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研究成果の概要（和文）：血液中の微量ctDNAを濃縮する技術を開発し、膵臓がんの早期発見における有用性を
検討した。＜検討1＞膵臓がん患者14例の血清サンプルからctDNAの検出を行った。患者背景は、StageⅠ/Ⅱ/Ⅲ
：1/12/1、手術検体KRAS 12D/12V：11/3であった。濃縮後にctDNAの測定を行なったが、検出されなかった。＜
検討2＞膵臓がん患者（21例）と健常者（21例）の血清サンプルを用い、ctDNA（KRAS G12）の検出を検討した。
濃縮後ctDNAコピー数は、膵臓癌患者と健常者間に有意差はなかった。血清サンプルを用いたmutant KRASの検出
は膵臓がんの早期発見に寄与しない可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We developed an enrichment method utilizing pyrrole-imidazole (PI) 
polyamides and their ability to bind the minor groove of B-DnA. In this study, we investigated the 
clinical feasibility of incorporating PI polyamides to detect KRAS mutations in ctDNA from 
pancreatic cancer patients. <Study 1> After enrichment, we performed ctDNA analysis in 14 pancreatic
 cancer patients with KRAS mutations who underwent surgery at our hospital, but  ctDNA was not 
detected. <Study 2> We performed ctDNA analysis in 21 pancreatic cancer patients and 21 healthy 
volunteer. After enrichment, no significant difference was observed in the copy number of ctDNA 
(KRAS G12) between pancreatic cancer patients and healthy volunteer. Therefore, this enrichment 
technique might be not suitable as a marker for early diagnosis of pancreatic cancer.

研究分野： 消化器内科

キーワード： ctDNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、血液中を循環している微量な腫瘍由来DNA（ctDNA）を濃縮する技術を開発した。本研究では、この濃縮
法を用いたctDNA解析が膵臓がん患者の早期発見に役立つか検討を行った。当センターで外科手術を受けたステ
ージⅠ～Ⅲの膵臓がん患者を対象とし、手術前に採取された保存血清を用いて、ctDNA解析を行った。濃縮後に
デジタルPCRでctDNAの測定を行ったが、ctDNAは検出されなかった。この濃縮法によるctDNA解析は、膵臓がんの
早期発見に寄与しない可能性が示唆された。

※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 
近年、腫瘍由来循環腫瘍 DNA（ctDNA）を用いたがんのクリニカルシークエンスが注目されてい
る。これまでに複数の研究グループが「無細胞状態で血中を循環する DNA（cfDNA）に含まれる
ctDNA は、腫瘍ゲノム全体の代用となる」ことを報告している。そのためリキッドバイオプシ
ーとして ctDNA を利用することが、腫瘍ゲノム解析の一つのブレイクスルーとして注目されて
いる。次世代シークエンサーを用いたターゲットシークエンスは、網羅性に優れるが、検出感
度が低いのが問題である。一方、デジタル PCR は、検出感度に優れた ctDNA 解析技術である。
しかし、リキッドバイオプシーによる ctDNA 解析の分析感度は、循環血液中の腫瘍由来変異フ
ラグメント及び正常細胞由来フラグメントの量の劇的な変化に影響される。このことは特に腫
瘍特異的 DNA の量が、解析可能な技術に対し少なすぎる場合（がん初期のステージや微小残存
病変）、偽陰性の要因となる。我々は、標的遺伝子の DNA 配列に特異的に結合するピロールイミ
ダゾール含有ポリアミドにビオチンを付加修飾した複合体（PI polyamide-biotin）を用いるこ
とで、血液中の微量 ctDNA を濃縮する技術を開発した。この方法をがん患者の血液サンプルに
用いることで、簡便に血中の cfDNA に含まれる過剰な野生型の対立遺伝子の存在下においても
微量な標的変異遺伝子の体細胞変異を同定することが期待できる。そこで、我々が独自開発し
た PI polyamide-biotin による変異 ctDNA の超濃縮法が確立されれば、がんの早期診断や術後
再発解析などの精度向上が可能となり当該分野に大きな影響を与える。 
 
２．研究の目的 
申請者は、組織から KRAS 変異陽性が確認されている大腸がん患者の保存血液を用いてパイロッ
ト研究を行い、デジタルPCRによるctDNAの検出感度がPI polyamide-biotin濃縮後に向上し、
早期大腸癌においても ctDNA が検出できることを確認した。 
本研究課題は、PI polyamide-biotin を用いた微量 ctDNA の濃縮法について、特に膵臓がん患
者を対象に、がんの早期診断・術後再発の指標・予後推定としての有用性を検討し、臨床応用
を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
①膵臓がん患者（外科切除例）の血液を用いた PI polyamide-biotin による KRAS 遺伝子型判
定 
千葉県がんセンターが運営するバイオバンクにストックされ、包括的同意が得られた膵臓がん
患者で検査後の残余検体が保存されている症例を検索し、まずは膵臓がん患者の 90%に認めら
れる KRAS 変異の遺伝子型が明確なサンプルをピックアップする。作成したプロトコールに基づ
き PI polyamide-biotin（G12V-b, G12D-b）によるプルダウンアッセイを行う。患者の臨床デ
ータと KRAS 遺伝子型を統合し、PI polyamide-biotin を用いた微量 ctDNA の濃縮法について検
討する。 
 
②膵臓がん患者と健常者の血清サンプルを用いた検討 
J-MICC STUDY との共同研究にて、コホート登録時の採血後 2年以内に膵臓がんと診断された研
究対象者（21 例）と健常者（21 例）の血清サンプルを使用し、ctDNA（KRAS G12）の検出につ
いて検討する。 
 
４．研究成果 
①当センターで外科的治療を受けた膵臓がん患者 80 症例のパラフィン包埋組織ブロックから
薄切標本を作成し、DNA を抽出後に、KRAS 変異遺伝子の測定を行った。結果、80 例中、65 例に
おいて KRAS 変異遺伝子を検出した(G12D:38 例、G12V:22 例、G12R:5 例)。組織検体で KRAS 変
異遺伝子型を判定した膵臓がん患者 14 例の保存血清サンプル（500μL）を使用し、ctDNA の検
出を行った。患者背景は、StageⅠ/Ⅱ/Ⅲ：1/12/1、手術検体 KRAS G12D/G12V：11/3 であった。
PI polyamide-biotin を用いた濃縮操作後に、デジタル PCR を用いて、ctDNA（KRAS G12D/G12V）
の測定を行なったが、ctDNA は検出されなかった。 
 
②用意した血清サンプル（150μL）から、cfDNA を抽出し、PI polyamide-biotin による ctDNA
の濃縮操作を行い、デジタル PCR によって ctDNA（KRAS G12）を測定した。膵臓がん患者（21
例）の背景は、男性 16 名：女性 5名、平均年齢 65.4 歳、抽出した cfDNA 量 1480±801pg/Sample
であった。健常者（21 例）の背景は、男性 16 名：女性 5名、平均年齢 65.5 歳、抽出した cfDNA
量 1383±1333pg/Sample であった。サンプル毎の Mutant KRAS のコピー数は、膵臓癌患者で 2.58
±5.14Copies/Sample、健常者で 1.70±2.36Copies/Sample であった。cfDNA 中の Mutant KRAS
のコピー数は、膵臓癌患者で 0.00624±0.00734Copies of Mutant KRAS/pg of cfDNA、健常者
で 0.00664±0.00753Copies of Mutant KRAS/pg of cfDNA であり、濃縮後の ctDNA（KRAS G12）
のコピー数は、膵臓癌患者と健常者間に有意な差は認めなかった。 



①②の結果より、PI polyamide-biotin を用いた ctDNA の濃縮による mutant KRAS の検出は早
期膵臓がんの発見に寄与しない可能性が示唆された。 
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