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研究成果の概要（和文）：膵癌のハイリスク病変である膵嚢胞、その中でも比較的高い癌化のポテンシャルが高
い膵管内乳頭粘液性腫瘍(IPMN)に着目し、IPMNの良悪性の鑑別を可能にするバイオマーカーを多角的に検討し
た。血液生化学検査からは炎症性マーカー、栄養マーカーの有用性を明らかにし、さらに高特異度な血中マーカ
ーとして抗p53抗体を見出した。ゲノム解析嚢胞液を用いてシーケンス解析を行うと、悪性IPMNのみから複数の
癌関連遺伝子異常が検出された。さらにいくつかのメチル化DNAマーカーについても有用性が示唆される結果が
得られており、今後はこれらのマーカーを併用することでさらなる診断精度の向上が期待されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We focused on the intraductal papillary mucinous neoplasm of the pancreas 
(IPMN), a major precursor of invasive carcinoma of the pancreas.  To identify the diagnostic markers
 differentiating malignant (high-grade dysplasia with and without invasion) from benign (low-grade 
dysplasia) IPMN, we revealed the several candidates such as blood based inflammatory markers, 
nutritional makers, and serum anti-p53 antibody. Furthermore, we performed the droplet digital-PCR 
(ddPCR) and next generation sequencing and demonstrated the pancreatic cancer associated gene 
mutations such as TP53, IDH1/2, PTEN, CTNNB1, and SMAD4, all of which were found only in pancraetic 
cyst fluid obtained from patients with malignant IPMN. Methylated DNA markers were also evaluated by
 ddPCR using cyst fluids and some potential candidates were identified. In the future, combination 
assay of these genome and epigenome markers (e.g. development of mini-panel) can contribute to 
further improvement of diagnostic performance.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 膵癌　膵管内乳頭粘液性腫瘍　リキッドバイオプシー　メチル化DNA　デジタルPCR　次世代シーケンス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果をもとに、血液中と嚢胞液中からそれぞれ得られたバイオマーカーを統合・併用することことで、
非浸潤性の膵管内乳頭粘液性腺癌の存在を高精度に診断することが可能になる。今後は、膵癌の危険因子である
無症候性の膵嚢胞を囲い込んだ上で、さらにこれらのハイリスク例に対して集中的に行うサーベイランスや超音
波内視鏡検査などの精査に本研究で得られた診断パネル検査を付随させることで、合理性と実現可能性を兼ね備
えた小膵癌の診断バイオマーカーの実現が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
膵癌は依然として予後不良な難治癌である。近年は GEM+nab-PTX 療法、FOLFIRINOX 療法
の中長期的な有効性が示され、全体として予後は改善傾向であることが明らかになりつつある
が、現時点で膵癌の根治を可能にする唯一の方法は「早期発見と遺残のない切除」であることは
明白である。本邦の膵癌登録データベース解析によると、腫瘍径が 1.0cm 以下の膵癌について
は切除後の 5 年生存率が 80.4%と良好であることから、劇的な治療成績向上のためにはまず「い
かに早期に診断するか？」が最重要課題であり、この課題克服のためには初期の膵癌に生じる腫
瘍生物学的変化を高精度なバイオマーカーを用いて捉えることが肝要である。 
しかしながら、無症状の集団を対象に生じうる散発性の小膵癌をスクリーニングによって抽出
することは挑戦的かつ革新的な試みである一方、あらかじめハイリスク症例をしぼり混んだ上
で小膵癌の高精度な存在診断を可能にするアプローチも求められている。膵癌診療ガイドライ
ンによると膵癌の危険因子として 1. 膵癌の家族歴、2. 膵嚢胞、3. 慢性膵炎、などが挙げられ
る。嚢胞性膵腫瘍で最も多いとされる膵管内乳頭粘液性腫瘍(IPMN)は、低異型度の上皮内病変
から浸潤癌に至るまで様々な組織異型度を呈する slow growing な腫瘍であり、上皮内癌(高異型
度上皮, high-grade dysplasia)の段階で遺残のない切除が施行されれば、治癒しうる疾患である。
このように、膵癌ハイリスク症例を囲い込んだ上で、集中的に行うサーベイランスや超音波内視
鏡検査などの精査に付随させることで、合理性と実現可能性を兼ね備えた膵癌早期診断バイオ
マーカーの開発が可能となる。 
 
２．研究の目的 
本硏究の目的は、小膵癌ならびに膵癌のハイリスク病変とみなされる IPMN に生じるゲノム・
エピゲノム変化に注目し、小膵癌を高精度に診断しうるバイオマーカーを同定することである。
診断精度を高めるために、膵上皮内癌の組織を用いた網羅的解析から抽出された因子を複数組
み合わせパネル化する。さらに、患者由来の液性検査を用いて“広義の”リキッドバイオプシー
としての診断能を検証する。 
IPMN については現行のガイドラインに照らし合わせ、悪性化の予測、つまり組織異型度の予測
診断に焦点を置き、経過観察可能ないわゆる”良性”と定義される低異型度上皮(low-grade 
dysplasia)と、手術適応であるいわゆる“悪性”と定義される高異型度上皮 (high-grade 
dysplasia)/IPMN 由来浸潤癌の鑑別診断を可能にするバイオマーカーの同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
膵上皮内癌、または IPMN の切除組織から DNA を抽出し、癌関連遺伝子異常を次世代シーケン
ス(Ion AmpliSeq technology, ThermoFisher Scientific)またはデジタル PCR(droplet digital-PCR system, 
Bio-rad)を用いて検出する。エピゲノムマーカーについては既報およびデータベース解析から標
的遺伝子を絞り込み、組織または生体試料から DNA を抽出し、バイサルファイト変換処理を行
った上で、当該遺伝子のプロモーター領域のメチル化 DNA のコピー数をデジタル PCR を用い
て定量する。 
 
４．研究成果 
ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織標本アーカイ
ブを用いて、浸潤成分を伴わない膵上皮内癌(high-grade 
PanIN)から腫瘍組織を laser capture microdissection (LCM)を
用いて採取したが、次世代シーケンスのライブラリ作製に
おいて十分な収量を得ることができなかった。LCM に伴
う DNA の断片化・品質低下などが影響と考えられた。 
IPMN については当教室の切除症例を後視的に検討し組織
異型度の予測因子を検索したところ、NLR (Neutrophil-
lymphocyte ratio)(図 1,文献 1), CAR (CRP-albumin ratio) 
(文献 1),systemic immune-inflammation index (SII) (文献 2), 
prognostic nutritional index (PNI) (文献 2)などの比較的簡便
に施行される血液生化学的検査を用いたバイオマーカー
が良悪性の鑑別診断に有用であることを明らかにした。さ
らに、これらのバイオマーカーと FDG-PET 検査による画像所見を併用すると感度 76%、特異度
80%の診断精度で良悪性の鑑別が可能であった(文献 2)。 
IPMN の癌化において生じる遺伝子変異の多くは膵癌と共通している。膵癌の 90%以上に変異を
認める KRAS 遺伝子は、IPMN においては経過観察が可能である low-grade dysplasia において
も認められることから、より悪性特異的であるとされる TP53 遺伝子および遺伝子異常に伴う変
異タンパク質に対する自己抗体である血清抗 p53 抗体(S-p53Ab)に着目した。当教室で切除した



111 例の IPMN 症例の S-p53Ab を検索すると high-grade 
dysplasia の 5.3%, IPMN 由来浸潤癌の 11.4%で S-p53Ab
が陽性であったが、一方で low-grade dysplasia では 0%
であった(図 2)。このことから S-p53Ab は感度は低いが高
特異度な診断マーカーである可能性が示唆された。さら
に、S-p53Ab 陽性例は既存の血清腫瘍マーカーである
CEA, CA19-9 が共に陰性である傾向があり、これらのマー
カーを併用すると感度 38.4%, 特異度 81.6%の診断精度が
得られた(文献 3)。 
メチル化 DNA マーカーについては複数の候補遺伝子を選
択し、膵嚢胞液中から抽出した DNA を用いて解析を行っ
た。low-grade dysplasia のサンプル数が少なく、結果には
ややばらつきが見られるものの、一部のメチル化 DNA マ
ーカーについては良悪性の鑑別診断に有用な可能性が示
唆された(図 3)。 
より低侵襲に採取可能な生体試料として血液サ
ンプルに着目し、IPMN 切除例の術前に採取され
た血液中から得られた血漿成分からセルフリー
DNA を抽出し、IPMN に関連した遺伝子異常で
ある KRAS, GNAS 遺伝子変異をデジタル PCR
を用いて検出した。KRAS 遺伝子変異は良悪性に
かかわらず検出頻度が低かった一方、GNAS 遺
伝子は全体の 3 割程度の症例で検出された。さら
に検討を加えると、血中 GNAS 遺伝子変異の陽
性率は良悪性で差がないものの、腸型の IPMNで
有意に陽性率が高く、組織異型度ではなく組織サ
ブタイプの鑑別に有用な可能性が示唆された(文献 4)。さらに、これらのサンプルを用いて次世
代シーケンス解析を行ったところ、良性の IPMN から得られた嚢胞液からは KRAS/GNAS 以外
の遺伝子異常は見出されなかったが、悪性 IPMN からは TP53, IDH1/2, PTEN, CTNNB1, 
SMAD4 などの様々な癌関連遺伝子変異が検出された（論文未発表）。 
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