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はじめに
血液中を循環するセルフリー DNA（cfDNA）は、体内に存在す
るさまざまな組織、腫瘍、またはその他の微生物から生じる可
能性があります。リキッドバイオプシーによる血液内の cfDNA
の解析は、がんを含む特定の疾患の評価とモニタリングに特に
役立ちます。

腫瘍は大量の DNAを血中に放出することが知られてきました。
血中循環腫瘍 DNA（ctDNA）と呼ばれる、死んだ腫瘍細胞から
放出されるDNAは、血液中の全 cfDNAのごく一部です。その
ため、低頻度の体細胞変異を検出できる堅牢なアッセイが必要
となります。

次世代シーケンス（NGS）という解析手法では、既知の変異を
高感度かつ特異的に検出できます。最近では、既知のバリアン
トを持たない新しい腫瘍の候補遺伝子とバリアントタイプをよ
り幅広く分析できる、包括的なアッセイが開発されています。こ
うした解析手法の進化により、スクリーニング、治療法の選択、
モニタリング、治療抵抗性の特定など、さまざまなアプリケーショ
ンで利用される ctDNA解析が、疾患状態のモニタリング手法と
して注目を集めています。

組織生検に対するリキッドバイオプシーの利点
リキッドバイオプシーは、対象組織にアクセスできない場合、比
較的非侵襲的な方法でサンプル取得できます。病変組織にアク
セスできる場合でも、モニタリングのためにリバイオプシーが望
まれる多くの疾患に、cfDNA解析はいくつかの利点をもたらし
ます。

リキッドバイオプシーのサンプル取得は一般的な血液採取で行
え、この方法について適切な訓練を受けている専門家は多数存
在します。一方、組織生検は、多くの場合、有資格の技術者や
外科医が持つ専門的なスキルが必要になります。この重要な手
順において、リキッドバイオプシーの方が費用対効果が高く、所
要時間が短くなるうえに、関連する有害事象の可能性が低く抑
えられます。サンプルを取得した後は、cfDNA解析用に最適

化された DNA抽出方法により、ホルマリン固定パラフィン包埋
（FFPE）サンプルを処理する場合に比べて時間が短縮され、費
用も安く抑えられます。特定の組織へのアクセスでは、初期評
価やバイオプシーの反復のための組織生検が厳しく制限される可
能性があります。米国がんネットワークの診療ガイドラインは、
特定の腫瘍タイプに対してリキッドバイオプシーを推奨するよう
に改訂されています。特に、非小細胞性肺がんなど、組織生検を
選択できない場合にリキッドバイオプシーが推奨されています。1

特定の組織源から生じる ctDNAは cfDNA全体のわずかな部分
にすぎませんが、cfDNA解析は腫瘍の不均一性を評価し、組織
のサンプリングバイアスを克服できるツールになるように改良さ
れています。ctDNA解析を使用することで、疾患の進行と治療
への反応をモニターできます。リキッドバイオプシーは、新しい
変異を特定できるシーケンス手法を使用しているため、新しい変
化から生じる獲得耐性のモニタリングに特に役立ちます。感度
が向上し、多数の遺伝子を同時に評価するアッセイが開発されて
いるため、cfDNAは包括的な腫瘍プロファイリングに使用でき
ます（図 1）。その結果として、リキッドバイオプシーは、疾患の
進行中の新しい変異と、原発腫瘍巣以外の新しい組織で発生す
る変異を特定できます。

ctDNAの解析に使用される技術
cfDNAの解析に使用される最も一般的な分子法は、定量 PCR
（qPCR）、Droplet Digital PCR（ddPCR）とNGSです。どち
らの PCR方法でも、特定の DNAプローブを使用して特定の遺
伝子をターゲットにし、サンプル内のターゲット数の定量的測定
値を出力します。NGSもプローブを使用して特定の DNA断片
をキャプチャーしますが、出力されるデータはキャプチャーした
DNAのシーケンスです。

qPCR：qPCRは、少数のバリアントを解析する場合に効率的
です。ただし、qPCRアッセイは比較的少数のターゲットを指定
している場合に限定され、指定したバリアントタイプのみを評価
するため、発見力はほとんどありません。

リキッドバイオプシーと NGS：トランス
レーショナル臨床研究の次なるステップへ
セルフリー DNAは腫瘍の不均一性を解明する可能性を秘めている

図 1：新しい分子法では、血漿サンプルから多数の組織とバイオマーカーを評価できる：cfDNAを使用した包括的なゲノムプロファイリングは、 
数百のマーカーを 1回のアッセイに統合できます。
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ddPCR：ddPCRは qPCRより精度が優れているものの、追加
のコストがかかり、関連する技術的な専門知識も必要になります。
ddPCRはまた、ターゲットの数とバリアントタイプが特定のアッ
セイのデザインに限定されるため、発見力も欠けています。

NGS： NGSにはDNA配列の1塩基解像度が含まれるため、アッ
セイデザインの予備知識がなくても、新しいバリアントを発見す
ることができます。これにより、複数のバリアントタイプの評価と、
遺伝子の新しい場所での変異の発見が可能になります。NGSは、
少数のバリアントやサンプルを解析する場合、コストが高くなり、
時間がかかります。ただし、アッセイがより多くの分子ターゲッ
トを対象とするように設計されている場合は、NGSの包括的な
性質により、効率が向上し、コストが削減されます（表 1）。

NGSがリキッドバイオプシーにもたらす利点
NGSは数百万の DNA断片を並行でシーケンス処理し、その後、
計算によってゲノムへのリードのアライメントを実行します。アッ
セイのデザインによっては、NGSは非常に包括的になり、多数
の遺伝子ターゲットとバリアントタイプが対象になります。がん
治療における実用的なバイオマーカーの数が増え続けているた
め、多数のバイオマーカーを 1つの試験に統合する機能は、意
味のある答えを見つけるために必要な試験数を減らすことで、研
究と臨床の両方の環境でより価値が高まるでしょう。NGSでは
試験の繰り返しを避けられるため、サンプル、時間、コストを節
約できる可能性があります。

ハイブリッドキャプチャーケミストリーなどのシーケンスライブ
ラリー調製オプションにより、cfDNAサンプルからターゲット遺
伝子の大きな断片を取り出すことができます。ハイブリダイゼー
ションプローブは、ハイブリダイズされた領域に変異が存在する
場合でもターゲットをキャプチャーできる大きさに設計できます。
キャプチャーしたターゲットをシーケンスすることで新しい変異
を発見できるため、アッセイデザイン時には予備知識が不要です。
NGSアッセイのデザインは、シーケンス深度を低くして多数の
遺伝子をターゲットにする（包括性を高くして、感度を低くする）
ことも、シーケンス深度をより高くしてより少数の遺伝子をター
ゲットにする（包括性を低くして、感度を高くする）こともでき
ます。リキッドバイオプシーの場合、cfDNAサンプルに含まれる
ctDNA部分がわずかである可能性があるため、少量のバリアン
トを正確に検出するために必要な感度を実現するには、高いシー
ケンス深度が必要です。そのため、NGS遺伝子パネルには包括
的なコンテンツが存在するものの、リキッドバイオプシーへの適
用は、感度の問題により最近まで限定されていました。

NGSが包括的ゲノムプロファイリングを可能に
する
改良が進んだ最新のシーケンス装置では、単一サンプルのゲノ
ムの大部分を非常に高い深度のカバレッジでシーケンスできるよ
うになっています。NGSは、高い感度と特異度を組み合わせた

包括的な価値を提供することで、cfDNA解析に必要なシーケン
ス深度で数百の遺伝子の解析を可能にします。これらの機能に
より、多数の既知の変異を評価でき、がん研究における新しい
ドライバー変異を発見できます。精度を上げるためには、新しい
分子ツールとバイオインフォマティクス法を利用できます。低頻
度バリアントの識別を可能にする分子バーコード（UMI）を DNA
ライブラリーの調製に組み込むと、増幅のステップの前に個々の
DNA分子にタグを付け、シーケンス後のデータ解析で PCRに
起因するエラーを識別することができます。洗練されたアルゴリ
ズムでアーチファクトが特定され、エラーを誘発するバックグラ
ウンドノイズが低減するため、高い特異性を持つ真のバリアント
の特定が容易になります。

リキッドバイオプシーと包括的な分子アッセイを組み合わせて体
細胞系列バリアントを評価することで、腫瘍進化、薬剤耐性、
および転移から生じる新しい変異を検出できます。がんは予測
できない疾患であり、ドライバー遺伝子が常にわかっているわけ
でも、組織タイプによって正確に推定されるわけでもありません。
多数の遺伝子と多数の組織を同時に評価できるため、リキッドバ
イオプシーとNGS対応の包括的なゲノムプロファイリングの相
乗効果には高い価値があります。リキッドバイオプシーと対応す
る組織生検を対にして行った最近の研究によれば、包括的なアッ
セイを使用した場合、cfDNA解析では、ガイドラインが推奨す
るバイオマーカーや、同等の組織生検では検知できない耐性変
化が多数検出されたことがわかりました。2,3

まとめ
精密医療時代ではバイオマーカーの数が増加しているため、1回
の試験に多数のバイオマーカーを統合できる分子法への関心が
高まっています。その一方で、複数の研究によれば、全身腫瘍
の進化を広い視野で確認できるリキッドバイオプシーは、局所組
織生検では見逃される可能性のある特定の腫瘍タイプについて
貴重な情報を提供できることがわかっています。最近の NGSテ
クノロジーの進歩で、この両方の目標が達成されたため、包括
的なゲノムプロファイリングを、リキッドバイオプシーアプリケー
ションに必要な感度と特異度に組み合わせることができるように
なりました。
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表 1： PCRとターゲット NGSの比較

方法 利点 課題

PCR
高感度
慣れ親しんだワークフロー
必要設備はほとんどのラボで利用可能

調査できるのは低解像度の限られたバリアントセットのみ
事実上、発見力はない
サンプル入力要件の増加により拡張性が低下

ターゲット
NGS

シーケンス深度が高く、感度が高い（0.5%まで検出可能）
発見力が高く、腫瘍の不均一性への対応に最適
バリアント解像度が高い
サンプルのマルチプレックスで高いサンプルスループットを実現

少量のターゲット（20未満）のシーケンスでは費用対効果が低い
少量のターゲット（20未満）のシーケンスでは時間効率が良くない
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