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研究成果の概要（和文）：膵腫瘍の確定診断における組織診では検体不適正と判定される場合が多く、その原因
は、採取可能な検体量が少ないことに起因する。このような課題を克服するため、本研究では、微量核酸の絶対
定量に威力を発揮するデジタルPCRを用いて、少量の細胞・ 組織検体でもドライバー遺伝子変異を迅速かつ確実
に検出する系の構築を目指した。KRAS変異をはじめとする遺伝子異常の絶対定量する系をマルチプレックス化す
ることで、1ng以下の微量核酸においてもKRAS及びGNAS変異の同時検出と変異タイプの特定が可能なことを確認
した。

研究成果の概要（英文）：In the definitive diagnosis of pancreatic tumors, histopathological 
evaluations often deem samples inadequate, typically due to the limited amount of tissue that can be
 collected. To overcome this challenge, this study employed digital PCR, which excels in the 
absolute quantification of minute quantities of nucleic acids, aiming to construct a system for the 
rapid and reliable detection of driver gene mutations in small cell and tissue samples. By 
multiplexing the system for absolute quantification of genetic abnormalities, including KRAS 
mutations, we confirmed that it is possible to simultaneously detect KRAS and GNAS mutations and 
identify the mutation types in less than 1ng of nucleic acids.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 膵癌　低侵襲診断

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数の遺伝子異常を同時検出できれば形態学に基づく画像・病理診断を補填し、がん診療に大きく貢献できる。
試料採取現場で実施可能なオンサイト検査法とするには、turn around timeを含む課題があるため、今後は反応
系の高速化を検討している。

※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 
 
細胞診や組織診は日常のがん診療に欠かせない検査手段である。最近は形態診断のみならず、

遺伝子異常やバイオマーカーを測定するリソースともなり、「侵襲」の対価を得るため検体を最
大限に活用することが倫理的に求められている。膵胆道系腫瘍も発生の初期段階から体細胞変
異やコピー数異常等の遺伝子異常がみられ、これらの情報は診断の確定や腫瘍の生物学的な悪
性度を評価するうえで客観的な指標となる。しかし、保険診療で行われる包括的がんゲノムプロ
ファイリング検査では、一定量の腫瘍由来の高純度核酸が求められるため、より多くの組織採取
が必要となり侵襲性が大きくなることが懸念される。さらに、再生検を求められる場合も多く、
「侵襲」の対価となる診断情報を確実に確保す
るための核酸検出技術の改良が求められる。 
 遺伝子工学の進歩により、ゲノム異常の検出
感度は「単一細胞レベル」まで高まっている。
このような先進技術は基礎研究での活用のみ
ならず、解析に要するコストと時間の工夫次第
では試料採取現場で実施可能なオンサイト検
査法となり得る（図 1）。 
 がんゲノム医療時代の到来を迎えた今日に
おいて、形態診断（画像・病理）の効果を最大
限に発揮しつつ、ゲノム・分子の情報を早期に
実診療に取り入れる必要がある。例えば、KRAS
や EGFR など薬剤感受性に関わる遺伝子変異、
HER2などの遺伝子増幅の検出は、治療法の決定
に必要な情報として保険診療で認められてい
るが、この流れをがんの存在診断にも応用すべ
く、微量の細胞・組織検体を用い安価で迅速ながんゲノム異常を検出する方法が求められる。近
年、次世代シーケンサーをはじめとする遺伝子解析技術が著しく進化している。これらの解析技
術が実臨床を支える場面が増えているが、多くの場合、煩雑で時間とコストがかかり、日常診療
における汎用には数多くのハードルが存在する。 
 研究代表者らは第三世代 PCRと呼ばれるデジタル PCR（以下、dPCR）を用い、生検針の洗浄液
などの超微量検体を用いて核酸精製をスキップし、KRAS変異の有無を評価する「Water-burst法」
を開発した（Sci Rep 2020；特願 2020-217083）。しかし現状では、KRAS変異という単一のドラ
イバー変異解析に留まり、さらに変異タイプの特定には至らないという課題があった。また、特
に微量検体の場合に、複数遺伝子の異常を同時検出する検査技術は確立されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 できるだけ簡略かつ短時間、さらに低コストで、膵癌を疑うために最低限必要な情報を得るこ
とを本研究の目的とした。生検などによって得られた生体試料から、膵癌の大多数において見ら
れる KRAS変異を検出できれば、病理診断を補足する第一歩となる。 
 本研究では、高感度な dPCR解析技術を用いて、細胞診や細胞生検などの微量な残余検体を試
料とし、複数のドライバー変異の同時検出とバリアント特定が可能な核酸検出技術を構築する。
この技術を試料採取する現場で判定するオンサイト検査への導入基盤として確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 
実験 1：マルチプレックス dPCRの条件検討 
 dPCR では、通常は一つの遺伝子の特定の hotspot 変異に対する特異的プローブを変異検出に
用いる。このため複数の遺伝子変異を同時検出し、理想的にはバリアントも特定できる系が望ま
しい。しかし、微量なサンプルを遺伝子や各変異のタイプに分配するとサブサンプリングによる
検出能の低下が危惧される。膵癌の前駆病変で高頻度に変異が観察される、KRASおよび GNAS 遺
伝子のなかから、膵腫瘍において高頻度に認められる hotspot変異に対する特異的 primer/probe
セットを合成した。変異検出の特異性を担保するために、probeには架橋型人工核酸 LNA塩基を
組み込んだ。また、複数の high-fidelity polymerase を用いて、各遺伝子の hotspot領域の特
異的増幅能を比較した。 
 培養細胞および膵腫瘍の外科切除組織（FFPE）からゲノム DNAを抽出し、マルチプレックス検
出が可能な primer/probe セットを選別し、その混合比を調整することで検出感度、ならびに各
遺伝子変異の判別における特異性が保たれるか否かを検証した。 



 
実験 2：臨床検体を用いた検証 
 実験 1で最適化した条件を基に、膵胆道悪性腫瘍患者（疑診例を含む）の臨床検体を用いた検
証を行った。変異型 KRASおよび GNASのうち頻度の高い 10種類の hotspot変異に対する検出能
を検証するため、ターゲットシーケンスにより得られた結果と対比した。 
 
 
４．研究成果 
 
 はじめに、最小限の DNA サンプルから KRAS および GNAS 遺伝子の特定の変異を同定するため
の dPCRベースのアッセイを用いた多重プローブ法を開発した。KRASのコドン 12と GNASのコド
ン 201で一般的な変異を標的とし、LNAプローブを使用して変異の特定を試みた。プローブの濃
度を個々の変異に最適化することで、2D 蛍光プロット上での明瞭なクラスター形成が確保され、
変異と野生型アレルを効果的に
区別することが可能であること
を確認した（図 2）。培養細胞株
由来のゲノム DNA を用いた検証
では 1-10ng 程度の微量な核酸に
より、変異型と野生型のシグナル
が混在するクラスターの発生を
減少させることが確認され、変異
タイプ同定の際の特異度の担保
が可能であった。 
 
 次に、超音波内視鏡下針生検
（EUS-FNA/B）の病理検体（FFPE）
から抽出したゲノム DNA を用い
て本アッセイを評価した。マルチ
プレックス解析の際に、変異型と野生型のシグナル混在による定量性への悪影響が危惧された
ため、テンプレートとなる DNA 量を異なる条件下でテストした結果、特に 1ng の DNA を処理し
たサンプルで、ターゲットシーケンシングにより得られた結果と高い一致性を示した。逆に核酸
量が過剰になる場合に、hotspot変異検出の特異度およびバリアントアレル頻度の計算に誤差が
生じやすい問題が生じた。 
 
 最後に、上記の primer/probe セットをベースに、6 種類の蛍光検出が可能な新しい ddPCR プ
ラットフォーム（QX600 Droplet Digital PCR システム：Bio-Rad社製）に対応させるための設
計変更を行い、一反応で変異種の特定をより高解像に検出する検出系を完成させた（論文投稿準
備中）。 
 
 以上のアプローチにより、非常に少量の DNAを含む臨床サンプルにおいても、変異の正確な検
出と定量が可能となり、本法は膵癌における重要な変異を特定するための検出技術として大い
に期待できる。今後、膵胆道癌を始めとする消化器癌、さらに各臓器の発生に重要なドライバー
変異を簡便に定量する検出系により、日常の診断や治療方針の決定において有益な情報取得が
できる可能性が示唆された。 
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