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はじめに

　RAS 遺伝子変異血漿検査である OncoBEAM TM RAS 

CRC キットが、大腸癌患者の血漿中の ctDNA 中の
RAS （KRAS および NRAS） 遺伝子変異の検出を行
い、抗 EGFR 抗体薬セツキシマブまたはパニツム
マブの結腸・直腸癌患者への適応を判断するための
補助に用いるものとして、体外診断用医薬品として
製造販売承認、保険収載された。RAS 遺伝子に変
異があると、抗 EGFR 抗体薬による治療効果が得
られないので、抗 EGFR 抗体薬使用により、不要
な有害事象や費用負担を回避することができる。

Ⅰ. OncoBEAMTM RAS CRC キットの概要

　本キットは、BEAMing（Beads, Emulsions, Ampli-

fication and Magnetics）法により測定する。BEAM-

ing 法は高感度デジタル PCR 法の一つであり、高い
最小検出感度を有する 1）。
　測定原理としては、血漿から抽出した cfDNA を
検体として、ターゲット領域を DNA 合成酵素でプ
レ増幅し、油中水滴型エマルジョン中の磁性ビーズ
上で検出対象領域を増幅させる（図 1）2）。水滴状の
エマルジョンを破壊し、磁性ビーズ上で増幅された
DNA と野生型検出用、変異型検出用、およびエマ
ルジョン PCR によるビーズ上での増幅確認用（共
通領域）に、それぞれ異なる蛍光色素で標識された
コドン毎の蛍光プローブとハイブリダイゼーション
させる。蛍光標識されたビーズをフローサイトメト
リー法で測定する。測定には OncoBEAM TM 用フロー

サイトメーター OF-500 と、OncoBEAM TM 用前処理
自動化装置 OL-10 が必要である。本法により野生型
遺伝子中に存在するごくわずかな変異型遺伝子を検
出することが可能となる。本キットは、KRAS およ
び NRAS 遺伝子のエクソン 2、3、4 領域の変異を
検出する。本検査は、D004-2 悪性腫瘍遺伝子検査
の〈留意事項〉に追加され、高感度デジタル PCR

法とフローサイトメトリー法による RAS 遺伝子変
異（血漿）について 7,500 点が算定される。

Ⅱ. 測定時の留意点

　採血は、医療機器製造販売認証を受けた、Streck

採血管（cell-Free DNA BCT ® CE）、セルフリー DNA

抽出用採血管（ロシュ・ダイアグノスティックス社）
が指定されている。
　血漿検体の場合には、一般的に組織検体と比べて、
検体の保管期間が短く経年劣化の恐れは低い。血漿
検体は－30 ～－15℃もしくは－70℃以下で保存した
場合、長期間安定であるとされる。血漿（推奨の血
漿量 ; 3 mL）から市販キット（QIAamp® Circulating 

Nucleic Acid Kit 等）のプロトコルに従って DNA 抽
出を行った場合、DNA は、2 ～ 8℃で 24 時間、－30

～－15℃で 30 日間安定であるとされる。血液検体
を用いる場合、一般的には、反応にはヘモグロビン、
ビリルビンや乳びの混入等により反応を受ける。測
定時には、血漿中より抽出・精製された DNA を用
いることから、その影響はないと考えられている。
ただし、溶血した血液から血漿を調製した場合、測
定結果に影響を与えることがある。本法は、超高感
度検出法であり、コンタミネーションを防ぐために、
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増幅と検出するエリアは、別にすることが求められ
ている。検体量としては、血漿 3mL が推奨されて
いる。血漿分離の遠心条件は 15 ～ 25℃、1,600±
150×g、10 分間遠心を行い、上清を回収後、15 ～
25℃、3,000±150×g または 6,000±150×g、10 分
間遠心を行う。

Ⅲ. 検査回数

　保険適用の内容としては、E3 測定項目に区分さ
れ、ア．本検査は、大腸癌患者の血漿を検体とし、

抗悪性腫瘍剤による治療法の選択を目的として、高
感度デジタル PCR 法とフローサイトメトリー法を
組み合わせた方法により行った場合に、患者１人に
つき、1 回に限り算定できる。ただし、再度治療法
を選択する必要がある場合にも算定できる。ただし、
本検査の実施は、医学的な理由により、大腸癌の組
織を検体として、「1」の「イ」処理が容易なものの
うち、（2）のイに規定する大腸癌における RAS 遺伝
子検査又は（3）のカに規定する大腸癌における
KRAS 遺伝子検査を行うことが困難な場合に限ると
あることから、複数回の検査が許容されるものと考

図 1 BEAMing法の測定ステップ
（文献2）より）
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えられる 3）。
　臨床的には、血漿検体を用いた RAS 遺伝子検査
で変異が検出されない症例では、抗 EGFR 抗体薬再
投与で臨床的な効果が再度得られることが報告され
ている 4）。臨床上のリチャレンジの意義から、大腸癌
では治療ラインを変更する毎に複数回 OncoBEAM TM

の検査をするのがよいとも考えられている。

Ⅳ. 臨床病理学的特徴別の OncoBEAMTM

RAS CRC 使用に関する文献的考察

　OncoBEAM TM RAS 突然変異解析を日常的に実施
しているスペイン国内の 10 の病院検査施設におい
て、大腸癌（CRC）患者の血漿中の OncoBEAM TM  

RAS 突然変異解析の総合的な性能を評価する論文
が発表された 5）。同試験では、各病院の検査室で、
血漿からの循環無細胞 DNA を OncoBEAM TM によ
る RAS 変異の有無を調べ、同じ患者の腫瘍組織から
抽出した DNA から得られた結果と比較した。236 人
の参加者の血漿ベースと組織ベースの RAS 突然変
異検査の全体的な一致率は 89％（210/236 ;κ、0.770

（95％ CI : 0.689-0.852））であった。
　BEAMing によるすべての不一致症例の組織の再
解析では、2 つの偽陰性と 5 つの偽陽性の腫瘍組織
RAS 結果が得られ、最終的な一致率は 92％であっ
た。血漿偽陰性の結果は、肺転移性局所疾患を有す
る患者でより頻繁に認められた。本論文の結論は、
血漿サンプルと組織サンプルから得られた結果の
間に、高い全体的な一致が観察されたという点で
あった。
　García-Foncillas Jesús らは、リアルワールドデー
タとして、OncoBEAM TM による血漿 RAS 変異診断
と組織 RAS 変異ステータスを比較した 6）。臨床病
理学的特徴との関連性の解析では、肺転移のみの症
例において、最大病変径と病変数が不一致の結果に
影響を与えていた。
　解析した症例数は限られていたが、肺病変の最長
径が 20mm、病変数が 10 個というのは、不一致症
例を識別するためのカットオフ値であるとした。不
一致の理由としては、クローンの進化や腫瘍の不均
一性も考えられる。実際、彼らのコホートでは、検
体採取間隔と不一致の程度とが関連する傾向が見ら
れ、血漿採取と組織採取の間隔の乖離が長い間に生

じるクローンの進化を示唆している。不均一な腫瘍
を有する症例は、血漿陽性集団と組織陰性集団にも
含まれる可能性があり、結果の解釈には上記点を踏
まえて解釈する必要がある。
　また、不一致例を含む、血漿採取と組織採取の間
隔が長い症例において抗 EGFR 抗体薬の有効性を
検討することで、OncoBEAM TM RAS CRC キットの
真価が明らかになると考えられる。
　また、国立がん研究センター坂東らは、8 施設か
ら合計 280 名の患者を対象とした検討結果を報告し
た。OncoBEAM TM と組織ベースの解析の RAS 変異
解析の全体的な一致率は 86.4％で、正の一致率は
82.1％、負の一致率は 90.4％であった 7）。ロジス
ティック回帰分析では、肺転移のみが不一致に関連
する最も有意な因子であった。肺転移のみの症例

（n=31）では、血漿ベースと組織ベースの解析の一致
率は 64.5％であり、ctDNA の量が少ないことが示
唆された。肺転移のみの患者を除いた場合の全体一
致率は 89.2％（222/249）であった。肺転移のみの症
例では、最大病変径が 20mm 以上、病変数が 10 個
以上の症例では、血漿ベースと組織ベースの解析結
果が完全に一致した。同論文では、OncoBEAM TM 

RAS CRC キットの臨床的妥当性が確認された。肺
転移のみで転移が少ない、あるいは病変径が小さい
mCRC 患者では、偽陰性に対する注意が必要であっ
たと結論づけた。同研究では、350 人が最初に登録
されたが、そのうち 70 人が以下の理由で一次解析
のために除外された。適格な血漿または組織の利用
可能性がない（n =18）、組織 - BEAMing による結果
が無効、血漿 - BEAMing による結果が無効（n =8）、
除外基準に合致した（n =15）と報告され、血漿検査
においても、検体の品質に注意する必要がある。
　Vessies らは、転移性 CRC 患者の血漿サンプル中
の KRAS 変異を検出するための 2 つの液体生検法
の感度を比較した。OncoBEAM TM RAS CRC アッセ
イで RAS 変異陽性の結果が得られ、変異アリル率

（MAF）が 5％未満のサンプルを、Idylla ctKRAS 変
異検査（n =116）でペア分析した。Idylla は、Onco- 

BEAM TM KRAS -MUT+ 検体のうち、MAF 値が 5％
未満の検体 81/116 例、MAF 値が 1％未満の検体
48/79 例で KRAS 変異を検出した。OncoBEAM TM

と Idylla の一致度は MAF 値が高いほど良好であっ
た。6 か月後と 12 か月後の PFS 率は、MAF 値が 1％
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未満の患者よりも 1 ～ 5％の患者の方が低い傾向に
あった。OncoBEAM TM は、KRAS 変異の血漿中検
出において Idylla よりも高い感度を示した。
　海外では、血漿中の ctDNA の検出には、複数の
アッセイが用いられている。Vessies らの研究では、
KRAS ctDNA ホットスポット変異を検出する 4 つの
市販プラットフォーム Bio-Rad droplet digital PCR

（ddPCR）、BioCartis Idylla、Roche COBAS z480、
Sysmex OncoBEAM TM を比較した 8）。プラットフォー
ムの感度は、転移性大腸癌（mCRC）患者の血漿サ
ンプルと合成標準サンプルを使用して決定され、そ
れにより用いる血漿量や ctDNA 分離方法のばらつ
きを排除した上で比較した。ddPCR と BEAMing は
Idylla と COBAS z480 よりも mCRC 患者の KRAS

変異をより高頻度に検出することが明らかになった。
最大サンプルスループットは、ddPCR と COBAS 

z480 が最も高かった（図 2）8）。年間の総コストは、
BEAMing が最も高く、Idylla と ddPCR が最も低かっ
た。彼らの結論として、ctDNA ホットスポット変
異検出のためのプラットフォームを選択する際に

は、希望する検査感度、ターゲットの幅、最大サン
プルスループット、および年間の総コストを考慮す
る必要があると推察した。将来、複数のプラット
フォームが本邦でも使用できるようになれば、検査
室はそれぞれのニーズに最適な検査を選択すること
ができるようになるだろう。

おわりに

　本邦において RAS 遺伝子変異血漿検査である
OncoBEAM ™ RAS CRC キットが、大腸癌患者に
対して承認された。本キットを用いた血漿検査によ
る治療経過中の複数回検査が許容され、リキッドバイ
オプシーによるモニタリングを可能にした点はリキッ
ドバイオプシーの活用において大きな進展である。
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