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研究成果の概要（和文）：肝外胆管がんの術前組織診断は胆汁・胆管擦過細胞診が現在の標準診断法であるが、
その正診率は未だ十分でなく、新しい診断法の開発は喫緊の課題である。本研究では、胆汁を用いたリキッドバ
イオプシー診断法を開発し、胆道癌患者のがん診断能を評価した。26例の胆管癌疑い患者より胆汁を採取し、胆
汁内の無細胞DNAを抽出し、がん細胞由来の変異遺伝子を含むctDNAを検出した。細胞診による悪性細胞の検出率
46％に対し、ctDNA検出率は81％。術後2例が良性胆管狭窄であることが判明し、リキッドバイオプシーのがん診
断感度と精度は83％、81％で、従来の胆汁細胞診の42％、46％と比して大いに改善した。

研究成果の概要（英文）：Preoperative tissue diagnosis for biliary cancer remains a clinical 
challenge. While bile cytology is a current gold standard, its accuracy has been reported as low as 
40-70% and a novel diagnostic tool needs to be developed. In the present study, we established the 
method of liquid biopsy using bile juice sampled from the patients with suspected biliary cancer and
 evaluated its diagnostic accuracy. In the analysis for the bile from 26 patients (24 with bile duct
 cancer and 2 benign stricture), malignant cell was detected in 46%, whereas ctDNA was in 81%. The 
sensitivity and accuracy of bile liquid biopsy were 83% and 81%, compared with 42% and 46% for 
traditional bile cytology, respectively. 

研究分野：腫瘍外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立された、胆汁リキッドバイオプシー系は、簡便でかつ従来の細胞診よりも高感度である。癌の診断
法として有望なだけでなく、ターゲットシークエンスする標的遺伝子を選べば分子標的薬の治療選択のガイドと
なりうると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年のゲノムシークエンス技術の進歩と低コスト化により、様々ながん種のゲノム解
析が行われ、幾つかの癌種ではゲノムプロファイルに基づいた治療選択（プレシジョン医療）が
可能となった。適切な治療選択のためには治療前の腫瘍生検によるゲノム採取が必要であるが、
消化器癌の中で最も難治性で予後不良の癌のひとつである胆管がんは、内視鏡による組織生検
が可能な胃がんや大腸がんと異なり、切除手術検体以外のゲノム解析が困難である。 
 現在の胆管がんの治療前組織診断は胆管擦過細胞診、胆汁細胞診によって行われるが、癌細胞
の採取自体が難しく、かつ細胞診は主観的かつ定性的で、特に胆管がんの細胞診正診率は、胆汁
細胞診で 30％、擦過細胞診で 40‐70％と極端に低い 1, 2。さらには、たとえ癌細胞が採取されて
も、免疫染色やゲノム解析など、治療選択の助けとなるバイオマーカーの分析をするには量的に
不十分である。従って、現状の侵襲的で不正確な診断法に代わる、正確でゲノム情報まで検出可
能な診断法の開発が喫緊の課題である。 
 最近注目を浴びている“リキッドバイオプシー”は、血液や体液（尿、腹水、唾液など）
中に遊離する癌細胞由来の無細胞 DNA（cfDNA、ctDNA）を測定し、様々な診断に応用する新
たな診断技術である。胆管がん患者の胆汁内には、がん細胞よりも多数の ctDNA断片が浮遊す
ると思われ、リキッドバイオプシーの原理を用いれば、胆管がんの診断能が向上するのではない
か。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、胆管がんに対する、全く新しいリキッドバイオプシープラットフォ
ームの開発である。具体的には、胆管がん患者より採取した胆汁から ctDNA を検出する検出法の
確立と、ctDNA によるリキッドバイオプシーの胆管がん診断能の評価である。 
 
３．研究の方法 
 閉塞性黄疸主訴に ENBD を挿入し、胆汁を採取し得た肝外胆管がん疑い（CT などの画像
診断による）患者 26例を対象とした。 

胆汁内の無細胞 DNA を抽出には市販の MagMAX cell-free DNA isolation kit (Thermo 
Fisher Scientific)を用い、Oncomine cfDNA 解析キット(Thermo Fisher Scientific)により cDNA
ライブラリを作成した。ライブラリを 14 遺伝子、240 箇所以上のホットスポットをカバーする
Ion530 チップによるターゲットシークエンスを行った。検出頻度の閾値は 0.1、1箇所以上の変
異検出を ctDNA 陽性と定義した。リキッドバイオプシーによるガン診断能と従来の胆汁細胞診
の診断能を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）対象症例 
 対象患者の術前臨床診断は、肝門部胆管がん 14 例（54％）、下部胆管がん 8 例
（31％）、胆嚢がん 4例（15％）であった。全症例、切除手術を行い、最終組織診断で 2例
が良性胆管狭窄と判明し、残り 24例は術前診断通りの診断であった。対象症例の患者背景
と、臨床診断を表 1にまとめた。 
 
表 1．患者背景と臨床・最終組織診断 
 

 N=26 

 年齢（median, range） 73（48⁻86） 

男性 (n, %) 21 (81) 

閉塞性黄疸 (n, %) 26 (100) 

臨床診断 (n, %)  

肝門部胆管癌 14 (54) 

下部胆管癌 8 (31) 

胆のう癌 4 (15) 
 
  



（２）無細胞 DNAの抽出と変異遺伝子の検出 
胆汁内の無細胞 DNA の抽出とターゲットシークエンスは全例で抽出可能であり、

21例（81％）で遺伝子変異が検出された（表２）。 
 

 
表 2. ctDNA内の変異遺伝子頻度 

 

遺伝子 (n,%) N=26 

TP53 12 (46) 

KRAS 6 (23) 

APC 4 (15) 

GNAS 2 (8) 

ERBB2 2 (8) 

PIK3CA 2 (8) 

FBXW7 1 (4) 

SMAD4 1 (4) 

CTNB1 1 (4) 

MAP2K1 1 (4) 

EGFR 1 (4) 

NRAS 0 

BRAF 0 

AKT1 0 

 
検出された変異は症例あたり中間値 1箇所（1-6）で、変異遺伝子は p53が 46％、

KRASが 23%、APCが 15％で検出された。 
 

（３）胆汁リキッドバイオプシーによる胆管がん診断と、従来の胆汁擦過細胞診（または胆
管生検）との比較 
 

26例の対象患者（胆管がん 24例、良性胆管狭窄 2例）のうち、従来の胆汁細胞診
または胆管生検でがん細胞が検出されたものは 10例であった。一方、変異遺伝子ふくむ無
細胞ＤＮＡ検出によるリキッドバイオプシー陽性例は 21例。細胞診とリキッドバイオプシ
ーの診断能の比較を表３にまとめた。 

 
表 3. 胆汁細胞診、胆汁リキッドバイオプシーの比較 
 

 胆汁細胞診 胆汁リキッド生検 細胞診＋リキッド生検＊ 

Sensitivity (%, 95% CI) 42 (22-63) 83 (63-95) 92 (73-99) 

Specificity (%, 95% CI) 100 (16-100) 50 (1-98) 50 (1-99) 

Negative predictive value (NPV) 

(%, 95% CI) 

13 (9-17) 20 (5-57) 33 (7-77) 

Positive predictive value (PPV) 

(%, 95% CI) 

100 95 (83-99) 96 (85-99) 

Accuracy (%, 95% CI) 46 (27-66) 81 (61-93) 88 (70-98) 
*いずれか一方の検査陽性をがん陽性と判定 

 
胆汁リキッドバイオプシーにより、胆管がん診断の感度は細胞診の 42％から 83％

に、精度も 46％から 81％に改善した。胆汁細胞診とリキッド生検いずれか陽性をがんの診
断とした場合、感度、精度はそれぞれ 92％、88％となった。 



（４）臨床的意義と今後の展望 
本研究では、胆管がん疑いの患者より採取された胆汁を用い、胆汁内 cfDNAの同

定とそのシークエンスによる癌特異的遺伝子変異の検出が可能であることが示された。胆
汁中に微量含まれる癌由来遺伝子が高い精度で検出できることは、内視鏡的生検が不可能
または困難な胆管内悪性腫瘍（胆管癌、胆のうがんなど）において、癌の診断（悪性胆管狭
窄か良性狭窄かの判定）の助けになるのみならず、ターゲットシークエンスを行う遺伝子を
上手く調整すれば、腫瘍の分子遺伝的特性に基づいた抗がん剤（分子標的薬）の選択にも利
用できる可能性があり、本研究結果の意義はすこぶる大きい。胆管がんはその部位（肝門部、
下部、胆嚢）において、変異遺伝子の頻度に差があることが、これまでに報告されている 3-

5。したがって、今後は、病変の部位別に、ターゲットシークエンスを行う遺伝子群の胆最
適化によって、診断法としてのチューニングが望まれる。 
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