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佃的】

KRAS野生型大腸癌は抗EGFR抗体を用いた治療により予後の延長が期待されることが報告され

てぃる。しかし抗EGFR抗体を用いて治療をされた患者もやがて薬剤に抵抗性となる。抗EGFR抗

体の耐性機序として KRAS、 NRAS、 BRAF、PIC3CA の変異やPTENの欠失などが報告されており、

またHER2遺伝子増幅も耐性機序のひとつとして以前我々が報告した。技術の進歩によって血液中の

DNA (circulating tumor DNA)より遺伝子変異を検出できるという報告が様々の癌腫でなされて

おり、大腸癌においても KRASやBRAFの遺伝子変異の検出が可能との報告がある。今回の研究の

目的は抗EGFR抗体に不応となった大腸癌患者の血奬を用いてHER2遺伝子増幅を検出することで

ある。

【方法】

抗EGFR抗体治療後に不応となった 18人の患者の血奬サンプルより digit誠 PCR法を用いてreference

であるEFTUD2と HER2遺伝子コピー数の比を求め、それにより HER2遺伝子増幅を検出する。

【結果】

今回の血奬サンプルを用いた研究において18人中4人(22%)にHER2遺伝子増幅を認めた。そのう

ち一人は治療後の腫傷組織でもHER2遺伝子増幅を認め、これは治療前の検体では認められなかった。

抗EGFR抗体治療の耐性機序としてHER2遺伝子増幅が出現し、これを血奬にて検出できたと考えた。

【考察】

過去のいくつかの臨床試験においてHER2を標的とした治療がなされ、良い結果を示している。血奬

により HER2陽性大腸癌患者を絞り込むことができれば、侵襲を伴う検査をすることなく抗HER2薬を

含んだ最適な治療を提供することができる可能性がある。

【結論】

digitalpcR を用いた血奬中の Circulatingtumor DNA の解析は抗EGFR抗体に不応となった患者から

HER2遺伝子増幅を検出するのに有用であると考えられる。
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1)論文内容の要旨
【目的】
抗郡FR抗体はKRAS野生型進行大腸癌に対する標準治療として確立されている。しかしー
定期間治療を行うと耐性を示すようになる。抗EGR抗体の耐性機序としてKRAS、 NRAS、
BRAF、 PIC3CAの変異やPT郡の欠失などが報告されており、また肌R2遺伝子増幅も耐性機
序のひとつとして報告されている。技術の進歩によって血液中のCirculating 加mor
腿Aより遺伝子異常を検出できるという報告が様々の癌腫でなされており、大腸癌にお
いてもKRASやBRAFの遺伝子変異の検出が可能との報告がある。今回の研究の目的は大腸
癌症例において抗EGFR抗体Cetuximab耐性獲得後の肌N遺伝子増幅を血中Circulating
tumorDNAを用いて検出可能か検討することである。
【文寸象および方法】
主な選択基準は大腸癌標準治療であるΠUorowri川dine、 oxa1ゆlatin、 irinoteC肌に
よる治療を受けそれらに対して不応または不耐になった症例で、cetuximabによる治療
が実施され、耐性後に血液検体を得た症例である。主な除外基準はCetuximabによる治
療効果を認めなかった症例、コントロールである郡TUⅢ遺伝子が10odr叩letS以下で
あった症例、 KRAS遺伝子変異型の症例である。抗EGFR抗体治療後に得た血奬から磯Aを
抽出後にdigHalpcR法を用いてreferenceである郡TUD2と肌N遺伝子コピー数の比を求
め、それにより駕R2遺伝子増幅を検出する。既報に基づきコピー数↓目.25以上を朋N遺
伝子増幅ありと定義した。
絲吉果】
18症例が解析の対象となった。年齢の中央値が61歳伍卜80)、男性が13例、女性力巧例で
あった。18症例のうち直腸原発が8例、S状結腸原発が7例と左側結腸の原発巣をもつ症
例を多く認めた。治療レジメンとしては一般的に汎用されているirinoteC釦と併用して
いるものがⅡ人と最多であった。治療の最良総合効果はPRが8例、 SDが10例、無増悪生
存期間の中央値は1認.5日(70一肪4)であった。診断時の組織のIHC検査では耶Nの発現の
亢進は認められなかったため、治療前には珊N遺伝子増幅は認められなかったと判断し
た。聡N遺伝子とEFTUD2遺伝子のコピー数比からCewximab耐性獲得後4症例が耶R2遺伝
子増幅ありと診断できた。そのうち一例は耐性獲得後の腫傷組織でも麗醜遺伝子増幅を
認め、これは治療前の検体では認められなかった。
【考察】
既報ではKRAS遺伝子野生型大腸癌患者のうち診断時に5%前後聡N遺伝子増幅が認められ
ると報告されている。一方抗EGFR抗体耐性後はその割合が12%前後と報告されており、
割合が増加すると考えられている。本研究においても器%と高い割合でHEN遺伝子増幅
ありと診断できた。限られた症例での検討ではあるが、診断時の割合を示した既報と頻
度が異なった理由として獲得耐性の過程で肌N遺伝子増幅が出現した可能性が考えられ
た。現在麗醜陽性大腸癌に対する抗麗醜治療が開発されており効果を認めている。今回
の結果から血中Circulating 加mor DNAを用いた肌醜 StatuSの評価がこういった効果を
認める治療の患者選択をする上で有用な方法になるのではないかと考える。また本研究
ではCetuximab獲得耐性後1ポイントのみの評価であったが、血中Circulating tumor
DNAを用いて経時的に耶N statuSを評価する必要があると考える。本研究は限られた症
例での検討であり、前向きに集めた検体でのValidationstudyが必要と考えられ、現在
症例集積中である。
【結論】

digital pcR法を用いた血奬中のCirculating tumor DNAの解析は抗EG肌抗体に不応と
なった患者から肌N遺伝子増幅を検出するのに有用であると考える。
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本研究は抗EGFR抗体治療が耐性となった症例の珊R2遺伝子増幅を腫傷組織ではなく、
低侵襲な血液検査にて検出したことを報告した初めての研究である。現在珊詑陽性大腸
癌に対する治療が開発されており、すぐれた効果が報告されている。今回の研究で示し
た血液検査でのHE兇遺伝子増幅の検出方法を用いれば、低侵襲で高い治療効果が見込
まれる聡R部昜性大腸癌症例を選別できる可能性がある。よって本研究の結果は、今後の
大腸癌患者の治療戦略を吉える上で極めて重要な知見と考えられ、研究論文として価値
のあるものと考える。

2)審査結果の要旨
本論文に対する最終試験は、平成29年明5日午後5時から小講堂で実施された。
臨床で多忙である中で少しずつ研究成果を積み上げ、臨床的に有意義な研究を行っ
た。プロトコール作成から臨床経過の追跡、薄切標本の作製、 DNAの抽出などを自ら行
い論文作成したものである。進行大腸癌に対しては他癌種と異なり、有効な治療が少な
い。その中で有効な治療が見込める肌醜陽性大腸癌の診断に寄与すると老えられる本研
究を行った著者に敬意を表したい。
最終試験では発表者が本研究を行うに至った背景、対象と方法、結果と考察を口頭に
て発表した。それに対して私、奥野の司会進行により副主査である岡田、光冨両教授と
共に学位審査を行った。
岡田教授からは次の質問があった。①Ce加Ximab治療にて耐性を来した症例は、聡醜
遺伝子増幅が元々あったものが治療によりCetuximabに感受性のある腫傷細胞が淘汰さ
れ選択的に増大したものか、治療の過程で遺伝子異常として出現したものか②CeⅡ
freeDNAによる朋R2遺伝子増幅の検出は感度、特異度が未だ完全なものではないが、
臨床で応用されるようになるために、どのようにしてその精度を上げていくべきか③今
回の研究の結果からCeⅡ freeDNAを用いた罷N遺伝子増幅の検出が今後どのような形
で臨床に応用されるべきか。などであった。また光冨教授からは以下の質問があった。
①今回の研究で耶N遺伝子増幅ありと診断した症例の血中でのHE醜コピー数比は症例毎
で大きくことなるが、何故このような結果になったか(腫傷組織にてConcordanceが得
られている症例は肌Nコピー数比が5以上であるが、他の症例はCutoff値からわずかに
高いのみ)、 cutoff値については再度検討が必要ではないか②麗MCLES試験において
IrastuzumabとLapatinibの併用治療がなされているが、その基礎的背景は何か。などで
あった。また治療効果が高いとした舵N陽性大腸癌に対するHERACLES試験の結果につい
ては、肌醜陽性とする適格基準が他の癌腫より厳しく、そのためLatelineの治療にも
かかわらずよい治療効果を認めたのではないかとの指摘があった。最後に私から日本に
おける麗醜陽性大腸癌に対して現在進行している試験と今後予定されている治療戦略に
ついて質問を行った。
これらの質問に対して発表者はこれまでの既知の報告などを踏まえ、具体的な例をあ
げながら適切に質問に答えた。また論文の内容、質疑応答から大腸癌に対する診断と治
療、ceⅡ heeDNAを用いての遺伝子異常の検出について優れたものをもつことが確認
された。
したがって、主査・副主査が合議の上、提出された学位論文が確かに武川直樹氏の
研究成果であること、同氏が腫傷内科医としての技量をもつことを確認し、最終試験を
合格とした。

3)最終試験の結果:
合格

4)学位授与の可否
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旨要
武川直樹氏の博士学位論文に対する最終試験は、平成29年1月5日の午後5時から小講堂で実施された。
まず、発表者が本研究を行うに至った背景、対象と方法、結果と考察を口頭にて発表した。それに対して私、奥
野の司会進行により副主査である岡田、光冨両教授と共に学位審査を行った。
岡田教授からは次の質問があった。①Ce加Xi鵬b治療にて耐性を来した症例は、賊R2遺伝子増幅が元々あったも
のが治療によりCetuxi肌bに感受性のある腫傷細胞が淘汰され選択的に増大したものか、治療の過程で遺伝子異常
として出現したものか②Cen freeDNAによる朋R2遺伝子増幅の検出は感度、特異度が未だ完全なものではない
が、実臨床で応用されるようになるために、どのようにしてその精度を上げていくべきか③今回の研究の結果から
Cen free wAを用いた冊R2遺伝子増幅の検出が今後どのような形で臨床に応用されるべきか。などであった。ま
た光冨教授からは以下の質問があった。①今回の研究で肌N遺伝子増幅ありと診断した症例の血中での珊詑コピー
数比は症例毎で大きくことなるが、何故このような結果になったか(腫傷組織にてConcordanceが得られている症
例は麗R2コピー数比が5以上であるが、他の症例はCutoff値からわずかに高いのみ)、 cut off値については再度
検討が必要ではないか②珊RACLES試験においてTrastuzU配bとLapatinibの併用治療がなされているが、その基礎的
背景は何か。などであった。また治療効果が高いとした部R2陽性大腸癌に対する繩RACLES試験の結果については、
HER2陽性とする適格基準が他の癌腫より厳しく、そのためLate Hneの治療にもかかわらずよい治療効果を認めた
のではないかとの指摘があった。最後に私から日本における朋N陽性大腸癌に対して現在進行している試験と今後
予定されている治療戦略について質問を行った。

これらの質問に対して発表者はこれまでの既知の報告などを踏まえ、具体的な例をあげながら適切に質問に答え
た。また論文の内容、質疑応答から大腸癌に対する診断と治療、ceH freeDNAを用いての遺伝子異常の検出につ
いて優れたものをもつことが確認された。

したがって、主査・副主査が合議の上、提出された学位論文が確かに武川直樹氏の研究成果であること、同氏
が腫癌内科医としての技量をもつことを確認し、最終試験を合格とした。
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