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緒言 

 

大腸がん（結腸がん、および直腸がん）は全世界のがん死亡率の第4位を占める疾

患であり 1、わが国においても、その罹患率および死亡率は著しく増加している。 

がん研究振興財団の「がんの統計‘15」2によると、本邦における2015 年の「部位別

がん予測死亡数」は男性で27200人、女性で23400人であり、それぞれがん死亡全体

の12%、15%を占めるに至っている。また、大野らは、2020年には大腸がん罹患患者は

15万人を超え、胃がん、肺がんを抜いて第一位になると予測している 3。 

大腸がん診療においては、壁深達度、領域リンパ節転移個数、遠隔転移の有無により

ステージⅠ-Ⅳに大別する臨床病期分類に応じて治療方針が選択され 4,5、本邦では主

に内視鏡的切除を含む外科的切除や化学療法が単独、もしくはそれらの組み合わせで

実施されている。しかし、唯一の根治的な治療である外科的切除が実施されたとして

も、目に見えない潜在的な微小がん細胞や微小転移をすべて取り除くことは不可能な

ため再発が見られ、これら再発例の予後は不良である。本邦における再発率は臨床病

期分類ごとに、ステージⅠで 3.8%、ステージⅡで 13.3%、ステージⅢで 30.8%と報告

されている 4。切除後に再発した症例や、診断時にすでに遠隔転移を有しているステー

ジⅣの症例においては、一部の肝転移や肺転移を除き根治的な切除は不可能であり、

延命や症状緩和を目的とした全身化学療法の適応となる。殺細胞性抗がん剤や分子標

的薬を始めとする新規薬剤の登場により切除不能大腸がんの治療成績は向上を続けて

いるが、依然として5年生存率は13％程度 4であり、更なる治療方法の開発は世界的

な急務である。 

 

近年、新たながん遺伝子・がん抑制遺伝子の探索や、発がんメカニズムの全貌を明

らかにする目的で網羅的なゲノム解析が世界的に進行している。大腸がんにおいても、

Cancer Genome Atlas 6 など大規模なゲノム解読プロジェクトが進められるとともに、

がんゲノム情報に基づいた治療戦略の構築が加速しており、治療成績の向上に寄与し

ている。以下にその一部を述べる。 

抗 epidermal growth factor receptor (EGFR) 抗体薬である cetuximab 7,8、

panitumumab 9は単剤、あるいは既存の殺細胞性抗がん剤との併用療法において良好な

治療成績が報告されており、大腸がん治療における key drug の一つと考えられてい

る。抗EGFR抗体薬は細胞膜上にあるEGFRのリガンド結合部位のエピトープに結合し、

リガンドとEGFRの結合を競合的に阻害し内在化することで、がん細胞の分化発達、増

殖を抑制する。KRASおよびNRASはRAS-RAF-MAPK経路においてEGFRの下流に位置し、
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HRASとともにRASファミリーを構成する重要な蛋白質であるが、これらの遺伝子に変

異が起こると、RAS 蛋白が恒常的に GTP と結合した活性型となり、下流にシグナルが

送り続けられることで抗 EGFR 抗体薬に不応になると考えられている。大規模な臨床

試験の追加解析 10,11においてもRAS変異が抗EGFR抗体薬の負の効果予側因子であるこ

とが報告され、大腸がんで特に変異頻度が高いKRAS exon2、3、4、およびNRAS exon2、

3、4 の変異測定は、抗 EGFR 抗体薬の適応決定に際し現在必須の検査となっている。

また、効果予測因子としてのRAS遺伝子変異の応用は、治療効果を高めるだけでなく、

効果が得られない患者に無用な治療を回避することで医療経済にも大きなメリットを

与えている。 

BRAFはRAS-RAF-MAPK経路においてKRASの下流に位置するセリンスレオニンキナー

ゼである。BRAF 変異は大腸癌の約10％に認められ，90％が codon 600 のバリンから

グルタミン酸への変異(V600E)である。BRAF 変異は大腸がんにおいて強い予後不良因

子であることが示されており、BRAF変異を有する大腸がん症例ではより強度の高い治

療が必要となることが示唆されている 12,13。 

また、今後大腸がんへの臨床応用が期待される免疫チェックポイント阻害薬の効果

予測因子として、がん組織における遺伝子変異数（mutation burden）が注目されてい

る。免疫チェックポイント阻害薬はPD-1やCTLA-4といった免疫チェックポイント分

子を阻害することで、抑制されていた腫瘍免疫を再度活性化し、高い抗腫瘍効果をも

たらすとされている。変異遺伝子は「非自己」を示す免疫原生抗原(neoantigen)をコ

ードしているため、腫瘍組織における変異数が多いほど免疫系に補足されやすくなり、

免疫チェックポイント阻害薬が高い有効性を発揮すると想定されている 14。Le DT ら

は、抗 PD-1 阻害薬である pembrolizumab の臨床活性を評価するために第 2 相臨床試

験を行い、体細胞変異数と治療効果の関連を報告している 15。本試験では、DNA複製の

際に生じる塩基対合のミスマッチ修復に関連する4遺伝子(MLH1、MSH2、MSH6、PMS2)

の転写産物について免疫染色を行い、ミスマッチ修復機構が欠損している(dMMR)大腸

がんと、ミスマッチ修復機構が正常に作用する(pMMR)大腸がんに分類しているが、こ

れらの検体の全エクソームシークエンスを行い体細胞変異数を比較したところ、dMMR

大腸がんでは平均 1782 個、対する pMMR 大腸がんでは平均 73 個と有意な差を示し

(p=0.007)、体細胞変異が多いことは無増悪生存が長いことと有意な関連を示した

(p=0.02)。 

2015 年には 4 つの大規模シークエンスデータから、遺伝子変異、遺伝子コピー数、

DNA のメチル化、マイクロ RNA、およびプロテオミクス情報を統合した Consensus 

Molecular Subtype(CMS)が提唱された 16。これは、分子生物学的特徴に基づいた新た

な大腸がんのサブタイプ分類として注目されており、予後予測や新規治療開発への応

用が期待されている。 
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このように、がんゲノム情報の応用は現代の大腸がん診療、並びに新規治療開発に

おいて重要な位置を占めており、今後も網羅的なゲノム解析や遺伝子変異測定に基づ

いた治療戦略の構築が進められていくものと考えられる。しかしながら、例え同一の

症例であっても、腫瘍におけるがんゲノムが治療経過中の全ての時点において同一の

遺伝子変異を有しているのかは未だ十分に検討されていない。近年、複数のがん種に

おいて、変異原性を有する化学療法により新たな遺伝子変異が導入されることが報告

されている。 

急性骨髄性白血病の初発時、および化学療法後の再発時とで、白血病細胞が有する

遺伝子変異を比較した報告 17では、再発腫瘍におけるがんゲノムに transversion 変

異の増加を特徴的に認めていた。治療薬として全対象症例に cytarabine、および

anthracycline が投与されていたことから、これら細胞毒性を持つ化学療法が白血病

細胞のDNA障害を生じさせることで、再発時の遺伝子変異スペクトラムに大きな影響

を与えうることが示唆された。Johnson らは低悪性度神経膠腫の初発・再発時のゲノ

ム比較解析を報告 18しているが、この検討において、神経膠腫に対する標準的な抗が

ん剤である temozolomide が投与された半数程度の症例では、再発時に初発時には検

出されなかった非常に多くの体細胞変異を獲得しており、臨床的な悪性度が増してい

ることが明らかとなった。再発腫瘍ではAKT-mTOR経路やRB経路といった、がん細胞

の増殖に関与するシグナル伝達経路に体細胞変異がみられ、増殖や生存に有利な遺伝

子変異を獲得した細胞が選択的に生き残り、増殖したものと考えられた。 

 

このように化学療法ががんゲノムに加える修飾はがん種や薬剤によって異なり、大

腸がんにおいても、がんゲノムが化学療法により修飾を受ける可能性があるものと考

えられる。 

 

今回、我々は大腸がんゲノムとFOLFOX療法による術後補助化学療法の関連に注目し

た。FOLFOX療法は代表的な殺細胞性抗がん剤である、5-FU、Leucovorin、oxaliplatin

からなる併用化学療法であり、大腸がんに対する術後補助化学療法に標準的に用いら

れている 4,5 19。術後補助化学療法とは、切除が行われた症例に対して再発を抑制し、

生存期間を延長させる目的で施行されるものであるが、FOLFOXによる術後補助化学療

法が施行されたとしても、再発を完全に予防することはできず、特にステージⅣでは、

術後5年DFSは30-40%と報告 20,21されている。 

 

FOLFOX 療法に用いられる oxaliplatin は DNA 二本鎖内及び二本鎖間に架橋を形成

し、連続したグアニン塩基間に付加体 (Pt-GG adduct) を形成してDNA損傷を引き起
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こすことが知られている 22-24が、培養細胞実験系による研究では、oxaliplatinに曝露

されることによって遺伝子変異が促進する変異原性が報告 25されている。このことか

ら、FOLFOX療法による術後補助化学療法では、再発巣に新たな遺伝子変異が導入され

ている可能性が考えられる。そこで、我々の研究室では、大腸がん原発巣、FOLFOX投

与前に存在した転移巣、FOLFOX 施行後に出現した再発巣それぞれの手術検体を用い、

抗EGFR抗体薬の効果予測因子と考えられるKRAS、NRAS、BRAF、およびPIK3CAのホッ

トスポット変異を比較したが 26、FOLFOX療法の施行前後で変化はみられなかった。し

かし、oxaliplatinがこれら以外の遺伝子に与える影響については未だ不明である。 

 

再発巣に新たな遺伝子変異が導入されているとすれば、FOLFOX療法による治療歴を

有する症例と未治療の症例において、がんゲノム情報に基づいた治療方針が異なる可

能性がある。さらに、患者への侵襲性から頻回ながん組織の採取が困難である実地臨

床現場において、がんゲノム情報を検索する際に FOLFOX 療法前後のどちらのがん組

織が適切かを再考する必要がある。また、がんゲノムの変化はFOLFOX療法の治療反応

性と関連している可能性があり、その詳細な検討は有益な情報をもたらすと考えられ

る。 

 

今回我々は、大腸がん4症例について、原発巣、 転移巣及びFOLFOX療法による術

後補助化学療法施行後に出現した再発巣のそれぞれからDNAを抽出し、次世代シーク

エンサー（New generation sequencer : NGS）による全エクソンシークエンスを行っ

た。得られたシークエンスデータから、体細胞変異数と変異遺伝子、一塩基置換パタ

ーン及びコピー数変化（Copy number alterations : CNAs）を比較し、FOLFOX療法に

よる術後補助化学療法が再発巣に新たな遺伝子変化を導入しているかを検討した。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

ARMS: amplification refractory mutation system 

CNAs: copy number alterations 

ctDNA: circulating tumor DNA 

DNA: deoxyribonucleic acid  

dsDNA: double strand DNA 

DFS: disease free survival 

dMMR: deficient mismatch repair 

DW: dry water 

EGFR: epidermal growth factor receptor 

FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded 

GTP: guanosine triphosphate 

GO: gene ontology 

indel: insertion /deletion 

ITH: intra tumor heterogenighty  

MST: median survival time 

PCR: polymerase chain reaction 

pMMR: proficient mismatch repair 

P-gp MDR: P-glycoprotein multiple drug resistance 

RNA: ribonucleic acid 

SNVs: single nucleotide variants 

SNP: single Nucleotide Polymorphism 

TE： tris EDTA buffer 

VEGF: vascular endothelial growth factor 

5-FU: 5-fluorouracil 
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実験方法 

 

症例選択： 

診療録情報を元に、国立がん研究センター東病院で2006 年 1 月から 2009 年 12 月

の間に大腸がん原発巣、および転移巣に対し根治的な切除が行われ、術後補助化学療

法としてFOLFOX療法が施行された症例を抽出した。その後、化学療法前の転移巣と同

一の臓器に再発を認め、再切除が行われた症例を選択し、全てのがん組織からDNAが

十分量抽出可能な症例を適格とした。 

2010年1月以降については、国立がん研究センター東病院で臨床研究として原発巣

の切除前に術前化学療法や術前化学療法が試みられていたことから、症例検索期間か

ら除外した。また、腫瘍が存在する臓器により変異遺伝子が異なるかは明らかとなっ

ておらず 27,28、臓器による影響を除くために、転移巣、再発巣を同一臓器に生じた症例

のみを選択した。 

 

研究倫理： 

本研究は「疫学研究に関する倫理指針（平成14年6月17日制定、平成25 年4月

1日一部改正）」に従って計画され、国立がん研究センターの研究倫理審査委員会で研

究実施計画書が承認された後に実施された（研究課題番号 2014-306）。 

本研究に関係する全ての研究者は、ヘルシンキ宣言（世界医師会）の精神、および

「疫学研究に関する倫理指針」に従って本研究を行った。 

 

ゲノムDNAの抽出： 

大腸癌原発巣、転移巣及び FOLFOX 療法後の再発巣の手術切除組織のホルマリン固

定パラフィン包埋 (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) ブロックを10µmの

厚さで薄切し、がん細胞が 70％以上を占める領域を用手的に剔出した（macro-

dissection 法）。また、生殖細胞変異を除外して体細胞変異を絞り込むためのコント

ロールとして使用するため、同一症例の正常大腸組織も同様に剔出した。 

組織サンプルからのゲノムDNA抽出はEZ1 advanced XL and EZ1 DNA Tissue Kit 

(Qiagen) を用いて、製品取扱書に基づいて下記のように行った。   

 

1. サンプルチューブ内で、パラフィン包埋組織切片に2mlのBuffer G2を380µl

を加える。 

2.  75℃のサーモミキサー内で5分間混和した後に56℃まで冷却し、20µlの 
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proteinase Kを加え，56℃のサーモミキサー内で混合しながら終夜分解する。 

3.  サンプルチューブを短時間遠心し、ピペッティングを繰り返してサンプルをホ

モジナイズした後、300Gで1分間の遠心を行う。 

4. 上清をEZ1キット付属の新しい2mlチューブに移し、抽出機器EZ1 Advanced XL 

(Qiagen) にセットし磁性ビーズを用いたDNA抽出を自動的に行う。 

 

核酸の濃度測定： 

核酸の濃度測定は超微量分光光度計であるNanodrop 1000（Thermo Scientific）を

用い、製品取り扱い説明書に基づき下記の通り行った。NanoDropにより吸光度の波形

を確認し、260nm の吸光度が280nm の 1.7～1.9 倍になっていれば(A260/280 が 1.7～

1.9であれば)、純度が保たれた核酸が抽出されていることとした。 

 

1. Nanodrop1000ソフトウェアを起動する。 

2. Nanodrop1000の測定部アーム清拭した後に、2μlの蒸留水を測定部に乗せる。 

3. アームを閉じ、sample typeをDNA-50 (二重鎖DNA)と選択する。 

4. アームを開いて蒸留水を拭き取り、ブランク溶液として1×TE(Invitrogen)2µl 

を乗せ吸光度を測定し、検量線のゼロ点を設定する。 

5.  ブランク溶液を拭き取り、サンプルを乗せ核酸濃度を測定する。 

6.  測定終了後は測定部を70%エタノール、その後蒸留水で拭い、最後に乾拭きし 

次のサンプル測定に移る。 

 

double strand DNAの定量: 

dsDNAの定量はQuant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent（Thermo Scientific）を用

い、製品取り扱い説明書に基づき下記の通り行った。 

 

1. PicoGreen®原液をTEで200倍に希釈し、必要量（100µl /ウェル）を 

調製する。希釈後の溶液は、アルミホイル等で遮光する。  

2. 濃度既知のDNA溶液としてラムダ-DNA、100µg/ml（Invitrogen）を用い、1×TEで 

希釈して検量線用標準DNAを調製する。  

3．標準DNA濃度と対応するようにサンプルDNAを1×TEで希釈する。  

4．96 ウェル平底型黒色ポリスチロールマイクロプレート（Greiner Bio-One）に 

PicoGreen®溶液を100µlずつ分注する。  

5. 標準DNA、サンプルDNAを100µlずつ添加し、ピペッティングで混和する。  

6. 室温で５分間インキュべートした後、蛍光測定を行う。 
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リアルタイムPCR法によるDNAの品質確認： 

リアルタイム PCR 法による DNA の品質確認には、LightCycler 480Ⅱ(Roche 

Diagnostics)を用いた⊿Ｃｐ値の測定を用いた。 

 

1. DNAサンプルを1ng/µlになるように1×TEを用いて調整する。 

2. QCT(positive control)を室温で融解させ、10µl取り990µlのDWと混合して100

倍希釈する。negative controlにはDWを使用した。 

3. 2×qPCRマスターミックス(Qiagen)52ulとDNAサンプル、QCT、DWそれぞれ13µl

を混合する。 

4. それぞれ20µlずつ、ABI MicroAmpプレートの各ウェルに分注する。 

5. 表1の条件でPCR反応を実行する。 

  温度 時間 

Denature 95℃ 5minutes 

PCR (40サイクル) 95℃ 30seconds 

 57℃ 30seconds 

 72℃ 3seconds 

Melting 95℃ 5seconds 

 65℃ 1minutes 

 95℃ Continuous 

Cool 50℃ 30seconds 
   

表1. PCRサイクルプログラム   

 

全エクソンシークエンス： 

全エクソンシークエンスのためのDNAライブラリー作成、エクソン領域のキャプ

チャには、Illumina社のマルチプレックスペアエンドシークエンスに対応した

SureSelectXT自動化対応キット(Agilent)を使用した。また、この行程はAgillent 

SureSelectXT自動化システムを利用して行った。全エクソンシークエンスは、

Illumina社の次世代シークエンサーであるHiSeq2000を用いて100bpペアエンドシ

ークエンスを行った。 

 

1. DNAの断片化：  

1)  1.5mL LoBind tubeを用い、DNAサンプルを1×LowTE Bufferで130µlの容量

になるように調整しマイクロチューブ(M＆S Instruments Inc.)に気泡が混入し

ないように移し入れる。 
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2)  超音波破砕装置である、CovarisS220 (M＆S Instruments Inc.)を起動し、マイ

クロチューブをセットしてサンプルDNAを断片化する。 

3)  断片化したサンプルDNA、AMPure XPビーズ懸濁液(Beckman Coulter)、nuclease-

free water20ml、70% エタノール45mlをSureSelectXT自動化システム(Agilent)

にセットする。 

4)  自動化システムにてサンプルDNAとAMPure XPビーズを混和、攪拌し、ビーズに

結合したDNAを抽出し洗浄、溶出する。 

 

2. 断片化されたDNAの末端修復： 

1) SureSelect Automated Library Prep Kit-GA(Agilent)を用い、氷上で末端修復マ

スターミックス(表 2)、A オーバーハング付加マスターミックス(表 3)、およびア

ダプターライゲーションマスターミックス(表4)を調整し、よく攪拌する。 

 

SureSelectXT試薬 1カラム中の量  

Nuclease free water 187.0µl  

10×Klenow DNA polymerase Buffer 25.5µl  

dATP 17.0µl  

Exo(-) Klenow DNA polymerase 51.0µl  

トータル量 340µl  
   

表３. Aオーバーハング付加マスターミックスの調整 

         

 

 

SureSelectXT試薬 1カラム中の量 

Nuclease free water 448.8µl 

10× End-repair Buffer 127.5µl 

dNTP mix 20.4µl 

T4 DNA polymerase 12.8µl 

Klenow DNA polymerase 25.5µl 

T4 polynucleotide kinase 28.1µl 

トータル量 663µl 

表2. 末端修復マスターミックスの調整 
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SureSelectXT試薬 1カラム中の量  

Nuclease free water 197.6µl  

5× T4 DNA Ligase Buffer 127.5µl  

SureSelect Adaptor oligo mix 127.5µl  

T4 DNA ligase 19.1µl  

トータル量 471.7µl  

   

表4. アダプターライゲーションマスターミックスの調整 

 

2) DeepWell プレート(Nunc)に、1)で調整したマスターミックスを図1 のように分注

する。 
 1 2 3 4 5 6 7 8 

A 78µl 40µl 55.5µl           

B 78µl 40µl 55.5µl           

C 78 µl 40µl 55.5µl           

D 78µl 40µl 55.5µl           

E 78µl 40µl 55.5µl           

F 78µl 40µl 55.5µl           

G 78µl 40µl 55.5µl           

H 78µl 40µl 55.5µl           
         

 

末端修復

マスター

ミックス 

Aオーバ

ーハング

付加マス

ターミック

ス 

アダプタ

ーライゲ

ーション

マスター

ミックス 

     

         

図１ マスターミックスソースプレートの位置 枠線はNunc DeepWell ソースプレートの各ウェルを

表す 

 

3) シールしたDeepWellプレートを30秒間、1000Gで遠心し気泡を除く。 

4) 室温に戻した AMPure XP ビーズ懸濁液(Beckman Coulter)を 370µl ずつ、Nunc 

DeepWellソースプレートの使用する各ウェルに分注する。 

5) 30mlのnuclease-free waterをいれたThermo Scientificリザーバーを準備する。 

6) 150mlの70% ethanolをいれたThermo Scientificリザーバーを準備する。 

7) 3)、4)、5)、6)、②で精製したサンプルDNAをSureSelectXT自動化システム(Agilent)
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にセットし、ターゲットエンリッチメントに必要なDNA末端修飾を自動で行う。 

 

3. アダプター付きDNAライブラリーの増幅： 

1) SureSelect Library Prep Kit、SureSelect Target Enrichment Kit ILM 

Indexing Hyb Module Box #2、Herculase II Fusion DNA Polymerase（いずれ

もAgilent）を用いて、Pre-capture PCRマスターミックスを表5のように調整

する。 

2) DeepWellソースプレート(Nunc)のカラム4にPre-capture PCRマスターミック

スを57.5µlずつ分注し、シールした後30秒間、1000Gで遠心し気泡を除く。 

3) DNAサンプル、Pre-capture PCRマスターミックスが入ったNunc DeepWellプレ

ートをSureSelectXT自動化システム (Agilent)にセットし、自動混合する。混合

が終了するとPCRマスターミックスと混合されたアダプター付きDNAサンプル

はABI MicroAmpプレートに入った状態で取り出される。 

4) 30秒間、1000Gで遠心し気泡を除いた後、ABI MicroAmpプレートをVeriti®サー

マルサイクラ(Thermo Scientific)にセットし、表6の通りPCR増幅を行う。 

セグメント サイクル数 温度 時間 

1 1 98℃ 2minutes 

2 4～6 98℃ 30seconds 

  65℃ 30seconds 

  72℃ 1minutes 

3 1 72℃ 10minutes 

4 1 4℃ Hold 
    

表6. Pre-Capture PCRサイクルプログラム 

5) PCR 増幅プログラム終了後、AMPure XP ビーズ懸濁液(Beckman Coulter)、

SureSelectXT試薬 1カラム中の量  

Nuclease free water 267.8µl  

Herculase II 5× Reaction Buffer 127.5µl  

dNTP mix 6.4µl  

SureSelect primer (Forward) 15.9µl  

SureSelect Indexing Pre-Capture PCR (Reverce) Primer 15.9µl  

Herculase II polymetase 1.0µl  

トータル量 446.3µl  

   

表5. Pre-capture PCRマスターミックスの調整 
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nuclease-free water、70% エタノールとともにSureSelectXT自動化システム

(Agilent)にセットし、自動でサンプルDNA と AMPure XP ビーズを混和、攪拌

し、ビーズに結合したDNAを抽出し洗浄、溶出する。 

 

4. ぺアエンドアダプター付きDNAライブラリとオリゴキャプチャライブラリとの

ハイブリダイゼーション 

1)  ABI MicroAmpプレートの各ウェルに3.で精製したぺアエンドアダプター付きDNA

ライブラリを750µgずつ分取する。 

2)  ABI MicroAmpプレートにゴム蓋をし、30秒間、1000Gで遠心し気泡を除く。 

3)  ABI MicroAmpプレートを真空乾燥機へセットし、1時間かけ乾燥させる。 

4)  乾燥したら、各ウェルに3.4µlのnuclease free waterを注ぎ、8連ピペットを

用いてぺアエンドアダプター付きDNAライブラリを十分に溶解する。 

5) SureSelectXT Automated Hybridization Kit Box #1、およびSureSelectXT  

Automated Hybridization Kit Box #2（いずれもAgilent）を用い、表7の如く、 

Hybridization Bufferマスターミックスを調整する。調整後65℃で5分加熱し、 

沈殿がないことを確認する。その後 25℃に設定したサーモブロックで保管する。 

SureSelectXT試薬 1カラム中の量  

SureSelect Hyb #1 234µl  

SureSelect Hyb #2 9.4µl  

SureSelect Hyb #3 93.5µl  

SureSelect Hyb #4 15.9µl  

SureSelect Indexing Pre-Capture PCR (Reverce) Primer 122µl  

トータル量 458.9µl  
   

表7. Hybridization Byfferマスターミックスの調整 

6)  SureSelectXT Automated Hybridization Kit Box #2（Agilent）を用い、SureSelect 

Blockマスターミックスを表8のように調整する。 

SureSelectXT試薬 1カラム中の量 

Nuclease-free water 76.5µl 

SureSelect Indexing Block #1 31.9µl 

SureSelect Block #2 31.9µl 

SureSelect Indexing Block #3 7.7µl 

トータル量 147.9µl 
  

表8. SureSelect Blockマスターミックスの調整 
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7) Capture Library マスターミックスを表9のように調整する。 

SureSelectXT試薬 1カラム中の量 

Nuclease-free water 25.5µl 

RNase Block 8.5µl 

SureSelect Capture Library 85.0µl 

トータル量 119.0µl 
  

表9. Capture Libraryマスターミックスの調整  

 

8)  6)、7)を図2のように96ウェルEppendorfプレートに分注する。 
 1 2 3 4 5 6 7 8 

A 17.4µl 14.0µl             

B 17.4µl 14.0µl             

C 17.4µl 14.0µl             

D 17.4µl 14.0µl             

E 17.4µl 14.0µl             

F 17.4µl 14.0µl             

G 17.4µl 14.0µl             

H 17.4µl 14.0µl             
         

 

Blockマ

スターミ

ックス 

Capture 

libraryマ

スターミ

ックス 

      

図2．Hybridizationマスターミックスの配置 枠線は96ウェルEppendorfプレートの各ウェルを表

す 

9） 96ウェルEppendorfプレートをPlateLoc Thermal Microplate Sealerを用い、

165℃、1.0秒でシールする。 

10) DNAライブラリ、SureSelect Blockマスターミックス、Hybridization Bufferマ

スターミックス、Capture Library マスターミックス、空のABI MicroAmpプレ

ートをSureSelectXT自動化システム(Agilent)にセットする。 

11) SureSelectXT自動化システム(Agilent)により、Hybridization Bufferマスターミ

ックスとCapture Library マスターミックスが25℃を保ちながら混合される。 

12) 11)と同時にDNAライブラリとSureSelect Blockマスターミックスが自動混合さ 

れる。混合が終了すると、サンプルはABI MicroAmpプレートに入った状態で取り

出される。 
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13)  取り出されたABI MicroAmpプレートをMicroAmp Clear Adhesive Filmを用い

てきつくシールし、Veriti®サーマルサイクラ(Thermo Scientific)にセットす

る。サーマルサイクラは表10のように設定し、ハイブリダイゼーション前のサ

ンプル変性を行う。 

            

ステップ 温度 時間 

1 95℃ 5minutes 

2 65℃ Hold 
   

表10. Hybrdization前のサンプル変性に   使用するサーマルサイクラプログラム 

 

14) サンプル変性後、DNAライブラリとSureSelect Blockマスターミックスが混合

されたABI MicroAmpプレートを、65℃以下に冷めないよう迅速に、SureSelectXT

自動化システム(Agilent)に再度セットする。Hybridization Bufferマスターミ

ックスとCapture Library マスターミックスと自動混合する。 

15) 混合が終了したら、DNAライブラリの入ったABI MicroAmpプレートをMicroAmp 

Clear Adhesive Film を用いてきつくシールし、Veriti®サーマルサイクラ

(Thermo Scientific)にセットする。サーマルサイクラは65℃に設定し、16時間

かけてハイブリダイゼーションさせる。 

 

5. 磁性ビーズによるDNAの回収 

1)  Dynabeads Myone Streptavidin T1 (Invitrogen) 磁性ビーズをボルテックスミ

キサでよく混和する。 

2) コニカルチューブ中で表 11 の如く磁性ビーズと Buffer を混合し、Dynal 

Magnetic separater (Invitrogen Dynamag-50)のマグネットにコニカルチュー

ブをセットして、上清を取り除いて捨てる。この行程を3回繰り返し、磁性ビー

ズを洗浄する。 

 

       

 

 

 

 

 

3) 洗浄した磁性ビーズを 200ul ずつ、DeepWell ソースプレートに DNA ライブラリ

試薬 1カラム中の量 

Dynabeads MyOne Streptavidin T1 ビーズ混濁液 425µl 

SureSelect Binding Buffer 1.7µl 

トータル量 2.125µl 
  

表11. 磁性ビーズ洗浄作業で使用する試薬  
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と対応したウェルに入れ、SureSelectXT自動化システム(Agilent)にセットする。 

4)  ⑤で作成したDNAライブラリの入ったABI MicroAmpプレートをサーマルサイク

ラから取り出し、65 度を保ったまま素早く SureSelectXT 自動化システム

(Agilent)にセットする。 

5) 約3時間後、エクソン領域がキャプチャされたDNAライブラリがEppendorfプ 

レートに入った状態で取り出される。 

 

6.   キャプチャライブラリの増幅とインデックスタグの付加 

1)   表12のように氷上でインデックスプライマー希釈液を調整しABI MicroAmpプ 

レートに分注する。 

SureSelectXT試薬 インデックス1サンプル中の容量 

Nuclease-free water 8.0µl 

Index PCR primer (reverse) 1.0µl 

トータル量 9.0µl 
  

表12. インデックスプライマー希釈液の調整  

 

2)   1)のABI MicroAmpプレートをPlateLoc Thermal Microplate Sealerを用い 

165℃、1.0秒でシールし、30秒間、1000Gで遠心し氷上に保管する。 

3)  表13の如くPCRマスターミックスを調整し、よく混和した後に氷上に保管する。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4) 3)で調整したPCRマスターミックスをNunc DeepWellプレートのカラム4に 

40.5ulずつ分注し、シールした後に遠心する。 

5) 2)のインデックスプライマーが入ったABI MicroAmpプレート、4)のPCRマスタ 

ーミックスが入ったNunc DeepWellプレート、およびエクソン領域がキャプチャ 

されたDNAライブラリが入ったEppendorfプレートをSureSelectXT自動化システ 

SureSelectXT試薬 1カラム中の量  

Nuclease free water 184.9µl  

Herculase II 5× Reaction Buffer 127.5µl  

dNTP mix 6.4µl  

SureSelect Indexing Post-Capture PCR (Forward) Primer 12.8µl  

Herculase II polymetase 12.8µl  

トータル量 344.3µl  

   

表13. Post-captureindexing PCRマスターミックスの調整 



18 

 

ム(Agilent)にセットする。 

6) 約15分後、PCRマスターミックスが混合したABI MicroAmpプレートに入ったDNA 

ライブラリが取り出される。 

7)  6)をVeriti®サーマルサイクラ(Thermo Scientific)にセットし、PCR増幅を 

行う。PCR増幅プログラムは表14の通り行う。 

セグメント サイクル数 温度 時間 

1 1 98℃ 2minutes 

2 10～16 98℃ 30seconds 

  57℃ 30seconds 

  72℃ 1minutes 

3 1 72℃ 10minutes 

4 1 4℃ Hold 
    

表14. Post-Capture PCRサイクルプログラム 

 

8)   PCR増幅プログラム終了後、AMPure XPビーズを用いたDNAの精製を行う。 

 

7. 全エクソンシークエンス 

調整したDNAライブラリ、TruSeq Rapid SBS Kit、TruSeq Rapid Paired-End 

Cluster Kit(いずれもIllumina)を用い、Illumina社の次世代シークエンサーである

HiSeq2000を用いて100bpペアエンドシークエンスを行った。 

 

 

がん組織由来の体細胞変異の同定： 

得られたシークエンス情報から、下記のようにがん細胞由来の体細胞変異を同定

した。 

 

1.  Burrows-Wheeler Aligner (BWA、http://bio-bwa.sourceforge.net/) 29を 

用いて、ヒトゲノムリレファレンス配列 GRCh37/hg19にマッピングする。 

2.  遺伝子変異同定をより正確にするため、Picard tool kit 

(http://picard.sourceforge.net) を用いて、DNAライブラリ作成時のPCR     

バイアスを考慮したduplicate（全く同じ配列のリード）やクオリティの低いリ

ードを除外した。 

3.  SNVおよびindelの検出には、Genome Analysis ToolKit version 1.6 (GATK、 

http://www.broadinstitute.org/gatk/ ) 30を用いた。このソフトウェアによ 
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り、体細胞変異および生殖細胞変異を含んだ全遺伝子変異を網羅的に検出し 

た。 

4.  検出されたSNVおよびindelから、下記のフィルタリングクライテリアを用いて 

体細胞変異を絞り込んだ。 

1) がん組織においてそれぞれのゲノム上の部位にマッピングされたリード数の 

10%以上のリードにより同定されたもの 

2) GATK confidence score 30が50以上のもの 

3) forward、reverse方向のリードがそれぞれ少なくとも1本以上あるもの 

5.  さらに一塩基多型 (Single Nucleotide Polymorphisms : SNPs)などの生殖細胞 

変異やPCRエラーを除外した。オンライン上のデータベースである1000genome 

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/ ）、 

dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) と、in-houseデータを利用したSNPs 

の除外を行った。 

6.  同一症例の正常組織のシークエンスで得られた遺伝子変異を全てまとめ、癌部の 

データから除外した。  

6.  最終的に残ったSNVおよびindelについて、Broad Instituteの Integrative  

Genomics Viewer (IGV)を用いてマッピングされたリードを目視確認し、体細胞

変異と同定した。 

 

Gene ontology解析： 

Gene Ontology（GO）とは、遺伝子の生物的プロセス、細胞の構成要素および分子

機能に着目して、遺伝子に付けられるアノテーションであり、ある遺伝子に付けられ

た GO を調べることによって、その遺伝子の機能が推定できる。 

本検討におけるGO解析にはNational Institute of Allergy and Infectious 

Diseases (NIAID) によって提供されるオンライン上のデータベースであるDatabase 

for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID、

http://david.abcc.ncifcrf.gov) 31を用いた。 

また、本検討では、アミノ酸置換がタンパク質に与える影響を予測するソフトウ

ェアであるPolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) 32を用いて、体細

胞変異の中でも特に転写産物の機能に大きな影響を与えていると推測される遺伝子変

異、即ちPolyPhen2にて“probably damaging”、“possibly damaging”、もしくは

“damaging” と判定されるミスセンス変異を解析対象とした。indelおよびナンセ

ンス変異に関しては“probably damaging”として評価しGO解析の対象とした。   

DAVIDによりP<0.05と判断されるGOを、解析された遺伝子群の中で有意に多く含

まれるGOと判断した。 
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Copy number alterations 解析： 

GATK-Depth of Coverage toolおよびthe Exome CNV R package 33を用い、がん組

織、および同一症例の正常組織のdepth of the coverageを算出し、対応する領域を

比較してその対数比を算出した。depth of coverageの対数比が2を越える領域を、

がん組織で有意な遺伝子の増幅がある領域と判断した。  

 

統計学的事項： 

原発巣、転移巣及びFOLFOX療法後の再発巣から検出された体細胞遺伝子変異数と

一塩基置換パターンの比較にはウィルコクソンの符号順位検定を用いた。これらの統

計学的解析は全てMicrosoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation)を用いて

行った。 
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実験結果 

 

診療録からの症例選択： 

国立がん研究センター東病院において、2006年1月から2009年12月の間にステー

ジIII/IV 期大腸がん151 症例に対して根治的な切除が施行され、FOLFOX 療法による

術後補助化学療法が施行されていた。 

FOLFOX療法は、全例で標準的治療であるmFOLFOX6療法、計12回施行が計画されて

いたが、治療中に画像検査により再発が認められた症例や，不耐性の有害事象発生に

より治療中止となった症例を認めた。 FOLFOX 療法施行後の再発は 66 症例で確認さ

れ、その内26症例で再発巣に対する切除が行われていた。転移・再発臓器の違いが、

がんゲノム情報に影響を及ぼす可能性を考慮し、FOLFOX療法前後の転移・再発臓器が

同一の症例のみを抽出したところ、14 症例が該当した。切除が他院で行われたため、

国立がん研究センター東病院内に組織検体が保管されておらず利用不可能であった 6

症例を除外し、8症例を選択した。 

 

DNA品質評価による症例選択： 

該当 8 症例の FFPE から全エクソンシークエンスが可能な DNA が十分量抽出できて

いるか、DNAの定量を行った。該当8症例の原発巣、転移巣及びFOLFOX療法後の再発

巣と、各症例の正常大腸組織から抽出した DNA サンプルにおける、核酸濃度と dsDNA

の定量結果を表15に記す。 
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表15. 核酸およびdsDNA定量結果 

 

症例番号 組織検体 臓器 液量(ul) 核酸濃度（ng/ul） Ａ260/280 dsDNA濃度（ng/ul） dsDNA収量(ng) 

1 

原発巣 S状結腸 157.5  20.0  1.64  4.4  693.0  

転移巣 肝 177.5  24.4  1.52  5.9  1047.3  

再発巣 肝 145.0  14.8  1.41  3.3  478.5  

正常組織 S状結腸 99.0  176.1  1.90  12.6  1243.5  

2 

原発巣 直腸Ｒｓ 68.0  27.2  1.54  10.6  720.8  

転移巣 肝 138.0  20.3  1.46  7.4  1021.2  

再発巣 肝 50.0  8.1  1.16  5.3  265.0  

正常組織 直腸Ｒｓ 99.0  142.2  1.91  13.8  1370.9  

3 

原発巣 直腸Ｒｓ 147.0  51.4  1.67  11.6  1705.2  

転移巣 肝 149.0  64.0  1.70  21.4  3188.6 

再発巣 肝 139.0  57.9  1.73  16.5  2293.5  

正常組織 直腸Ｒｓ 49.0  174.7  1.87  6.4  312.3  

4 

原発巣 直腸Ｒb 178.0  44.3  1.65  13.4  2385.2  

転移巣 肺 178.0  42.6  1.66  12.2  2171.6  

再発巣 肺 138.0  41.9  1.65  14.6  2014.8  

正常組織 直腸Ｒb 99.0  99.3  1.82  6.6  657.6  

5 

原発巣 上行結腸 150.0  9.8  1.30  3.7  555.0  

転移巣 肝 148.0  31.7  1.59  4.1  606.8  

再発巣 肝 95.0  1.4  0.42  1.1  104.5  

正常組織 上行結腸 99.0  151.6  1.83  9.0  889.9  

6 

原発巣 直腸Ｒａ 158.0  40.8  1.64  9.1  1437.0  

転移巣 軟部組織 70.0  1.5  0.59  1.0  70.0  

再発巣 軟部組織 80.0  1.0  0.64  2.0  160.0  

正常組織 直腸Ｒａ 99.0  183.9  1.91  15.7  1556.2  

7 

原発巣 直腸Ｒｓ 178.0  33.2  1.58  8.3  1477.4  

転移巣 肺 145.0  16.5  1.38  5.0  725.0  

再発巣 肺 120.0  5.3  0.93  0.9  108.0  

正常組織 直腸Ｒｓ 99.0  105.5  1.83  11.3  1123.6  

8 

原発巣 S状結腸 157.5  23.6 1.67  3.7  582.8  

転移巣 肺 125.0  6.7 1.20  2.4  300.0  

再発巣 肺 60.0  9.4 1.37  1.4  84.0  

正常組織 S状結腸 99.0  163.4  1.89  17.3  1717.4  
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症例6の転移巣、および症例5、6、7の再発巣から抽出したDNAサンプルではA260/280

値が極端に低値であった。また、dsDNA が 200-300ng 程度確保できれば本研究の実験

方法に基づいた全エクソンシークエンスが可能と考えられたが、これらのサンプル、

および症例8の再発巣からの抽出DNAサンプルにはいずれも100ng程度のdsDNAしか

含まれておらず解析から除外することとした。 

 

これらの計 5 病変ついては、再度 FFPE から DNA の再抽出を行うこととした。FFPE

の取り寄せに時間を要した症例6の再発巣を除く、その他の組織から抽出した核酸お

よびdsDNAの定量結果を表16に示す。  

 

組織 液量 核酸濃度 Ａ260/280 dsDNA濃度 dsDNA収量 dsDNA/核酸比 

  (ul) （ng/ul）   （ng/ul） (ng) (%) 

症例5 再発巣 96.5  91.4  1.8  3.0  292.0  3.3  

症例6 転移巣 96.5  107.8  1.9  3.0  285.7  2.7  

症例7 再発巣  96.5  163.5  1.8  4.5  438.2  2.8  

症例8 再発巣 96.5  103.3  1.9  2.7  256.1  2.6  
       

表16. 核酸およびdsDNA定量結果(再抽出)    

 

dsDNA/核酸比は全組織で10%を下回り、1000ng以上のdsDNAを採取するに十分と考

えられる組織量を用いたにも関わらず、dsDNA 収量は 250-440ug 程度に留まった。こ

のことから、FFPE検体内でのDNAの断片化、分解が強く進んでいると考えられた。 

再抽出した DNA の品質確認を目的とし、リアルタイム PCR 法にて⊿Cp 値を測定し

た。positive control と比較した⊿Cp 値がいずれのサンプルでも明らかに低値であ

り、これらの再抽出したDNAサンプルでは今後のDNAライブラリ調整にあたり十分な

PCR反応が期待できないと判断した(表17)。FFPE検体内でのDNA分解が進んでいるの

であれば、再抽出を繰り返しても高品質の DNA 抽出は不可能であるため、症例 5、6、

7、8は解析から除外することとした。症例6が解析対象外となったため、症例6の再

発巣からはDNAの再抽出は行わなかった。 
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組織 
Cp値 ⊿Cp 値 

Cp値 Cp値 (最大値-最小値) Cp値 平均 ⊿Cp to control 

症例5 再

発巣 

23.16  

0.04  <0.5 23.15  -4.70  ‐5<⊿Cp<5 23.16  

23.12  

症例6 転

移巣 

23.48  

0.01  <0.5 23.47  -5.03  ⊿Cp≦－5 23.47  

23.47  

症例7 再

発巣 

27.11  

0.03  <0.5 27.12  -8.68  ⊿Cp≦－5 27.12  

27.14  

症例8 再

発巣 

25.31  

0.16  <0.5 25.25  -6.81  ⊿Cp≦－5 25.29  

25.15  

Posi 

18.46  

0.3  <0.5 18.44  0.00  ‐5<⊿Cp<5 18.44  

18.43  

Nega 

35.00  

0  <0.5 35.00  -16.56  ⊿Cp≦－5 35.00  

35.00  
       

表17. ⊿Ｃｐ値 測定結果      
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対象患者背景： 

診療情報録から抽出した該当8症例のうち、最終的に十分なdsDNAが利用可能と判

断されたその他の4症例、16検体からの抽出DNAを用いて、DNAライブラリーの調整

および全エクソンシークエンスを行うこととした。解析に用いた4症例の臨床背景を

表18に示す。 

 

 

 

  

症例

番号 
年齢 性 

主な病理

組織型 

原発

部位 

転移

臓器 

FOLFOX

療法施行

サイクル  

無増悪生

存期間

（日） 

FOLFOX療法最終

日から再発までの

日数（日）  

1 69 男 
中分化型

腺癌 

Ｓ状

結腸 
肝 4 97 -16 

2 68 男 
高分化型

腺癌 

直腸

Ｒｓ 
肝 9 109 -88 

3 64 女 
中分化型

腺癌 

直腸

Ｒｓ 
肝 11 328 120 

4 68 女 
高分化型

腺癌 

直腸

Ｒｂ 
肺 12 556 264 

表18. 患者背景    
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全エクソンシークエンス結果： 

腫瘍組織のdepth of coverageは平均124×であり、10%の変異頻度で存在するSNV

およびindelを検出するのに十分なdepth of coverageが得られているものと判断し

た。また、同一症例の腫瘍組織でのdepth of coverage に差はなく、体細胞変異数を

比較する際にdepth of coverage の影響は無視できるものと考えた。(表19) 

 

症例

番号 

  

総リード数 
マッピングリード数 

(%) 

Depth of 

coverage 

(×)  

30リード以上が

マッピングされた

領域（%） 
  

1 原発巣 129688354 117280277(90) 107 88 

 転移巣 155911639 146120828(94) 133 92 

 再発巣 139140040 130679237(94) 120 90 

 正常大腸組織 79896452 67706003(85) 63 73 

      

2 原発巣 134836510 125840818(93) 116 90 

 転移巣 162944490 153056513(94) 138 93 

 再発巣 151797377 142228257(94) 131 93 

 正常大腸組織 66644389 55677492(84) 52 64 
      

3 原発巣 110537232 99867931(90) 90 89 

 転移巣 122293726 103284130(84) 92 87 

 再発巣 159538251 120242373(75) 96 92 

 正常大腸組織 93750792 62725539(67) 57 70 

      

4 原発巣 191365912 179461845(94) 154 96 

 転移巣 190768908 177500885(93) 155 95 

 再発巣 188543254 180997406(96) 151 96 

  正常大腸組織 104084725 84818452(81) 77 81 

  平均 (腫瘍組織） 153113808 139713375 124 92 

 平均 (正常組織) 86094090 67731872 62 72 

表19. depth of coverage   
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がん組織由来の体細胞遺伝子変異の絞込み： 

検出された全遺伝子変異から、実験方法に記載した方法でがん組織由来の体細胞性

変異の絞込みを行った。検出された遺伝子変異の内、大多数が既知のSNPとして除外

された。最終的ながん組織固有の体細胞変異数を表21、22、23に示す。SNVとindel

を合わせた体細胞変異数、SNVのうちアミノ酸置換をもたらすnon-synonymous変異と

変化しない synonymous 変異の比率は、これまでに報告されている大腸がんの全エク

ソンシークエンス結果 6 28 34と矛盾せず、妥当な数値と判断した。 

 

 

  

症例

番号 

  検出総数 

フィルタリングク

ライテリアによる

絞込み 

ＳＮＰデータベース

による絞込み 

正常組織との比較によ

る絞込み 

（＝体細胞変異数） 

  （個） （個） （個） （個） 

1 

原発巣 27172 24015 329 107 

転移巣 27282 23901 340 124 

再発巣 27411 24119 355 130 

2 

原発巣 27362 25213 428 163 

転移巣 27423 25235 439 175 

再発巣 27299 25218 494 230 

3 

原発巣 26839 23948 299 67 

転移巣 26892 24262 305 72 

再発巣 26679 23878 311 95 

4 

原発巣 27190 14586 351 125 

転移巣 27414 24795 342 119 

再発巣 27194 24647 364 138 

      

表20. 体細胞性変異の絞込み：SNV   
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症例

番号 

  検出総数 

フィルタリングク

ライテリアによる

絞込み 

ＳＮＰデータベース

による絞込み 

正常組織との比較によ

る絞込み 

  (個) (個) (個) （=体細胞変異数） 

1 

原発巣 742 668 10 4 

転移巣 752 663 12 5 

再発巣 783 675 8 4 

2 

原発巣 842 732 14 11 

転移巣 841 716 13 9 

再発巣 842 724 18 13 

3 

原発巣 770 672 10 4 

転移巣 809 707 8 6 

再発巣 774 678 9 6 

4 

原発巣 758 669 11 8 

転移巣 795 672 16 9 

再発巣 800 684 14 9 
      

表21. 体細胞性変異の絞込み：indel 

 

症例番号   SNV総数 non-synonymous変異数(%) synonymous変異数(%) 

1 

原発巣 107 80(74.8) 27(25.2) 

転移巣 124 89(71.8) 35(28.2) 

再発巣 130 93(71.5) 37(28.5) 

2 

原発巣 163 104(63.8) 59(36.2) 

転移巣 175 118(67.4) 57(32.6) 

再発巣 230 146(63.5) 84(36.5) 

3 

原発巣 67 37(55.2) 30(44.8) 

転移巣 72 42(58.3) 30(41.7) 

再発巣 95 56(58.9) 39(41.1) 

4 

原発巣 125 79(63.2) 46(36.8) 

転移巣 119 81(68.1) 38(31.9) 

再発巣 138 93(67.4) 45(32.6) 
     

表22．ＳＮＶにおけるsynonymous/non-synonymous変異 
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体細胞遺伝子変異数の比較：  

FOLFOX 療法により新たな遺伝子変異が導入されるのであれば、FOLFOX 療法施行後

の再発巣では、それ以前の病変に比し体細胞変異数が増加していると考えられる。そ

こで我々は、原発巣、転移巣及び再発巣での体細胞変異数を比較した。結果、原発巣

よりも転移巣、転移巣よりも再発巣でより多くの体細胞変異が検出される傾向がみら

れたが、統計学的な有意差は見られなかった (Wilcoxon signed rank test  P > 0.05)。

（図3） 

       

図3. 体細胞変異数の比較： 4症例の原発巣、転移巣、およびFOLFOX療法後の再発巣について、体細胞 

変異数の最大値、最小値、中央値、並びに25/75パーセンタイル値を示す。いずれも統計学的な有意 

差は見られなかった（P>0.05） 
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一塩基置換パターンの比較： 

過去のin vitroの検討では、oxaliplatinに暴露された細胞では、C>A/G>T、もし

くは T>A/A>Tのtransversion変異が特徴的に増加すると報告 25されている。また、

oxaliplatinを含む白金製剤の架橋形成により、C>A/G>T変異は、CpC/GpG配列により

多く誘導されることが示されている 35。 

oxaliplatinが再発巣のがんゲノムに遺伝子変異を導入するのであれば、FOLFOX療

法後の再発巣で見られる遺伝子変異の一塩基置換パターンは上述した特徴を有してい

ると考えられる。そこで一塩基置換パターンを FOLFOX 療法の前後の病変で比較し、

FOLFOX療法後の再発巣でC>A/G>T、もしくは T>A/A>Tのtransversion変異が増加し

ているか検討した。 

各病変で検出されたSNVにおける、一塩基置換パターンの比率を図4に示す。いず

れの病変でもC>T/G>Aの transition変異が最多(46-72%)であった。FOLFOX療法後の

再発巣で検出された一塩基置換パターンは同一症例の原発巣、転移巣と同一であり、

oxaliplatin により誘導されると考えられるC>A/G>T、T>A/A>T の transversion 変異

の増加は認められなかった。  

   
図4.  一塩基置換パターンの比較 : 全SNV  
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次に FOLFOX 療法により導入された可能性がある、FOLFOX 療法後の再発巣でのみ検

出される遺伝子変異（再発巣のunique変異）を抽出し、CpC/GpG配列におけるC>A /G>T

変異が増加しているかを検討した。しかし、同一症例における原発巣、転移巣それぞ

れのunique変異と比較して統計学的有意差はみられなかった（Wilcoxon signed rank 

test、原発巣 vs 再発巣 P=0.72、転移巣 vs 再発巣 P=0.42、図5） 

 

 

図5. 塩基置換パターンの比較 : unique変異を対象とした前後を含めた3塩基配列での比較 

 

CNAsの比較: 

術後 FOLFOX 療法が CNAs を誘導するか検討するため、再発巣でみられる CNAs を同

一症例の原発巣、FOLFOX療法前の転移巣と比較した。各症例での原発巣、転移巣、再

発巣のそれぞれと、正常組織のdepth of coverageの対数比をグラフ化したものを図

6に示す。 

症例 3 の再発巣では、7q21、10q22、および 10q23 で正常大腸組織での depth of 

coverage との対数比が 2 を越えており、この領域では遺伝子の増幅があると判断し

た。同領域は症例3の原発巣、転移巣でも同様に増幅していた。同領域に含まれる遺

伝子については表 23 に列挙する。症例 3 の他の領域および症例 1、2、4 では、原発

巣、転移巣、再発巣のいずれでも正常大腸組織のdepth of coverageとの対数比が0-

2以内であり、明らかな遺伝子の増幅、減失はないものと考えられた。4症例の全てで

原発巣、転移巣、再発巣のグラフは一致しており、再発巣のCNAsは同一症例の原発巣

及びFOLFOX療法施行前の転移巣と同一であった。 
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図6. CNAsの比較 : 横軸にゲノム上の位置を、縦軸にがん組織のコピー数と対応領域の正常 

組織との対数比で示す。 対数比≧2を有意な遺伝子の増幅とした。 
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原発巣 

chromosome start end ratio 遺伝子名 

chr7(q21,12) 86468197 87705047 2.69  
BC035377 TP53TG1 ABCB4 ABCB1 SLC25A40 DMTF1 

DBF4 KIAA1324L CROT RUNDC3B TMEM243 

chr7(q21,13-

q21.2) 
90584968 92463045 2.66  

MTERF AKAP9 ANKIB1 RBM48 GATAD1 LRRD1 KRIT1 

ERVW-1 PEX1 CYP51A1 AL133568 MGC16142 

FAM133B 

chr10(q22,3) 80285107 81115142 4.09  ZMIZ1-ASI ZMIZ1 BC128552 AX747983 

chr10(q22,3-

q23.1) 
81142023 82005675 2.83  

AK302451 EIF5AL1 SFTPA1 SFTPA2 BEND3P3 

DQ586890 AX747158 LOC642361 LOC100288974 

MBL1P SFTPD TME254 TME254-AS1 PLAC9 ANXA11 

LINC00857 

chr10(q23,1) 82012430 82348687 2.99  MAT1A DYDC1 DYDC2 FAM213A TSPAN14 

chr10(q23,1) 84498266 86278303 2.92  
U6 GHITM RGR BC051760 C10orf99 CDHR1 LRIT2 

LRRC21 LINC00858 DD413707 

表23．症例3で増幅がみられる遺伝子：原発巣 

 

転移巣 

chromosome start end ratio 遺伝子名 

chr7(q21,11) 81328341 84751276 2.18  AK055932 PCLO SEMA3E SEMA3A BX647900 

chr7(q21,12) 86468197 87705047 4.00  
BC035377 TP53TG1 ABCB4 ABCB1 SLC25A40 

DMTF1 DBF4 KIAA1324L CROT RUNDC3B TMEM243 

chr7(q21,13-

q21.2) 
90584968 92463045 3.92  

MTERF AKAP9 ANKIB1 RBM48 GATAD1 LRRD1 

KRIT1 ERVW-1 PEX1 CYP51A1 AL133568 MGC16142 

FAM133B 

chr10(q22,3-

q23.1) 
80285107 82005675 4.31  

ZMIZ1AS1 ZMIZ1 BC128552 AX747983 PPIF ZCCHC24 

AK302451 EIF5AL SFTPA2 SFTPA1 BEND3P3 

AX747158 DQ586890 LOC642361 LOC100288974 

MBL1P SFTPD TMEM254-AS1 TMEM254 PLAC9 

ANXA11 

chr10(q23,1) 82012430 82348687 4.17  MAT1A DYDC1 DYDC2 FAM213A TSPAN14 

chr10(q23,1) 84498266 86278303 4.16  
U6 GHITM RGR BC051760 C10orf99 CDHR1 LRIT2 

LRRC21 LINC00858 DD413707 

表24．症例3で増幅がみられる遺伝子：転移巣 
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FOLFOX療法後の再発巣 

chromosome start end ratio 遺伝子名 

chr7(q21,11) 81328341 84751276 2.49  AK055932 PCLO SEMA3E SEMA3A BX647900 

chr7(q21,12) 86468197 87705047 4.42  
BC035377 TP53TG1 ABCB4 ABCB1 SLC25A40 DMTF1 

DBF4 KIAA1324L CROT RUNDC3B TMEM243 

chr7(q21,13-

q21.2) 
90584968 92463045 4.30  

MTERF AKAP9 ANKIB1 RBM48 GATAD1 LRRD1 KRIT1 

ERVW-1 PEX1 CYP51A1 AL133568 MGC16142 

FAM133B 

chr10(q22,3-

q23.1) 
80285107 82348687 4.53  

ZMIZ1AS1 ZMIZ1 BC128552 AX747983 PPIF ZCCHC24 

AK302451 EIF5AL SFTPA2 SFTPA1 BEND3P3 

AX747158 DQ586890 LOC642361 LOC100288974 

MBL1P SFTPD TMEM254-AS1 TMEM254 PLAC9 

ANXA11 DYDC1 DYDC2 FAM213A TSPAN14 

chr10(q23,1) 84498266 86278303 4.63  
U6 GHITM RGR BC051760 C10orf99 CDHR1 LRIT2 

LRRC21 LINC00858 DD413707 

表25．症例3で増幅がみられる遺伝子：FOLFOX療法後の再発巣 
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変異遺伝子の比較: 

同一症例の原発巣、転移巣、再発巣において、検出された体細胞変異遺伝子を比較

すると、検討した４症例の全てで相違がみられた。 

同一症例において、原発巣、転移巣及び再発巣の3病変全てに共通して検出される

体細胞変異を common 変異、2 病変で検出されるものを shared 変異、1 病変のみで検

出されるものをunique変異と定義し、分類した結果を表26に示す。検出された体細

胞変異はcommon変異が最多であり、多くの遺伝子変異が原発巣、転移巣及び再発巣で

共通していた。その一方、FOLFOX 療法後の再発巣から検出される体細胞変異のうち、

9.5-52.3％（症例1で14.2%、症例2で52.3%、 症例3で24.8%、症例4で9.5%）の

体細胞変異は、同一症例の原発巣及び転移巣から検出されなかった。一検体から検出

される体細胞変異の総数に占める unique 変異の割合は再発巣でより増加する傾向に

あった。 

 

症例 common変異数(%) shared変異数(%) unique変異数(%) 体細胞変異数(%) 

      
原発巣-

転移巣 

原発巣-

再発巣 

転移巣-

再発巣 
    

1 原発巣 99(89.2) 7(6.3) 4(3.6) - 1(0.9) 111(100) 

 転移巣 99(76.7) 7(5.4) - 12(9.3) 11(8.5) 129(100) 

 再発巣 99(73.9) - 4(3.0) 12(9.0) 19(14.2) 134(100) 
        

2 原発巣 98(56.3) 30(17.2) 9(5.2) - 37(21.3) 174(100) 

 転移巣 98(53.3) 30(16.3) - 9(4.9) 47(25.5) 184(100) 

 再発巣 98(40.3) - 9(3.7) 9(3.7) 127(52.3) 243(100) 
        

3 原発巣 63(88.7) 3(4.2) 3(4.2) - 2(2.8) 71(100) 

 転移巣 63(80.8) 3(3.8) - 10(12.8) 2(2.6) 78(100) 

 再発巣 63(62.4) - 3(3.0) 10(8.9) 25(24.8) 101(100) 

        

4 原発巣 105(78.9) 5(3.8) 11(8.3) - 12(9.0) 133(100) 

 転移巣 105(82.0) 5(3.9) - 17(13.3) 1(0.8) 128(100) 

  再発巣 105(71.4) - 11(7.5) 17(11.6) 14(9.5) 147(100) 

        

表26.変異遺伝子の比較      
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Mut-Driver 遺伝子変異の比較: 

Vogelsteinらは遺伝子変異によって発がんのドライバーとなり得る遺伝子をMut-

Driver 遺伝子と定義し、125種の遺伝子がこれに該当すると提唱している34。これら

の遺伝子に着目し、原発巣、転移巣及び再発巣で比較した結果を表27に示す。   

我々が検討した4症例においては、125種のMut-Driver遺伝子のうち、14種の遺伝

子に変異を認めた。大腸がんにおいて変異頻度が高いAPC、 KRAS、 FBXW7、 TP53、 

および PIK3CAにおいては、同一症例の原発巣、転移巣及び再発巣で高率に同じ体細

胞変異を有していた。症例2においては、原発巣と転移巣でPIK3CA遺伝子 E542Kおよ

びE88Q変異を認めたが、FOLFOX療法後の再発巣ではこれらの体細胞変異は検出されな

かった。その一方、再発巣ではPIK3CAと同じPI3K-AKT経路に位置するMut-Driver 遺

伝子である、AKT1遺伝子に変異を認めた。 

 

 
 

表27. Mut-Driver 遺伝子の比較 

  common変異    shared変異    unique変異 

 

  

原発巣 転移巣
FOLFOX
療法後の
再発巣

原発巣 転移巣
FOLFOX
療法後の
再発巣

原発巣 転移巣
FOLFOX
療法後の
再発巣

原発巣 転移巣
FOLFOX
療法後の
再発巣

ＡＰＣ R232* R232* R232*

FBXW7
H342N
H460N
H380N

H342N
H460N
H380N

H342N
H460N
H380N

TP53 A159P A159P A159P R158G R158G R158G H179R H179R H179R

KRAS G12D G12D G12D A146V A146V A146V G12V G12V G12V G12D G12D G12D

PIK3CA Q546R Q546R Q546R
R88Q
E542K

R88Q
E542K

AKT1 E17K

MLL2 R3491H R3491H R3491H

MLL3 D348N D348N D348N

BRCA2 S2373N

SMARCA4 R1203H R1203H R1203H

CDKN2A R80* P94L

EP300 P708S

MED12 S476F

RUNX1 S448*

症例1 症例2 症例3 症例4
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Gene Ontology(GO)解析: 

再発巣のがんゲノム情報はFOLFOX療法への耐性機構を反映している可能性がある

ことから、各症例の再発巣のみで検出されるunique変異のGene Ontologyに着目し、

FOLFOX療法への耐性メカニズムとの関連を検討した。 

本解析では、アミノ酸置換がタンパク質に与える影響を予測するソフトウェアで

あるPolyphen2 32を用い、unique変異の中でも特に転写産物の機能に大きな影響を与

えていると推測される遺伝子変異を有しているSNV、およびindelを抽出して解析を行

った。結果、4症例の再発巣から検出された計185個のunique変異の内、ナンセンス変

異7個、Polyphen2にて“damaging” 、“possibly damaging”、および “probably 

damaging”と判定されたミスセンス変異51個、indel 7個の計65個の体細胞遺伝子変

異を抽出しGO解析を行った。(表28) 

 

症例番号 遺伝子名 アミノ酸変異 POLYPHENスコア 

1 ATG2A A1885T 1 PROBABLY DAMAGING 

1 CACNA1E R1182C,R1182C,R1163C 1 PROBABLY DAMAGING 

1 CSPG4 R477H 0.513 POSSIBLY DAMAGING 

1 IGLON5 R237C 1 PROBABLY DAMAGING 

1 OR2T11 I46T 0.994 PROBABLY DAMAGING 

1 OR2T11 I46L 0.987 PROBABLY DAMAGING 

2 AFF2 P882L,P849L,P523L 1 PROBABLY DAMAGING 

2 AKAP3 D712Y 0.999 PROBABLY DAMAGING 

2 AKT1 E17K 1 PROBABLY DAMAGING 

2 BCLAF1 S205L,S203L,S205L 0.879 POSSIBLY DAMAGING 

2 C1orf129 A398V,A398V 0.725 POSSIBLY DAMAGING 

2 C1QB T196I 0.998 PROBABLY DAMAGING 

2 CAPN7 A14T 1 PROBABLY DAMAGING 

2 CCDC108 V1232M 0.994 PROBABLY DAMAGING 

2 CD177 N222T 0.972 PROBABLY DAMAGING 

2 CDH9 D592N 0.999 PROBABLY DAMAGING 

2 COL22A1 P1581H 1 PROBABLY DAMAGING 

2 DDI1 Q264H 1 PROBABLY DAMAGING 

2 DOCK1 E1693del - Deletion 

2 DQX1 Q173* - Nonsense 

2 FRMD7 P482H 1 PROBABLY DAMAGING 

2 HIST2H2AB H124fs - Deletion 
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2 HIVEP2 R882W 1 PROBABLY DAMAGING 

2 IQCH E35Q,E35Q 0.993 PROBABLY DAMAGING 

2 IQSEC1 R776Q 1 PROBABLY DAMAGING 

2 KIF1A R1571Q 1 PROBABLY DAMAGING 

2 MED12 S476F 0.603 POSSIBLY DAMAGING 

2 MPEG1 T148I 1 PROBABLY DAMAGING 

2 MUC19 K50fs - Deletion 

2 NLGN4X G271C 1 PROBABLY DAMAGING 

2 NUSAP1 E7Q,E7Q,E7Q 1 PROBABLY DAMAGING 

2 ODZ4 E2270Q 0.935 POSSIBLY DAMAGING 

2 PASD1 Q533H 0.991 PROBABLY DAMAGING 

2 PCDH17 R203H 1 PROBABLY DAMAGING 

2 PTPRJ L738V 1 PROBABLY DAMAGING 

2 RASD2 D107N 0.781 POSSIBLY DAMAGING 

2 RASSF7 C73Y,C73Y,C73Y 0.876 POSSIBLY DAMAGING 

2 RICTOR G798E 0.994 PROBABLY DAMAGING 

2 RXRB G327fs - Deletion 

2 SH3RF3 R225C 1 PROBABLY DAMAGING 

2 SLC24A6 G502D 1 PROBABLY DAMAGING 

2 SLITRK3 R477* - Nonsense 

2 SLITRK6 N818fs - Deletion 

2 ST6GAL2 R256W,R256W 0.534 POSSIBLY DAMAGING 

2 TBC1D9 P350L 0.97 PROBABLY DAMAGING 

2 TMEM132C S1028* - Nonsense 

2 TRPM7 H363N 0.988 PROBABLY DAMAGING 

2 TRPV5 Q128H 0.998 PROBABLY DAMAGING 

2 UBR5 E389* - Nonsense 

2 ZNF560 R750C 1 PROBABLY DAMAGING 

3 CDC20B A360fs,A360fs,A360fs - Insertion 

3 DEDD E15K 0.993 PROBABLY DAMAGING 

3 LRTM2 A336V 1 PROBABLY DAMAGING 

3 PCDHA9 L805* - Nonsense 

3 PDZD2 T668M 1 PROBABLY DAMAGING 

3 PLCB3 R137Q,R204Q 0.831 POSSIBLY DAMAGING 

3 SEMA5B C172R 1 PROBABLY DAMAGING 
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3 VPS13B S941A,S941A 0.994 PROBABLY DAMAGING 

4 DOC2A E214D 0.974 PROBABLY DAMAGING 

4 JPH3 P144_A145insAAA,C16_L17insLLL - Insertion 

4 PDE1C A668T,A728T 0.999 PROBABLY DAMAGING 

4 RUNX1 S448* - Nonsense 

4 TBC1D12 R705* - Nonsense 

4 TDRD6 V86M,V86M 1 PROBABLY DAMAGING 

4 TLR8 R338H 0.982 PROBABLY DAMAGING 
     

表. 28 GO解析に用いた体細胞変異一覧   

 

症例間で共通した遺伝子変異はみられなかったが、“cell adhesion”“GTPase－ 

regulator activity”“calcium ion transport”“calcium ion binding”の4種のGO

を持つ遺伝子が再発巣に特異的なunique変異に有意に多く含まれていることが明らか

となった。これは、原発巣、転移巣のunique変異ではみられない特徴であった(表

29)。 
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  Gene Ontology 
遺伝子名 

症例1 症例2 症例3 症例4 

原発巣 

GO:0006355~ 

regulation of transcription, DNA-dependent 
  

CDKN2A IRX3  

TULP4 

 SP2 ZNF675 

TCF15 

MAPK8IP1 HOXA3 

GO:0006469~ 

negative regulation of protein kinase activity 
  

CDKN2A 

ZNF675 
MAPK8IP1   

転移巣 

GO:0007283~ 

Spermatogenesis 

BRCA2  

MORC1 
CYLC1 MAST2     

GO:0005856~ 

Cytoskeleton 

BRCA2  

KRTAP4-1 

CYLC1 MAST2 

INA 

RBM39 

    

FOLFOX療法

後の 

再発巣 

GO:0007155~ 

cell adhesion 
  

CDH9 TRPM7 

COL22A1 

NLGN4X 

PCDH17 

PCDHA9  

PDZD2 
  

GO:0030695~ 

GTPase regulator activity 
  

DOCK1 

TBC1D9 

RICTOR 

IQSEC1 

  TBC1D12 

GO:0006816~ 

calciumion transport 
CACNA1E 

TRPM7 

TRPV5 

SLC24A6  

  JPH3 

GO:0005509~ 

calcium ion binding 
CACNA1E 

CDH9 TRPM7 

TBC1D9 

TRPV5 

SLC24A6 

PCDH17 

PDCHA9 

PLCB3 

DOC2A  

RUNX1 

      

表29. Gene Ontologyの比較     
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考察 

 

今回我々は、同一症例の大腸がん原発巣、転移巣及びFOLFOX療法による術後補助

化学療法後に出現した再発巣から抽出したDNAを用いて全エクソンシークエンスを行

い、体細胞変異を比較することで、FOLFOX療法が再発大腸がんゲノムに与える影響を

検討した。本検討は、FOLFOX療法と大腸がんゲノム変化の関連を詳細に検討した世界

初の報告である。 

 

原発巣及び転移巣と比較して、FOLFOX療法後の再発巣において体細胞変異数の有

意な増加はみられなかった。また、再発巣から検出された体細胞変異の一塩基置換パ

ターンは原発巣及び転移巣と比較して変化がみられず、FOLFOX療法投与後にも関わら

ずoxaliplatinによる遺伝子変異に特徴的なG>T/C>A, A>T/T>Aのtransversion変異の

増加25,35を認めなかった。CNAsについても原発巣、転移巣及び再発巣で変化がみられ

なかった。このように我々の研究結果からは、術後補助化学療法としてのFOLFOX療法

による再発大腸がんゲノムへの新たな変異導入は示されなかった。 

しかしながら、今回の我々の検討結果とは相反して、過去の培養細胞実験系による

研究ではoxaliplatin による変異原性が示されている。この理由としてin vitro で

の実験系と生体内では、大腸がん細胞が暴露されるoxaliplatinの濃度が異なってい

ることが考えられる。Silva らはCHO-K1 細胞株を10-40μMの oxaliplatin に暴露す

ることで、G>T/C>A, A>T/T>Aのtransversion変異を特徴とする遺伝子変異が誘導さ

れ、かつ用量依存的に遺伝子変異頻度が上昇することを示している 25。一方、本検討

の対象となった4症例ではFOLFOX療法としてoxaliplatinが85 mg/m2で投与されて

いるが、既報では同用量でoxaliplatinが投与された際の最高血中濃度(maximum drug 

concentration : Cmax)は3.6 μMであったと報告されている 36。薬物動態に個人差が

存在するとしても、本検討の4症例におけるoxaliplatinのCmaxはin vitroの検討

で変異原性を示した濃度を下回っていることが想定され、このことが FOLFOX 療法後

の再発巣であってもoxaliplatinによる遺伝子変異導入がみられない一因と推察され

た。 

本検討の問題点として4症例という限られた症例数であり十分な統計学的解析が行

えていない可能性がある。少ない症例数の要因として、大腸がんの転移巣の切除の後、

さらにその後の再発巣へも再切除が行われた症例を対象としたが該当する症例が少数

であったこと、さらにFOLFOX療法前後で同一の臓器に転移・再発を来たした症例のみ

を対象としたことが挙げられる。ただ、近年では遠隔転移の切除により長期生存が得

られるとの報告が増加している 20 21。本研究の対象に該当する症例が増加し、更なる
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検討が行われることが期待される。 

 

oxaliplatinによる再発巣への遺伝子変異導入は否定的であった一方で、大腸がん

原発巣、転移巣及び再発巣から検出される体細胞変異の相違が存在し、一例として原

発巣や転移巣には見られないにも関わらず再発巣でのみ検出されるunique変異が存在

した。このことを説明し得る理論背景として、Sottorivaらが提唱する大腸がんの発

がんモデルである“ビッグバン・モデル”37に着目した。大腸がんでは、一つの腫瘍

内に異なる遺伝子変異を有する多数のサブクローンが混在する腫瘍内不均一性 

(intra-tumor heterogenighty：ITH) が存在すること知られている38。“ビッグバ

ン・モデル”では、発がんの極めて初期に起こる1回の爆厳的な事象で、各々異なる

体細胞変異を有する多彩なサブクローンが生じ、それらが混在したまま増殖すること

によりITHがもたらされるとしている。さらに、ITHの存在下で抗腫瘍効果を有する薬

剤に曝されると、薬剤に耐え得るサブクローンのみが選択的に増殖していくため、化

学療法により腫瘍を構成するサブクローンの比率が変化していくとしている。化学療

法によるがん細胞のサブクローン選択については、前述したJohnsonらの報告18に加

え、慢性リンパ性白血病の初発・再発例のエクソーム比較解析39でも、多くの症例で

化学療法を契機として特定の遺伝子変異をもつサブクローンが選択されて増大するこ

とが報告されている。 

ビッグバン・モデルに従えば、本検討の4症例においてもFOLFOX療法が施行される

以前の原発巣及び転移巣には多数のサブクローンが混在していたものと推察される。

ITHの存在下では、同一の腫瘍であっても部位によって腫瘍を構成するサブクローン

が異なるため、いずれの部位の組織切片を用いるかによって検出される遺伝子変異が

異なると考えられる。本検討では手術組織検体の一部の切片を用いて全エクソンシー

クエンスを行っているため、このことが原発巣、転移巣及び再発巣で検出される遺伝

子変異の相違に繋がった可能性がある。真にITHが今回の実験結果に影響を与えたか

を検証するには、同一症例の腫瘍検体から、今回解析に用いた切片とは離れた部位の

別切片を採取して体細胞変異を比較する方法が考えられ、今後の検討課題である。ま

た、再発巣ではFOLFOX療法によるクローンの選択の結果、原発巣及び転移巣とは腫瘍

を構成するサブクローンの比率が変化していると考えられるが、これがFOLFOX療法後

の再発巣でunique変異が増加する傾向がみられた一因と推察される。 

特に再発巣のunique変異が突出して多い症例2では、原発巣及び転移巣でPIK3CA遺

伝子変異、再発巣ではAKT1 遺伝子変異と、異なる変異だがいずれもPI3K/AKT/mTOR経

路を活性化するMut-driver遺伝子変異40が検出された。異なる系統のサブクローンが

環境要因などで同様の選択圧に曝されることにより、異なるが同様の結果をもたらす

変異を獲得するような進化を収斂進化（convergent evolution）と呼ぶ38が、PIK3CA
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遺伝子変異とAKT1 遺伝子変異が同一症例の別腫瘍組織から検出されたことは、症例2

における収斂進化の存在と、FOLFOX療法前後での腫瘍構成サブクローンの変化を示唆

するものと考えられる。 

 

抗EGFR抗体薬の効果予測因子であるKRASについては、検討した4症例ともに、原発

巣、転移巣及び再発巣の全てで一致した遺伝子変異を有していた。 KRAS遺伝子変異

はがん化の極早期の段階で起きるとされており、多数のサブクローンに共通して受け

継がれていくため、原発巣、転移巣、再発巣の全てで一致した遺伝子型であったもの

と考えられる。本検討から、現在抗EGFR抗体薬の適応を検索する際のKRAS遺伝子変異

測定に、FOLFOX療法前後のどちらの腫瘍組織も用いることができるという先行研究26

の結果が改めて確認された。しかし、多くの遺伝子変異については原発巣、転移巣、

再発巣でITHに由来すると思われる相違が存在しており、これらを標的としたがんゲ

ノム情報検索においては、腫瘍組織の違いを考慮する必要があると考えられる。 

 

我々はFOLFOX療法前後での体細胞遺伝子変異の相違が、FOLFOX療法の耐性に関連

しているものと考え、再発巣に特徴的なunique変異遺伝子についてGO解析を行った。

結果、再発巣のunique変異遺伝子には、“calcium ion transport”のアノテーション

を有する遺伝子が有意に多く含まれており、その内、TRPM7 41、CACNA1E42、TRPV5 43、

SLC24A6 44の転写産物は、細胞内のカルシウムイオン濃度の恒常性維持に関与するこ

とが知られている。また、これまでのin vitroの報告では、細胞内カルシウムイオン

濃度の変化と、oxaliplatinの耐性機構の一つと推察45されるP糖蛋白質による多剤耐

性（P-glycoprotein mediated multi drug resistance：P-gp mediated MDR）との関

連も示唆されている46。我々の検討結果から、カルシウムイオン濃度の恒常性維持に

関与する遺伝子に変異が起こることで、oxaliplatinの感受性が低下したサブクロー

ンがFOLFOX療法を機に優勢となり増殖し、再発巣を形成した可能性が示唆され興味深

い結果であった。しかしながら、これら4つの遺伝子変異とP-gp MDRの関連について

未だ十分な検討は行われておらず、我々が見出した遺伝子変異とFOLFOX療法耐性機序

との直接的な関連については今後の検討課題である。 
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総括および結論 

 

1. 術後補助化学療法としてのFOLFOX療法による大腸がん再発巣への新たな体細胞遺

伝子変異導入は認められなかった。 

 

2. 大腸がんの原発巣、転移巣及びFOLFOX療法後の再発巣における体細胞変異遺伝子

に相違が生じる原因として、ITH 存在下で FOLFOX 療法によるクローンの選択が起

こり、サブクローンの構成比率が変化した可能性が示唆される。 

 

3. 本検討は、FOLFOX 療法と大腸がんゲノム変化の関連を詳細に検討した世界初の報

告であり、今後のFOLFOX療法の耐性機序解明や新規治療開発に向けた検討の一助

となるものである。 
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