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研究成果の概要（和文）：膵癌をモデルとしてドライバー遺伝子変異と連動するRNAをターゲットとする新しい
バイオマーカーの探索を行った。遺伝子変異であるKRAS/GNAS変異細胞株の作成をゲノム編集により行った。
RNA-seqを行った結果、GNAS変異によりKRASシグナル経路が抑制するデータが得られた。さらに血液遊離mRNAの
効果的な採取方法の検討を行い、デジタルPCRを用いた高感度の発現検出系を構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for new biomarkers targeting RNAs linked to 
driver genes using pancreatic cancer as a model. We generated KRAS mutant, GNAS mutant, KRAS/GNAS 
mutant, and wild-type strains of these genes in two different pancreatic ductal epithelial cell 
lines (HPDE, HPNE) and analyzed their expression patterns by RNA-seq. Furthermore, an effective 
method for collecting and purifying unstable plasma cell-free mRNA was validated, and a highly 
sensitive expression detection system using digital PCR was constructed. cfRNA was extracted from 35
 PDA patient samples, and the amounts present were compared after quantification.

研究分野： 腫瘍診断学

キーワード： リキッドバイオプシー　ドライバー変異　遊離RNA　デジタルPCR　膵癌　IPMN
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国内現行の血漿CGP検査は、現時点では進行癌患者を対象とし、検査目的は抗がん剤・分子標的薬の選択に限定
される。研究ベースでは遺伝子変異にメチル化検出を組み合わせた包括的パネルが発表され、またmiRNAについ
て多癌腫のmiRNA検出パネルも検討されてきた。一方で本研究の対象としたmRNA、ncRNAはアポトーシス/壊死腫
瘍細胞からの情報とシグナル伝達などの活性腫瘍細胞からの情報の両方、すなわち癌に関する直接のリアルタイ
ム情報を取得できる可能性があり、本研究で目指した効果的な遊離RNAの回収と検出系を用いることにより、上
記パネルと比較すると、特定の癌腫を早期で捉えるバイオマーカーになり得る。

※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 
 
 がんゲノム医療時代を迎えた現在、その最
も重要な課題の一つである早期診断において
は、遺伝子解析技術の真価が発揮されること
が期待される。 
膵癌はその早期発見が現状で極めて難しい癌
種とされているが、前駆病変の一つである膵
管内乳頭粘液性腫瘍 (IPMN) は比較的早期で
発見することが可能である。膵癌病変の多く
が KRAS 遺伝子変異を伴い発生するのに対し、
IPMN では KRAS に加え GNAS 遺伝子（GTP 結合
タンパク質 Gsαサブユニット）がその発生に
おけるドライバー遺伝子であることが知られ
ている。GNAS 遺伝子変異による IPMN 発症、お
よびその後の発癌過程においては特徴的な細
胞内プロセスが稼働することが示唆されている。 
一方で我々は膵癌の早期診断を念頭に置いたリキッドバイオプシーの開発に取り組んでいる。

これまでに約 200 例の膵癌および IPMN 患者より血漿を得て、血中に存在する遊離 DNA (cfDNA) 
における KRAS および GNAS 遺伝子変異の高感度検出による膵癌リスク評価系を構築した。しか
し現状での遺伝子変異のみの検出による方法では早期癌の拾い上げの確実性には限界がある。
リキッドバイオプシーの臨床的な有用性は、現在、進行癌に限定されており、早期で発見するに
は遊離核酸から遺伝子変異に加えた新たな情報を得ることが課題とされてきた。   
 
２．研究の目的 
 
本研究は KRAS、GNAS 遺伝子変異を有する IPMN 症例に特異的な発現プロファイルの変化を検

出することを目的として、血清から検出できる新規バイオマーカーの候補のターゲットを遊離
RNA（cfRNA）に定めて探索を行う。基盤となる遊離核酸の遺伝子変異データに加え、組織内に存
在する各病変の発現プロファイルを詳細に解析し、さらに症例の病理像・臨床データとの統合デ
ータを得ることにより、膵癌への悪性化を早期診断することが可能な先制医療への応用を目指
す。 
 
３．研究の方法 
 
KRAS、GNAS 変異を有する IPMN 症例に特異的な発現プロファイルの変化を検出することを目的と
し、血清から検出できるバイオマーカーの候補のターゲットを遊離 RNA に定めて下記の手順に
て探索を行った。 
 
１） KRAS 遺伝子変異を有するゲノム編集済細胞株を用いた網羅的発現解析 
 
KRAS/GNAS 変異細胞株と、ゲノム編集により構築した同系統の KRAS 変異株または GNAS 変異株に
おいて、mRNA およびノンコーディング RNA（ncRNA）についての網羅的解析を行い、発現変動の
ある RNA をバイオマーカーの候補として同定することを試みた。本研究においては膵管上皮細
胞 HPDE 株、HPDE KRAS G12V 株に対し、GNAS R201H または R201C、また不死化膵菅上皮細胞 hTERT-
HPNE 株に対し、KRAS G12D と GNAS R201H または R201C を、Neon エレクトロポレーションシステ
ム（Thermo Fisher Scientific 社）を用いてノックインにより導入した。得られたゲノム編集
細胞株の発現プロファイルを RNA-seq により比較した。 
 
２） 遊離 RNA の単離に関する予備実験 
 
体液遊離 total RNA (cfRNA)の効果的な単離・精製方法については現在までに確立された報告は
乏しいことから、血液由来 cfRNA の抽出方法についてのバリデーションを行った。サンプルとし
ては、疑似検体として膵組織由来細胞（KP4, PK1, KP2, Capan1）の培養上清に放出された遊離
RNA とし、用手法（Qiagen 社 circulating NA kit、Zymo research 社 Quick-cfRNA Serum and 
Plasma kit）または、自動核酸精製装置（PSS 社 magLEAD 12gC）を用い、精製した。ランダム
プライマーを用いた逆転写を行い、Qubitを用いたRNA定量後、リアルタイムPCR（BioRad CFX96）
およびデジタル PCR（BioRad QX200）に供した。 
 



３） 血液検体を用いた新規バイオマーカー候補の検出検討 
候補となる RNA 群について、IPMN の新規分類に基づいたバイオマーカーとしての有用性を評価
するために、すでに取得・保存されている患者血液サンプル、およびコントロールとして本研究
に登録されている健常人・および膵癌・IPMN 患者 35例の血漿遊離 RNA を用い、方法２）で検討
したメソッドにより cfRNA を抽出し、定量後に存在量を比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
１） KRAS、GNAS 遺伝子変異を有するゲノム編集細胞株の取得 
 
Neon エレクトロポレーションシステムによりノックインを行い、これまでに HPDE 株、HPDE KRAS 
G12V 株に対し、GNAS R201H または R201C を導入した、HPDE GNAS R201H または R201C、HPDE KRAS 
G12V /GNAS R201H また R201C のゲノム編集株を得た。また不死化膵菅上皮細胞 hTERT-HPNE 株に
対し GNAS R201H または R201C 単独、および KRAS G12D と GNAS R201H または R201C の変異を導
入したゲノム編集株をそれぞれ複数クローン取得した。ヘテロ型となるようゲノム編集は全て
デジタル PCR による変異確認、シーケンスによる当該領域およびオフターゲットの可能性が高
い 10 領域の確認を行った。ここまで得られたゲノム編集株、すなわち KRAS 変異株、GNAS 変異
株、KRAS/GNAS 変異株およびそれら遺伝子の野生型株について、変異の有無による生育速度、細
胞形態についての顕著な差は見られなかった。 
現在までに、ヒト膵癌由来の初代細胞（950-5-BLK 細胞株）を用いた RNA-seq 解析データを得

ており、KRAS 及び GNAS 遺伝子変異に連動した MUC ファミリー群を初めとする粘液産生、さらに
両ドライバー遺伝子変異の拮抗に関わる経路を特定した（Kawabata, Ono, 2022）。 
さらに取得された細胞株（HPNE 系列）を用いて、当ラボ保有の NGS である NextSeq1000 (イル

ミナ)を用いた RNA-seq による網羅的解析を行った。KRAS G12D 単独変異株と KRAS G12D および
GNAS R201H または R201C の二重変異株における発現プロファイルの比較を GSEA（Gene set 
enrichment analysis）解析により行なった結果、HPNE 細胞株においても KRAS G12D 単独変異株
が示す種々の KRAS シグナル経路の活性化が GNAS R201H または R201C の獲得により抑制されて
おり、上記 950-5-BLK 細胞株で得られたデータを支持した。 
現在、詳細な発現プロファイル解析を進め、本項目の最終目的であるバイオマーカーの候補と

なる発現変動のある RNA 候補のバリデーションを行っている。 
 
２） 遊離 RNA の単離方法に関するバリデーション、３）血液を用いた遊離 RNA の検出 
 
血液遊離 RNA を抽出、精
製し、デジタル PCR によ
るターゲット RNA の検出
を行なった。膵組織由来
細胞の培養上清、および
本研究に登録されている
血漿を用いて遊離 RNA の
精製検討を行った結果、
Zymo 社  Quick-cfRNA 
Serum and Plasma kit を
使用した時に最も収量が
高かったため、以降の解
析に用いた。cfRNA は高
度に分解を受けている状
態であり、cfDNA と比較
すると、そのフラグメン
トパターンは検体により
異なるものであった（図
2A）。共同研究者の高橋が
膵癌において優位に発現
が変化し、バイオマーカーとして期待される 3種類の新規 lncRNA を特定した（Takahashi, 2020
他）。本抽出系においてもデジタル PCR において 2つの ncRNA のデジタル PCR による検出を確認
した（図 2B）。 
 
また遺伝子変異を発現増幅により DNA よりも効果的に捉えることを目的とした GNAS 遺伝子の
mRNA に関するデジタル PCR の検出系を構築した。登録された膵癌・IPMN 患者由来血液から 6サ
イクルの pre-amplification による存在コピー数の増幅過程を経てデジタル PCR 解析を行った
結果、切除組織に GNAS R201H 変異を有していた患者検体由来の cfRNA より変異が検出された
（図 2C）。また健常血液検体を用いた遊離 RNA の GAPDH と rRNA との比較結果を表 1に示す。RNA

A)  cfRNAフラグメントパターン
B)  デジタルPCRを⽤ いたRNA検出
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LI NC2280
(ncRNA)
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図2.  ⾎ 中遊離RNAのフラグメントパターンとデジタルPCRによる検出検討結果

C)  患者由来⾎ 液cRNAからのGNAS変異検出
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の抽出、逆転写のうち 99％が rRNA であったことから、rRNA を事前に除去する ribo-minus のよ
うな処理についても mRNA の効率的な補足には検討が必要であると考えられた。 
 
現在、構築された高感度検出系に基づき全ての患者検体について、cfDNA 変異解析による遺伝

子変異パターンとそれに方向付けられた cfRNA の発現変化を統合的に解析する予定である。 
我々はこれまで IPMN はその発生段階で

二つのドライバー遺伝子 KRAS及び GNASが
重要な役割を担うことを示しており、GNAS 
変異は KRAS シグナルと協調して IPMN の
発生を担う一方（Patra, 2018）、GNAS が PKA
依存的にNOTCHシグナルを負に制御し膵癌
進展に抑制効果を示すことが明らかにな
り（Kawabata, Ono, 2022）、この 2つの遺
伝子変異の背後では複雑なクロストーク
が起きることで腫瘍表現型を示す可能性
が示唆されていた（図３）。本研究ではこの
クロストークに関与する経路をさらに検
証することを目的として、膵管上皮細胞株
を用いて KRAS、GNAS 変異細胞の取得を行い、GNAS が KRAS 経路に対し拮抗的な影響を与える可
能性について示唆された。ドライバー変異、しかもその変異種（変異アミノ酸、変異形式 [ミス
センス、ナンセンス]）との組み合わせも同時に評価することでより詳細な経路の変化が捉えら
れると期待できる。今後は上記細胞株に加え、我々の研究グループが保有する GNAS 変異を有す
る 10種類の IPMN 関連初代細胞に対しても KRAS ゲノム編集を行い、発現プロファイルの比較を
行う予定である。 
バイオマーカーとしてのターゲット RNA についての血液

からの抽出ついては方法・結果２で述べた。これまでマイク
ロ RNA (miRNA) を用いた細胞外小胞からの RNA 抽出はすで
に確立されているが、遊離 RNA となるとその存在量、そし
て、血液中で RNA が比較的不安定であり高度に断片化され
ていること、および高濃度の RNase が存在することが大き
な原因となって、本研究でも候補とした遺伝子、発現比較が
可能となる十分量の検出まで至ってはいない。今後も安定
的に RNA を抽出する方法、逆転写、そしてデジタル PCR を
用いたターゲットの高感度の検出系の構築に向けバリデー
ションを進める予定である。さらに、我々は膵組織に最も近
い体液である膵液・十二指腸液に存在する DNA より、微量な
変異を顕著に高率で検出する結果を得た（論文準備中）。現
在はこれらの消化液からも遊離 RNA を取得し、上記ターゲ
ットの検出を目指した検討を行っている。血中では捉え切
れない変化を反映した RNA を効率的に回収し、高感度に検出することができれば IPMN 検出の機
会を拡大する可能性がある。 
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