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研究成果の概要（和文）：膵癌の解析では、血中K-RAS変異は7/68(10.3%)において検出された。血中K-RAS変異
陰性の膵癌8症例でcirculating tumor cells (CTC) の解析も行い、StageⅡで3例（75％）、StageⅣでは2例
（50％）でCTCが検出された。十二指腸液の解析では、消化管由来と思われる遺伝子異常も検出され特異的な遺
伝子異常の同定が難しかった。胆膵癌パネルを用いた胆汁NGS解析では、悪性胆道狭窄症早期症例（StageⅠⅡ症
例）で8/15（53％）においてOncogenic mutationが検出され、血液や胆汁遺伝子解析を用いた診断が早期診断に
有用な可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Blood K-RAS mutations were detected in 7/68 (10.3%) in the patients with 
pancreatic cancer. Circulating tumor cells (CTCs) were also analyzed in 8 pancreatic cancer patients
 negative for blood K-RAS mutation, and CTCs were detected in 3 (75%) of Stage II cases and 2 (50%) 
of Stage IV cases. In the analysis of duodenal fluid, it was difficult to identify specific genetic 
abnormalities because genetic abnormalities thought to be derived from the gastrointestinal tract 
were also detected. NGS analysis of bile using the cholangiopancreatic Cancer Panel detected 
oncogenic mutations in 8/15 (53%) of early-stage cases of malignant biliary stricture (Stage I-II 
cases), suggesting that blood and bile gene analysis may be useful for early diagnosis for these 
cancers.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 胆膵癌　NGS　liquid biopsy

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では膵癌患者の血液、消化液等を利用しNGSを用いた超高感度システムによる遺伝子解析から早期診断の
バイオマーカーを探索する目的である。予定していた十二指腸液のNGS解析は今後の集積が必要だが、血液検体
を用いたCTC解析や胆汁を用いたNGS解析により、胆膵癌の早期診断につながりうる研究結果が得られた。難治癌
であり早期診断が困難な胆膵癌の予後向上につながる可能性のある意義深い結果が得られたと考える。

※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 

膵癌は 5 年生存率が 7%と他疾患と比較し非常に悪く、最難治癌である。膵癌は近年増加傾向

にあり、アメリカでは 2020 年に第 3位、2030 年に第 2位になると予測されている①。本邦死因

の第 4位であるが、今後さらなる増加が危惧されている。一方で、Stage 0（上皮内癌に相当）

の 5年生存率は 85.8％、腫瘍径 1cm 以下の症例の 5年生存率 80.4％と報告され②、早期診断が

可能であれば、膵癌の予後が改善できることが示唆されている。また胆道癌も近年増加傾向で本

邦死因の第 6位であり、5年生存率が 20％台と難治癌であり、膵癌と同様に早期診断が困難な疾

患と考えられている。近年、次世代シークエンサー（Next-generation sequencing; NGS）によ

る遺伝子変異解析技術が発展し、より高感度の分子バーコードを用いた遺伝子解析も可能とな

っている③。しかし、胆膵癌の液状検体を用いて、NGS による遺伝子解析から早期診断を目指す

研究はまだ少ないのが現状である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、膵癌などの胆膵腫瘍性病変を有する症例の血液、消化液等を対象として NGS を用い

た超高感度システムによる遺伝子解析から早期診断のバイオマーカーを探索し、内視鏡で採取

可能な十二指腸液等の消化液を用いた早期診断法の開発を目的とする。 

 
 
３．研究の方法 

膵癌症例の血液サンプルを用いた解析では、KRAS 遺伝子変異を、G12A、G12C、G12D、G12R、G12S、

G12V、G13D に対する混合プローブを用いたデジタル PCR により検出した。また血中 K-RAS 変異

が陰性であった一部の膵癌症例で circulating tumor cells (CTC) の解析も行った。CTC は K2-

EDTA 採血管(BD Vacutainer®)にて採血し、Cell-surface vimentin を用いて解析を行った。 

胆膵癌の消化液（十二指腸液および胆汁）の解析では、In house で作成した、60 遺伝子 280220

塩基をターゲットとした胆膵癌パネルを用いた(表①)。分子バーコードパネルは、胆膵癌に高頻

度に認められる 21遺伝子、7220 塩基をターゲットとして In house で設計した。シークエンサ

ーは Ion Proton を使用し、OncoKB の公開データを参照しアノテーションを行った。胆汁や十

二指腸液は、治療や診断のために行われた ERCP や EUS 施行時に採取し、DNA を抽出した。 

 

表① 

Signaling Pathways Genes                 

MAPK BRAF EGFR ERBB2 ERBB3 ERBB4 FGFR2 GNAS HRAS JAK3 
 

KRAS MAP2K4 MAP2K7 MAPK10 NF1 NRAS NRG1 SOS2 SRC 

Epigenetic ARID1A ARID1B ARID2 BAP1 EPC1 KMT2A KMT2C PBRM1 
 

PI3K AKT1 PIK3CA PTEN STK11 TSC1 TSC2       

DNA damage repair ATM BRCA1 BRCA2 CDKN2A PALB2 TP53 
   

TGFβ ACVR1B ACVR2A SMAD4 TGFBR2 
     

Wnt APC AXIN1 CTNNB1 RNF43 
     

Mismatch repair MLH1 MSH2 MSH6 PMS2 
     

Axon Guidance ROBO1 ROBO2 SLIT2 
      

Transcriptional ELF3 NFE2L2 
       



activator 

Splicing factors RBM10 SF3B1 
       

NADPH Metabolism IDH1 IDH2 
       

Myc MYC                 

 

 

４．研究成果 

2019 年 6 月～2020 年 8 月に当院で EUS-FNA もしくは手術を施行した膵癌症例 68 例を対象とし

て血液サンプルの解析を行った(男性/女性:36/32 例、平均年齢 70 歳、腫瘍径 30.0 ± 11.7mm、

Stage1,2/3,4:39/29 例)。また手術検体 10例、FNA 検体 19例、一部の症例で十二指腸液を採取

し解析を行った。血中 K-RAS 変異は、7例(10.3%)において検出された。変異陽性例は全例 StageIV

で、陰性例と比較して腫瘍径が有意に大きく、WBC、CRP が有意に高値であった。血液検体では

K-RAS 変異の陽性率がやや低かったが、手術検体では 10 例中 7 例、FNA 検体では 19 例中 16 例

で K-RAS 変異が同定され既報と同程度であった。 

血中 K-RAS 変異が陰性であった膵癌 8症例（StageⅡ：4例、StageⅣ：4例）で CTC の解析も行

った。結果は StageⅡで 3例（75％）、StageⅣでは 2例（50％）で CTC が検出され、膵癌の早期

例でも検出可能であることが確認できた。 

胆膵癌パネルを用いた胆汁 NGS 解析では、2018 年 4 月～2021 年 3 月にかけて ERCP を行った悪

性胆道狭窄症例 43例（肝門部胆管癌 24例、遠位胆管癌 5例、胆嚢癌 10 例、肝内胆管癌 4例）

の胆汁を解析した。胆膵癌パネル（遺伝子数 60）を用いて NGS 解析を行い、全体で 46.5%(20/43)

の胆汁検体より Oncogenic mutation を検出し、このうち stageⅠ,Ⅱ症例では 53％（8/15）にお

いて Oncogenic mutation が検出された。また胆汁細胞診別の陽性率を検討すると、Class4-5 の

症例では 75%で腫瘍由来の変異が同定され、Class3 以下の症例でも 35% (11/31) に Oncogenic 

mutation が検出された（表②）。これらの結果から、血液や胆汁遺伝子解析を用いた診断が早期

診断に有用な可能性が示唆された。 

 

表② 

Clinical diagnosis Cytology Oncogenic mutations 

Gallbladder cancer Class I TP53 

cholangiocellular carcinoma Class I TP53 

Gallbladder cancer Class I TP53 

cholangiocellular carcinoma Class II TP53 KRAS 

cholangiocellular carcinoma Class II TP53 SMAD4 

cholangiocellular carcinoma Class III BRCA2 

Gallbladder cancer Class III ARID2, TP53 

cholangiocellular carcinoma Class III TP53 ERBB2 PBRM1 ELF3 

cholangiocellular carcinoma Class III TP53 ERBB3 BRAF 

cholangiocellular carcinoma Class III KRAS 

cholangiocellular carcinoma Class III ARID1A 

 

 



膵癌の十二指腸液 3例の解析では、2例で分子バーコード法を用いても遺伝子異常を検出するこ

とはできなかった。1例で通常の NGS で検出された KRAS(p.G12R), TP53(p.Y220C)変異だけでな

く、分子バーコード法にて、通常の NGS で検出できなかった ERBB2(p.S310F), KRAS(p.Q61H), 

CTNNB1(p.T41A)変異を検出しえた。胆道癌の十二指腸液 3例の結果と合わせると、通常のパネル

では 2 症例 33%に oncogenic mutation が検出されたのに対し、分子バーコードでは 4 症例 67%

で検出され、分子バーコードを用いて遺伝子変異検出率の向上が得られる可能性が示唆された。 
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