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研究成果の概要（和文）：遺伝子解析技術の発達により様々ながんにおける原因遺伝子が次々と同定されているが、こ
れらの臨床的意義を解明していくことが今後必要となる。本研究では、臨床教室である強みを生かし、詳細な臨床情報
と遺伝子異常を組み合わせて解析し、肝細胞癌、早期食道癌、早期胃癌、そして膵癌の前がん病変とされる膵管内乳頭
粘液性腫瘍の遺伝子解析を行い、生存期間などの悪性度との関連や進行癌との関連について研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Recent technical advancement of genetic analyses has enabled us to discover many 
cancer-related mutations in various cancers. We then have to clarify the clinical significance of these 
gene mutations. In this study, we conducted cancer-related gene analysis in cases with hepatocellular 
carcinoma, early esophageal carcinoma, early gastric carcinoma and intraductal papillary mucinous 
neoplasms that are known as precursor lesions of pancreatic cancer. We have found the relation between 
tumor mutations and several clinical characteristics.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 遺伝子変異の検出にはこれまで、特定の
領域をターゲットとしシークエンスする
ことが主流であり、多くの DNA 量を用い
てごく一部の領域の変異しか検出できず、
また高コストかつ結果が得られるまで長
い時間を要した。そのため、微量かつ腫瘍
以外の細胞成分を含む臨床検体からいく
つもの癌関連遺伝子変異を検出すること
は現実的でなかったが、最近開発された次
世代シークエンサーでは、わずかな DNA
量(10ng)で一度に多くの癌関連遺伝子変異
を高感度に検出することが可能となり、さ
らに短時間かつ低コストに行うことが可
能となった。 

(2) 網羅的遺伝子解析は近年盛んにされてい
るが、多くは疾患ごとの解析、つまり膵癌
と遺伝子変異、肝癌と遺伝子変異、といっ
た内容であり、検出された遺伝子変異の臨
床的意義は不明であった。 

(3) われわれは最近、膵液やパラフィン固定
された膵腫瘍切除組織の微量 DNA から網
羅的遺伝子解析を行い、膵管内乳頭粘液性
腫瘍(IPMN)で見られる GNAS 遺伝子変異
の臨床的意義を見出すことに成功した
(Plos One 2014)。これからはただ単に網羅
的遺伝子解析をするのではなく、詳細な臨
床データと合わせ解析を行い、遺伝子変異
の意義を見出すことから新たな診断法、治
療法を見出していく必要がある。 
 

２．研究の目的 
 
現在盛んに行われている網羅的遺伝子解析
研究は疾患と遺伝子変異の関係を解析した
ものが主であるが、本研究では詳細な臨床デ
ータと豊富な臨床検体とをもつ臨床教室が
次世代シークエンサーを単独で所有してい
る利点を生かし、以下の目的をもって研究を
遂行する。 
 
 
 
 
 

 
 
(1) 網羅的癌関連遺伝子解析と詳細な臨床デ
ータから遺伝子変異の臨床的意義を解明
する。内視鏡や手術で得られた消化器癌
（肝癌・膵癌・胆管癌・消化管癌）の切除
検体（FFPE）を材料とし、次世代シーク
エンサーによる網羅的癌関連遺伝子解析
を行う。これらは当科で診療した詳細な臨
床データが備わっており、臨床背景と得ら
れた遺伝子変異の詳細な解析を行う。 

(2) 臨床的意義が見出された遺伝子変異を利
用した新たな疾患概念・診断法・治療法の
開発。臨床背景と遺伝子変異の解析で得ら

れた情報を用い、新たな疾患概念の提唱・
新たな診断法・新たな治療戦略の開発へ研
究を導く。 

 
３．研究の方法 
 
⑴ 検体採取 

本教室は消化器内科の臨床教室であり、
研究利用目的に同意書を得た臨床検体が
豊富に存在する。本研究では内視鏡検査
や手術により得た検体、具体的には膵液、
生検検体、切除検体から DNA を抽出する。
得られた臨床検体は使用するまで-80℃
保存し、切除検体についてはホルマリン
固定検体（FFPE）を用いる。遺伝子解析
については本大学倫理委員会の承認をす
でに得ている。臨床サンプルからの DNA
抽出は、得られる組織量が少ない場合が
あり時に困難となるが、その場合は全ゲ
ノム増幅キット(REPLI-g Kits, QIAGEN
社など)を用いることで解決可能と考え
る。また、得られた臨床検体は-80℃保存
し、DNA 抽出後は-20℃に保存し、検体中
の DNA の Loss を最小限に抑える。 

 
⑵ 次世代シークエンサーによる遺伝子変異

検索 
DNA を抽出後に DNA シークエンスのため
のライブラリーを作成する。癌関連遺伝
子変異検出には市販の Ion AmpliseqTM 
Cancer Panel (Life Technologies 
Corporation, California)を用い、DNA
メチル化については既報をもとにprimer
を作成する。シークエンス機器は Ion PGM 
Sequencer (Life Technologies Corp.)
を用い、付属の Torrent Suite Software 
(ver.2.2)で遺伝子変異を検出する。癌関
連遺伝子変異は 50 遺伝子 2800 か所の
Hotspot 変異を網羅的に検索する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
⑶  臨床データとの照合 

１．で述べたように臨床教室の利点を生
かし、遺伝子解析結果と詳細な臨床デー
タ、具体的には疾患の良悪性、膵癌の組
織亜型、経過観察中の変化、各種の患者
因子および腫瘍因子を照合し新たな知見
を得る。 

 
⑷ 臨床応用 



臨床応用するために、得られた検体はそ
のまま本教室で遺伝子変異解析が行われ、
その結果を診断・治療に応用できるよう
に、速やかに結果が臨床レベルに報告さ
れる体制を作る。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 肝臓癌 
① 肝細胞癌 104 例の切除組織を用い、得ら
れた遺伝子変異と臨床因子の関連を解析し
た。 
② 肝細胞癌で最も異常が見られた遺伝子
変化は TERT (65%)で、TP53 (38%), CTNNB1 
(30%)がこれに続いた。 

（肝細胞癌 104 例での遺伝子変異一覧） 
 
③  臨床背景との関連で見ると、 TERT 
promoterの変異はC型肝硬変患者からの肝細
胞癌に有意に多く見られた。TP53変異は B型
肝硬変患者からの肝細胞癌で有意に多く見
られ、CTNNB1変異は B型肝硬変以外の症例で
多く見られた。 
 
④ 予後及び無再発生存期間と遺伝子変異の
関連をみると、TERT promoter に変異を有す
る症例では有意に予後および無再発生存期
間が不良であり、これらの遺伝子背景を考慮
することで予後の予測、治療強度の選択が今
後可能になると考えられる。 

 
（TERT 変異と無再発生存期間、全生存期間） 
 
(2) 膵腫瘍 
① 膵管内乳頭粘液性腫瘍 (IPMN)の良悪性
診断を膵液の遺伝子解析で行うことを試み
た。対象は IPMN 切除 50 例と膵液 19 検体。
遺伝子は IPMN で高頻度にみられると既に報
告されている GNAS, KRAS, RNF43 を含む 52
遺伝子を検索した。 
 
② IPMN 切除例の遺伝子解析から、KRAS 

(88%), GNAS (76%), TP53 (34%), RNF43 (30%), 
SMAD4 (18%), KMT2C (18%)が変異として検出
された。切除例の臨床背景と遺伝子解析の結
果から、悪性 IPMN でみられる遺伝子変異マ
ーカーとして、多変量解析から TP53 が有意
なものとして同定された。 

 
（IPMN50 例で検出された遺伝子変異一覧） 
 
③ 切除症例とペアになった19例の膵液で、
悪性マーカーである TP53 が検出可能か検討
した。良性例では変異は検出されず悪性例の
5例で切除組織からTP53変異が検出されてい
たが、このうち 4例から切除組織と同じパタ
ーンの TP53変異を検出可能であった。 
 
④ 今後、画像のみでは診断しきれない悪性
IPMN を膵液の遺伝子解析で診断することを
目標として研究を継続していく予定。 
 
(3) 早期消化管癌(食道癌・胃癌) 
 
① 日本では癌とされている早期食道癌や
早期胃癌は内視鏡的粘膜下層剥離術で治療
対象となっているが、欧米ではそもそも癌と
は定義されておらず高度異形と分類されて
いる。これらの遺伝子背景を解析することで、
進行癌へのpotentialを推測することを目的
として研究を遂行した。 
 
② 内視鏡的に切除した早期食道癌 55 例お
よび早期胃癌 29 例(31 病変)を対象とし、50
の癌関連遺伝子を解析した。早期食道癌の
86％、早期胃癌の 77％で TP53 変異が検出さ
れた。進行癌でも高頻度に TP53 変異が見ら
れることが報告されており、また非癌部では
これらの変異は検出されないことから、今回
対 象 と し た 早 期 病 変 は 進 行 癌 に 至 る
potential を有していると推測される。 
 
③ 臨床因子との関連では、早期食道癌で見
られた TP53 変異は飲酒や喫煙以外の要因と
の関連が示唆され、また早期胃癌で見られる
TP53 変異はヘリコバクターピロリ菌感染と
の関連が示唆された。 
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Histotype
Grade

8 8 KRAS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

7 6 GNAS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

3 4 TP53 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

3 0 RNF43 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 8 SMAD4 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 8 KMT2C 1 1 1 1 1 1 1 1 1

6 CDKN2A 1 1 1

6 BRAF 1 1 1

4 PIK3CA 1 1

2 RET 1

2 APC 1

2 ATM 1

2 STK11 1

2 CTNNB1 1

2 KIT 1

2 PTEN 1

Gastric Intesitinal Pancreatobiliary
Low or intermediate grade dysplasia High grade dysplasia Invasive IPMN
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