異プロファ

イルを取得し，前述の腫瘍由来変異と同一の変異が存在しないかを確認する．

これらの処理により，ccfDNA の変異プロファイルから真に純粋な ctDNA 画

分を同定することができる．本研究では，検体採取サイトでの通常診療を優

先するため，肺癌組織，白血球の検体の取得が叶わなかった．そのため，バ

イオインフォマティクス技術により腫瘍特異的な変異の濃縮を可能とする

CV78 フィルターを適用した 61．先の研究において，NOIR-SS と CV78 フィ

ルターを組み合わせることで，健常者 ccfDNA にて検出された遺伝子変異が

除去され，一方，癌患者の変異は除外されずに残存することが検証されてい

る 61．しかし，真に純粋な ctDNA 画分を同定するためには腫瘍組織および

白血球検体を用いた前述の手法がベストであることに変わりはなく，それが

行えていない点は本研究のリミテーションと言える．   

三つ目は，ctDNA が検出できない，滲出しない患者が存在し，それら患者

では ctDNA がバイオマーカーとして機能しない可能性があることである．

本研究で解析対象とし，かつ全 6 タイムポイントで検体が得られた 19 例の

うち，いずれのタイムポイントも ctDNA が検出されなかった患者は 3 例

（15.8%，被験者 No.16，20，24）であった【表 13】．これら症例はいずれも

治療予後が良好であった．しかし，ctDNA が検出されない患者が真に治療予
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後が良いのか，腫瘍組織で遺伝子変異を有しない，あるいは血漿に滲出しに

くい（あるいはされても分解が早く進む）だけなのかは，本研究の知見だけ

ではわからない．血漿に全く ctDNA が検出されない患者の治療予後につい

ては，今後症例数を増やして精査していく必要がある．   

 

4-5．結語  

 

NOIR-SS 肺癌パネルを用いて，ニボルマブ治療開始 1 か月後の NSCLC 患

者の ctDNA を測定することで，治療予後を予測できる可能性がある（治療

1 か月後 ctDNA 陰性化は治療予後である PFS や OS を延長する）．得られた

知見の一般化および臨床応用に向けて，さらに症例数を増やしての検証が望

まれる．   
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