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研究成果の概要（和文）：　本研究では膵臓癌における腹腔内転移の診断や予測を腹腔洗浄液を用いた解析で行
うことを目的とし、2018年度より東北大学消化器外科で膵癌と診断され、手術を企図し腹腔内の検索を行った際
に採取された腹腔洗浄液を用いてバイオマーカーの検索を行った。
　のべ149例の腹腔洗浄液サンプルから腹腔洗浄液中の腫瘍マーカーの解析、膵癌の90％以上に認められるKRAS
遺伝子変異をベンチマークとした癌由来DNAの有無及びアレル頻度をリアルタイムPCR、droplet-digital PCRを
用いて解析を行い、対応ある血液サンプルと比較することで腹腔内転移では腹腔洗浄液中に有意に腫瘍由来DNA
が多くなることが分かった。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we aimed to diagnose and predict intra-abdominal metastasis
 in pancreatic cancer using analysis of peritoneal lavage. Since 2018, we have conducted a biomarker
 search using peritoneal lavage collected when pancreatic cancer was diagnosed and surgery was 
planned and searched in the abdominal cavity at Tohoku University Department of Gastroenterology.
　Tumor markers in the peritoneal lavage were analyzed from a total of 149 samples, and the presence
 or absence of cancer-derived DNA and allele frequency were analyzed using real-time PCR and 
droplet-digital PCR, using KRAS gene mutation as a benchmark which is found in more than 90% of 
pancreatic cancer cases  and the corresponding blood By comparing with corresponding blood samples, 
it was found that intra-abdominal metastases have significantly more tumor-derived DNA in the 
peritoneal lavage fluid.

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　膵癌の本邦における5年生存率は10％未満と予後不良な難治性癌であり、原因として診断時の転移頻度の高さ
や治癒切除後の高い再発率が挙げられる。切除後再発の形式として腹膜播種再発は肝転移再発の次に多く、再発
後の予後は極めて不良である。腹膜播種再発は、臓器再発と比べその機序が異なり、その転移形式はまだ明らか
ではない。腹腔洗浄液は腹膜に直接生理食塩水を振り掛け、腹腔内から回収した液性検体であり、腹腔洗浄液中
の癌由来のcfDNAの存在は腹膜播種の潜在性や危険性を示唆するバイオマーカーとして極めて有用である。それ
ら遺伝子の網羅的解析により、腹膜播種の機序及び薬物標的遺伝子の同定に至る可能性がある。

※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 
膵癌の本邦における 5 年生存率は 10％未満と予後不良な難治性癌である。予後不良の原因とし

て診断時の転移頻度の高さや、治癒切除後の高い再発率が挙げられる。膵癌は、切除に至らない
進行症例が多く切除組織の入手が他癌腫に比較し困難であることからリキッドバイオプシーに
よる解析が注目されており、血液中から循環腫瘍 DNA 中の遺伝子異常の検索を目的とした報告
が 2015 年より年々増加している 1)2)3)。近年では、対象となる液性検体が血液以外にも広がり、
囊胞液 4)5)や膵液 6)などの他液性検体を用いた報告も散見されてきている。しかし腹腔洗浄液を
用いた報告は僅かであり 7)、その中でも KRAS 遺伝子変異以外の膵癌由来遺伝子変異を検出した
報告は未だ認めていない。膵癌腹膜播種は、他の再発形式と全く違う転移・進展機序を有し、こ
れまで明らかにされておらず、切除後再発の形式として腹膜播種再発は肝転移再発の次に多く、
再発後の予後は極めて不良である。腹膜播種再発は、臓器再発と比べその機序が異なり、標準治
療である全身化学療法に対する治療耐性が強い。そのため腹膜播種再発に特化した早期診断、治
療法の開発が必須である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「膵癌患者の腹腔洗浄液中に存在する腫瘍由来 DNA の網羅的遺伝子解析により、
微小な腹膜播種の診断や予測を可能にし、さらに腹膜播種の機序解明に基づく新規治療法の開
発により個別化医療への道を開く」ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
2018 年 4 月より、東北大学大学院医学系研究科外科学病態講座消化器外科学分野で膵癌と診断

され、手術を企図し腹腔内の検索を行った 149 例から腹腔洗浄液を採取し、腹膜転移陽性(P1)、
肝転移陽性(H1)、腹腔洗浄細胞診陽性(CY1)の有無を検索した。再発症例や低品質例を除外した
132 例（188 サンプル）を対象に、腹腔洗浄液中に含まれる腫瘍マーカー(CEA、CA19-9)の計測を
行った。そして腫瘍由来 DNA である KRAS 遺伝
子変異を Droplet-digital PCR（ddPCR）を用い
て検出し、変異アレル頻度が 1.0％以上のサン
プルは次世代シークエンス（NGS）を用いて膵癌
関連遺伝子変異を検索した。また対応ある血液
を用い、腹腔洗浄液中腫瘍由来 DNA の陽性率お
よびアレル頻度を、腹腔内転移所見や腫瘍マー
カーとの関連性で比較した。さらに、腹腔洗浄
液中の腫瘍由来 DNA の再発・予後との関連を生
存解析を行い解析した。 
 
４．研究成果 
2018 年より手術を企図した膵癌症例 188 例の

検体を採取し解析を行なった。結果としては、
画像上転移を認めない症例の 28%に肝転移や腹
膜播種、腹腔洗浄細胞診陽性の所見を認め、そ
のうち腹膜播種は 6%に認められた。また 188 例
全例に ddPCR を行い、25例（13%）に KRAS 遺伝子
変異を認めた。NGS は ddPCR で測定された KRAS 遺
伝子変異陽性陰性のドロプレットより求められる
変異アレル頻度が 1％以上の 14 例に対して施行
し、14 例全例より KRAS 遺伝子変異を検出し、その
うち 8例では TP53 や CDKN2A、SMAD4、GNAS 遺伝子
変異の検出を認めた。14 例中腹膜播種陽性例は 7
例で、1 例のみ血液と同じ膵癌由来遺伝子変異
（KRAS、TP53 遺伝子変異）が同定されたが、6 例
は腹腔洗浄液中でのみ膵癌由来遺伝子変異が同定
された。 
また、データ欠損のない 186 例を対象とした腹腔

洗浄液と血液中の腫瘍マーカー（CEA、CA19-9）の
値を比較検討すると、血液よりも腹腔洗浄液の腫
瘍マーカーが腹膜播種や腹腔洗浄細胞診の陽性所
見と強い関連を認めた（図１）。同様に、腹腔洗浄
液と血液中の KRAS 遺伝子変異の陽性率を比較すると、血液よりも腹腔洗浄液中の KRAS 遺伝子
変異陽性率が腹膜播種陽性例で有意に高率を示した（血液 22.2% vs 腹腔洗浄液 88.9%、 p<0.001）

図１. 腹膜播種（P)と腹腔洗浄細胞診（CY）所見と腫瘍マーカーの定量解析

腹腔洗浄液中の腫瘍マーカー(CEA, CA19-9)の上昇は血中よりも有意に腹腔洗浄細胞診や腹膜播種
の陽性所見を反映する。

腹腔洗浄液中のKRAS遺伝子変異陽性率は血中よりも有意
に腹腔洗浄細胞診や腹膜播種の陽性所見を反映する。

図2. 腹膜播種（P)と腹腔洗浄細胞診（CY）所見と
膵腫瘍由来遺伝子変異陽性率の定量解析



（図 2）。また、KRAS 遺伝子変異アレ
ル頻度においても、腹腔洗浄液中の
腹腔洗浄細胞診陽性所見や腹膜播
種陽性所見に伴い血液よりも腹腔
洗浄液で高値を示した（図 3）。 
複数回腹腔洗浄液の採取を行なっ

た症例の腹腔洗浄細胞診と腹膜播
種の所見と、腹腔洗浄液や血液中の
腫瘍マーカー、腫瘍由来遺伝子変異
アレル頻度の解析では、腹腔洗浄細
胞診陽性所見のみから腹膜播種陽
性に病勢が進行するに従い、腹腔洗
浄液中の腫瘍由来遺伝子変異アレ
ル頻度だけが高値となる結果を認
めた。術前に全身化学療法などの治
療を行なっていない 55 例を対象と
した予後因子解析では、観察中央期
間が479日と短期間の観察となった
が、膵癌由来遺伝子変異が独立した
予後不良因子であった（HR 3.607、 95%CI 1.165-11.164、 P=0.029）。 
以上の結果から、腹腔洗浄液中には膵癌由来である遺伝子変異の情報を含んでおり、一部の腹

膜転移サンプルでは腹腔洗浄液中にのみ膵癌関連遺伝子変異が検出され、 
腹膜転移に関する診断や予測への可能性を秘めたリキッドバイオプシーとしての有用性が示さ

れた。 
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図３.連続して評価を行なった症例の経過と血中腫瘍マーカー、
遺伝子変異アレル頻度の推移

腹腔洗浄液における膵癌由来遺伝子変異アレル頻度はP0CY0(細胞診、腹膜播種共
に陰性)からCY1(細胞診のみ陽性)、P1CY1(細胞診、腹膜播種ともに陽性)となる課
程で高値に推移している。
(DUPAN-2; 膵癌腫瘍マーカー、SL: staging laparoscopy 審査腹腔鏡、IP cytology: 
intraperitoneal cytology 腹腔洗浄細胞診、Gem+nab-PTX及びFFX;ジェムザール+
アブラキサン及びFOLFIRINOX ともに膵癌標準的化学療法のレジメン)
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