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1.研究の目的

本研究は、肺癌患者の血液からce‖ iee DNA(cfDNA)を 用いて、次世代シーケンサー (NGS)による
mu‖p!ex遺伝子解析の有効性を検討することを目的とする。

本研究における主な評価項目
● Guardant360に よる circubung tumor DNAの 遺伝子解析結果と、臨床検体を用いた Oncomine‐
Comprehens市 e Assay(OCA)に よる遺伝子解析結果との一致率

● 7つのドライバー遺伝子(EGFR,ALK,ROSl,BRAF,ME丁 ,RET,ERBB2)に変化を認めた患者の割合
● Guardant360で 遺伝子変化が検出された患者における、分子標的薬の臨床効果 (奏効割合、治療成功
期間、全生存期間 )

● 薬剤耐性化に関わる遺伝子の経時的変化

本研究は、全国規模の肺癌遺伝子診断ネットワーク「LC―SCRUM―Japan」 において、非小細胞肺癌を対象
として実施中の研究「RE丁融合遺伝子等の低頻度の遺伝子変化陽性肺癌の臨床病理学的、分子生物学的特

徴を明らかにするための前向き観察研究」の付随研究として実施する。

2.背景

現在、がんゲノム情報に基づいた個別化医療が急速に実用化されつつある。すでに非小細胞肺癌におい

ては、腫瘍検体を用いた遺伝子解析により、EGFR遺伝子変異、ALK融合遺伝子、ROSl融合遺伝子、RET
融合遺伝子といつた様々なドライバー遺伝子変化が明らかになつている

15。
それらに対する分子標的薬の有

効性が臨床試験で実証され
6-9、 既に一般臨床にも還元されている。8。

しかしながら、これら複数の遺伝子変化を、それぞれ異なる遺伝子解析手法 (sindeplex解 析)で個別に検
出した場合、原因遺伝子を確定するまでに要する時間が長くなり、また解析に要するサンプル量も多量となる
という問題点がある。そこで、一度の解析で同時に複数のドライバー遺伝子変化を検出できるmuttplex解析
の臨床応用が望まれる。

また、多くのがん患者において、病期の進行と度重なる治療変更に伴い、耐性遺伝子変異の出現など、腫

瘍のゲノム情報が徐々に変化していくことが指摘されている。したがつて、がんの各進行段階において、治療

標的となるドライバー遺伝子変化をリアルタイムに検出できる遺伝子解析手法の開発が求められている。
一方、実臨床においては、技術的制約や患者への侵襲の大きさから、複数回の生検が困難であり、サンプ

リング自体が繰り返し施行できない場合も多い。そのため、患者の負担を軽減しながら、的確に遺伝子変化の
状態を把握し、治療選択に有効活用できる非侵襲的な手法の開発が望まれる。
ヒトの血液中には、細胞が放出する cdl iee DNA(cDNA)が循環している。そしてがん患者の場合、その
一部が腫瘍に由来する ctDNAで占められていることは古くから知られている 1012。 血中 ctDNAは断片化した
DNAであり、140-160bpの長さであると報告されている 13.14。 がん患者の血中 ctDNAは微量であり、cfDNA
全体の約 0.4%を 占めることが報告されている。cfDNAを対象としたリキッドバイオプシーは、がんゲノム情報に
基づいた個別化医療に最適な技術となる可能性を秘めている。

アメリカ合衆国カリフォルニア州の Guardant HeaLh社が研究開発を進めてきた Guardant360は、cfDNAを
NGSで解析し、がんゲノム情報を正確かつ迅速に提供することが可能な診断技術である。デジタルシーケン
ス技術の開発により、がん患者由来の血液 20 mLからcfDNAを抽出し、遺伝子解析を行うことが可能であ
る。半減期 15hの ctDNAから得られた情報は、リアルタイムの腫瘍の遺伝子情報と考えることができる。
デジタルシーケンス技術のプラットフォームは、主に以下の二つの技術の組み合わせである。

①  Sinde― m。lecu!e DNA Barcoding cfDNAの 約 04%しか存在 しない微 量な ctDNAを 捉 えるための分子バ
ーコーディング技術を独自に開発し、ctDNA二重鎖の WatsOn Strand,CHck Strand両 方を捉え、血液中
ctDNAの 80-90%を 抽出することが可能である。

② Machine Learning and interFace En」 ne:次世代シーケンサー解析の際に発生する偽陽性のノイズを相補
的に消去する技術を用いることにより、通常の NGSでは測定困難であった微量の ctDNAの解析が可能
である。
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Guardant360は、NCCNガイドラインに掲載されているゲノム異常、FDA承認薬の標的遺伝子(Actbnab!e
target)、 そして臨床試験が進行中の新薬の標的遺伝子を網羅するように、73遺伝子が検出可能である(図
1)。

図 1:Guardant360に おいて検出可能な遺伝子変化
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Guardant360 Versbn2.10が 搭載している遺伝子の検出感度と分析感受性は、①SNVs:検出限界はctDNA
004%以上、ctDNA〉025%で 99.9%の検出率、0.05-025%のレンジでの検出率は63.8%、 ②hdeに :検出限界は
ctDNA 0 02%以上、ctDNA〉025%で 999%の検出率、005-025%のレンジでの検出率は67.8%、 ③Fusbn:検出
限界はctDNA 0 04%以上、ctDNA 0 3%以上で100%の検出率、0.3%未満での検出率は83.0%、 ④CNVs:検出限
界はctDNA 2 12 copbs以上、ctDNA 2.3 ooples以 上で95.0%の検出率であり、非常に高い検出感度と分析
感受性を有していた。更に、Guardant360を 用いた多くのがん種における検討では、90%前後で ctDNAの検出
が認められ、その平均検出率は 85%、 肺癌では 87%の検出率であつた。

同一患者 (全 165例、直腸大腸癌 57例、他の消化器腫瘍 22例、メラノーマ 18例、肺癌 18例、乳癌 15

例、泌尿器系腫瘍 8例、その他 27例 )から得られた腫瘍検体と血漿を用いて、NGSによる解析データを比較
した結果は、腫瘍検体で確認された遺伝子変異について、血漿で解析した際の感度は 85.0%、 特異度は

99.6%、 診断の一致率は 993%であつた。一方、血漿で確認された遺伝子変異について、腫瘍検体で解析した

際の感度は 807%、 特異度は 997%、 診断の一致率は 993%であつた
15。

また、cfDNAからGuardant360と droplet dヒたal PCR(ddPCR)法 で検出された変異について、各々の変異
アレル頻度 (∨AF)を比較した結果、図 2に示す通り、両者の同等性が確認された。
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図 2:Guardant360と ddPCRの同等性試験
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米国ペンシルベニア大学のグループは、lo2例の肺癌患者の cfDNAを Guardant360に よつて遺伝子解析
した結果、86例 (84%)で遺伝子変異が検出された。また腫瘍検体の DNA(tDNA)と cfDNAから共に EGFR遺
伝子変異が検出された患者に対し、tDNAと cfDNAから検出された遺伝子変異の一致率を、継時的に評価し
た。そして、腫瘍検体の採取と採血の間隔が 2週以内の患者では、tDNAと cfDNAの 遺伝子変異の一致率
が 100%であつたのに対し、腫瘍検体の採取と採血の間隔が 6ヶ月を超えた患者では、一致率が 60%にまで
低下することが示された。このことから、腫瘍検体を侵襲的な手段で得ることが困難な患者に対して、リアルタ

イムのがんゲノム情報として、cfDNAを用いた遺伝子解析が重要であることが示唆された。
Guardant360による、がんゲノム変異の結果に基づいて治療薬を選択した症例では、ALK融合遺伝子に対
するcHzounibの 臨床効果が確認されている。また EGFR G719A変異に対する afa」nibの臨床効果や、
afaunib耐性のメカニズムとしての EGFR丁 790M変異に対する osimettinibの 臨床効果も確認された 16。

更に、肺癌患者の cfDNAを用いて Guardant360に よる NGS解析の結果に基づいた、新規標的治療薬の
有効性も報告されている。韓国のサムスンメディカルセンターのグループは、肺癌患者の cfDNAを用いた
NGS解析による前向き研究の結果を報告しており、腫瘍検体を用いた NGS解析が困難であつた肺癌患者 62
例のうち、34例で cfDNAから治療標的となりうる遺伝子異常を検出した(EGFR 29例 、ALK 2例、RET l例、
ErbB2 2例 )。 そのうち、17例がそれぞれの遺伝子変化をターゲットとした分子標的薬による治療を受け、その

奏効割合は 87%、 病勢制御割合は 100%であつた
17.

2017年の米国臨床腫瘍学会では、非小細胞肺癌に対し、抗 PD―Ll抗体である durvJumabを 用いた治療
群で、cfDNAを Guardant360で 解析した結果が報告された。治療前と比べて、治療後に ctDNAが増加した患
者群では、奏効割合は 0%、 生存期間中央値が 91ヶ月と不良であつたのに対し、治療後に ctDNAが低下し
た患者群では、奏効割合は 56%、 生存期間中央値は 281ヶ月と良好であり、Guardant360に よる ofDNAを用
いた遺伝子解析が、抗 PD―Ll抗体の治療効果を予測するのに有用な可能性が示唆された 18。

以上のように、複数の研究において、リキッドバイオプシーの有用性が示されている。本研究では、cfDNA

を用いた NGSによるmuttplex遺伝子解析 (Guardant360)の有効性を検討することを目的としている。

1》i鷲
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3.研究対象者の選定

下記の全てを満たす患者を登録可能とする。

1)同意取得時に 20歳以上である。
2)病理学的 (組織診、細胞診は問わない)に非小細胞肺癌の診断が得られている。
3)登録時の臨床病期が III期、IV期または術後再発である。
4)手術不能かつ根治的放射線療法が不可能で、化学療法を予定している。
5)化学療法未施行、もしくは 2レジメンまでの化学療法歴を有する。
6)LC―SCRUM―」apanにおいて、下記の観察研究に登録している、または同時に登録予定である。
非小細胞肺癌を対象とした「RET融合遺伝子等の低頻度の遺伝子変化陽性肺癌の臨床病理学的、分子
生物学的特徴を明らかにするための前向き観察研究」。

7)「 3.研究対象者の選定 項目 6)」で述べた LC―SCRUM―Japanにおける観察研究に登録するための検体採
取日から4週間以内に、「4.研究の方法及び期間」に記載されているような血液検体の採取が可能である
。規定の血液の採取が困難であつた場合には、登録不可とする。

8)本研究に関して、患者本人から文書で同意を得ている。

4.研究の方法及び期間 V

研究の方法を以下に示す。

① 患者本人へ本研究に関する既定の説明同意文書・を用いて説明し、文書で同意を得る。
② 指定の日ectronic data capture(EDC)を 用いて患者登録を行う。なお、EDCが使用可能となるまでは、FAX
を用いて患者登録を行う。
≪EDCで登録をする場合≫
指定の EDCを用いて患者登録を行い、EDCに発番された仮登録番号を同意文書に記載の上、同意文
書を研究事務局に FAXする。FAXする際、直接個人が特定されないように、患者氏名をマスキングする
。ただし、後に提出する検体が同一患者由来であることが間違い無く確認出来るように注意すること。同

意文書の原本はカルテに保管する。

事務局で適格性が確認された後に、EDC上で登録番号が発行される。登録番号の発行をもって登録完
了とする。
≪FA× で登録をする場合≫

同意文書に、LC―SCRUM本体研究への登録時に発番された登録番号を記載の上、研究事務局に FAX
する。FAXする際には、直接個人が特定されないように、患者氏名をマスキングする。ただし、後に提出
する検体が同一患者由来であることが間違い無く確認出来るように注意すること。同意文書の原本はカ

ルテに保管する。

対象患者が適格基準をすべて満たすことを確認し、指定の登録票に必要事項をすべて記入の上、同意

文書と併せて研究事務局へ FAXする。
研究事務局で適格性が確認された後に登録番号が発行される。FAXによる登録確認通知の送付をもっ    V
て登録完了とする。

③ 同一患者で 2回 日以降を測定する場合は、初回測定時の登録番号と、測定回数(2回目もしくは 3回 目
のいずれであるか)を指定の登録票に記載し研究事務局に FAXする。

④ 参加施設は、本研究の登録番号をカルテに記載する。
⑤ 検体採取に必要な資材の配布等の検査のサポートは、株式会社エスアールエルが行う。
⑥ 患者から血液 40 mlを採血し、指定のチューブ4本に10mlずつ分注する。このうち2本 (=20m!)をアメリ
カ合衆国カリフォルニア州の Guardant HeaLh社 へ、検査依頼書 (別紙 1)と一緒に FedEx社を使つて搬
送する。検査依頼書には本研究の登録番号、患者性別、採血日、各施設の担当医名を記載する(患者
氏名と住所は記載しない)。 Guardant HeaLh社 へ提出する採血チューブは、streck社の Streck Cel卜 Free

DNA Bbod Collec」on tubesを 用いるため、採血後、室温で約1週間の安定性が保証されている
15。 残り

の 2本 (=20ml)の血液チューブは、将来的な研究に利用するため、株式会社エスアールエル・メディサ
ーチ又は株式会社エスアールエルに提出し、保管する。
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⑦ Guardant HeaLh社 では、提出された血液検体からcfDNAを抽出し、直ちに遺伝子解析を実施する。
③ 遺伝子解析の結果は、検体提出から2週間以内に、各施設の研究者及び研究事務局に、結果が判明し
た旨がメールで報告される。各施設の研究者は、専用のポータルサイトにアクセスし、遺伝子解析結果の

報告書を確認する。遺伝子解析結果の報告書は、以下の内容で構成されている。
● 患者登録番号、採血時の情報、医師情報、診断情報

● Guardant360 Tumor Response Ma,ctDNAの 量と検出された遺伝子異常とその頻度、および経時的

変化

● Summary of ALerna● on and Treatment OpJon:各 採血ポイントの ctDNAの量と検出された遺伝子異

常、およびその異常に対して有効性が確認されている治療薬の情報

EDCの URLなどは「EDC操作マニュアル」にて別途通知する。
【EDCに関する問い合わせ】
国立がん研究センター東病院 臨床研究支援部門

トランスレーショナルリサーチ推進部 バイオバンク・トランスレーショナルリサーチ支援室

⌒    TEL:04-7133-1111(内 線 4036)
E― ma‖ :tmd_dc@east ncc gojp

受付時間 :平日 9時～16時 (祝祭日、土曜・日曜、年末年始は受け付けない)

・【説明同意文書の記載項目】
1 臨床研究とこの説明文書について
2 参加の自由について
3.あなたの病状と治療について
4.がん細胞の遺伝子異常について
5 血液を用いたがん細胞の遺伝子解析について
6 この臨床研究の意義と目的及び、肺癌の遺伝子研究組織 (LC― SCRUM―」apan)について
7.この研究の対象となる方
8 この臨床研究の方法
9 この臨床研究への参加により予想される利益と不利益
10この臨床研究に参加しない場合の治療法について
11遺伝性腫瘍の可能性と遺伝カウンセリングについて
12あなたが負担する費用について
13産学連携全国がんゲノムスクリーニング事業(SCRUM―」apan)と、企業へのデータ提供について
14健康被害が発生した場合の対応・補償について
15この臨床研究全体の実施予定期間(研究期間)と参加する予定の患者さんの数

⌒ |;握浦語硼撃淳針て
~集側こ‐`て

18残つた検体の保存と、将来の研究への利用について
19.知的財産権の帰属先
20研究成果の公表について
21この臨床研究の資金と利益相反について
22この臨床研究の倫理審査について
23研究組織

【研究事務局及び、問い合わせ先】

国立がん研究センター東病院 呼吸器内科

糸谷涼、松本 慎吾、後藤功一
                               .

事務担当 :村田 由利

電話 :04-7133-1215(事 務局直通,FAX兼用 )
E― mail:yurmurat@east ncc gojp
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