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研究成果の概要（和文）：膵腫瘍で今後臨床応用が期待される液体生検情報には、指標となる膵腫瘍そのものの
みならず背景膵で起こっている情報も混在する。膵全体に起こる変化の理解を深めるために高異型度-IPMNと重
複膵癌をそれぞれ指標病変とする2例で正常膵管も含む多数部位の変異解析を行い、指標病変の大部分と背景膵
検討部位の約40%になんらかの遺伝子変異を認めた。これら変異の大多数は低異型度膵管内病変であったが、一
部の正常膵管にも変異を認めた。2例間で検討したサンプル数、異型度分布、指標病変-背景膵検討部位間のKRAS
変異形式一致率に大きな開きはなかったが、KRAS変異種数には個体差を認めた。

研究成果の概要（英文）：The liquid biopsy, promising clinical application for early detection of 
pancreatic neoplasms consist of many molecular alterations about not only the index tumor but also 
the background. For better understanding of the genetic alterations occurring throughout the 
pancreas, mutation analysis of multiple sites, including normal pancreatic ducts, in two cases with 
high-grade IPMN and double pancreatic cancer as index lesions, respectively. Approximately 40% of 
the patients had some kind of gene mutation. The majority of these mutations were low-grade 
intraductal lesions, but mutations were also found in some normal pancreatic ducts. There was no 
significant difference in the number of samples examined between the two cases, the distribution of 
grades, and the rate of concordance in KRAS mutation type between index lesions and background 
pancreatic sites, but individual differences were observed in the number of KRAS mutations.

研究分野： 消化器病学

キーワード： 背景膵　膵管内病変　clonality　正常膵管　膵発癌　領域発癌　KRAS

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治癌である膵癌の早期発見のために液体生検の臨床応用が期待されている。その解析資料として血液、十二指
腸液、膵液などが検討されているが、いずれであっても指標病変だけではなく、背景に起こっている様々な分子
情報が含まれることになる。これらの適切な解釈なしに液体生検の臨床応用はありえないが、背景膵の分子変化
や、指標病変との関連の詳細は不明な点が多い。本研究は少数例ではあるが正常膵管も含め背景膵の多数箇所と
指標病変の複数箇所の変異解析を行い、症例間で共通している、あるいは個体間で異なる変化を模索した。本研
究の結果を基に多種類の膵腫瘍の背景情報を類型化することで液体生検の臨床応用に寄与しうる。

※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  
 
膵癌は今もって予後不良で、早期診断が求められるが、従来の画像診断や血液マーカーでは十分
な効果が得られていない。そのなかで liquid biopsy (LB)が期待されているが、臨床応用に向け
てはなお明らかにするべき点が多く残されている。その一つとして、液体生検で得られる情報の
解釈がある。膵癌の背景膵には異型を伴う微小膵管内病変が多くみられることが知られていた。 
これら膵管内異型病変は形態的に pancreatic intraepithelial neoplasm (PanIN)、intraductal 
papillary mucinous neoplasm (IPMN)、acinar to ductal metaplasia (ADM)など多彩であり、
LB でえられる情報には指標病変(Index)のみならずこういった背景膵からのものも含まれる。 
背景膵については少数箇所の解析では低異型度の段階で高率にドライバー遺伝子変異を有する
ことが報告されているが、背景膵全体にわたる多数箇所でのデータは乏しい。さらに形態的には
正常な膵管の変異情報も同様である。 
 
２．研究の目的 
LB の根拠となる基礎データの集積を目標として、背景膵の正常形態、低異型度膵管内病変の頻
度、異型度、変異頻度、Index との関係を検討する。 
 
３．研究の方法 
症例 1 は膵尾部高異型度(HG)-IPMN、症例 2 は膵体部と尾部の重複 pancreatic ductal adeno 
carcinoma (PDAC)でいずれも膵体尾部切除を行った。これら 2例を対象とした。 
 
(1) 検体の採取 
切除の原因となった病変を Index 病変、それ以外の部分を Background（BG）とした。BG からは
正常形態膵管も含めて microdissection 可能な膵管を可及的多数採取した。 
 
(2) 異型度判定 
異型のない正常形態膵管(N)、低異型度病変(LG-PanIN と incipient IPMN (iIPMN)を含む)、高異
型度病変（HG-PanIN と iIPMN を含む)、扁平上皮化生(SQM)、腺房膵管異形成（ADM）に分類した。
病理学的判定は消化器外科医 1 人、エキスパート膵臓病理医 2 人が独自に行ったのち協議によ
り最終判定を決定した。 
 
(3) 変異解析 
症例 1(HG-IPMN)の Index11 カ所と BG71 カ所、症例 2の Index7 カ所と BG76 カ所を独自に作成し
た膵癌で高率に変異を認める 8 遺伝子を搭載した遺伝子パネルを用いて変異解析を行った。パ
ネル解析で変異が検出されなかった検体は、より高感度な multiplex digital PCR による
KRAS/GNAS の変異解析を追加した。 
 
４．研究成果 
(1) Index・BG にみられる異型病変・遺伝子変異の頻度 
液体生検資料には背景膵に起きているイベント情報も含まれるので、これらの情報を集積し、類
別化できれば PDAC や IPMN のリスクの層別化が期待できる。 
今回の結果では Index の全て（18/18 カ所）と BGの 56.8%（83/146 カ所）に異型病変を認めた。
BG に認めた異型病変の大部分（76 カ所）は低異型度病変であった。調査した 8種類の遺伝子に
関して、Index の大部分(17/18 カ所)と BG の 38.4%(56/146 カ所)になんらかの変異を認めた。
BG の変異 56カ所中、ddPCR による validation も含めて KRAS 変異を認めなかったのは 4カ所だ
けで、それらには全て GNAS 変異を認めた（BGの KRAS 変異率は 52/146 カ所で 35.6%）。 
これらの結果から液体生検情報の結果解釈のためには BG における、特に低異型度病変の多寡、
分布などの特徴を知る必要があり、そのためには KRAS 変異（変異種数や変異頻度など）に着目
した類別化が合理的と考えられた。 
 
(2) BG における正常形態膵管（N）・低異型度（LG）foci の変異率 
正常形態膵管や、PanIN を中心とする低異型度病変にみられる遺伝子変異については既報がある
が、その結果は Index の種類や変異解析の手法などで異なる。 
 
低異型度病変に関しては 2000 年以前の論文ではサンガー法を用いたものが多いためか変異率は
低く、最も多数箇所での検討をしていると思われる Lüttges らの報告では、PDAC を Index とす
る 35 例の背景膵 364 カ所の解析で LG-PanIN に相当する低異型度膵管内病変の KRAS 変異率を
33.6%(79/235 箇所)と報告している(Lüttges J, 1999, Cancer) 。一方最近の報告では LG-PanIN
の KRAS 変異率は高値であるとの報告があり、Kanda らは主に PDAC や IPMN を Index とする 89人



の背景膵 169 カ所の PanIN を高感度な変異検出法である pyrosequencing を用いて解析し、KRAS
のコドン 12 の変異率を PanIN-1A が 92.0%、PanIN-1B が 92.3%、PanIN-2 で 93.3%と報告してい
る。また Hosoda らは PDAC や IPMN を Index としない 10 人から採取した 16 カ所の LG-PanIN の
94%に KRAS 変異を認めたと報告している(Hosoda W, 2017, J Pathol)。 
今回の検討では検討した LG foci76 カ所中 46 カ所に何らかの変異を認め、そのうちの 43 カ所
には KRAS 変異を認めた（KRAS 変異率 55.8%）。 
 
また正常形態膵管については、Lüttges らは 21%(21/98 カ所)に KRAS 変異を認めたのに対し
(Lüttges J, 1999, Cancer)、Kanda らは 20 人から採取した正常形態膵管には変異を認めなかっ
たとしている(Kanda M, 2012, Gastroenterology)。 
われわれの検討では、7.9%(5/63 カ所)の正常形態膵管に何らかの遺伝子変異を、6.3%(4/63 カ
所)に KRAS 変異を認めた。 
 
低異型度病変と正常形態膵管における KRAS 変異率の高低は Lüttgesらと Kanda らの間で入れ替
わっており、われわれの結果はその中間的と言える。これら3研究はともにPDACや IPMNを Index
とする背景膵に関するものである。Lüttges らの報告は 1999 年と最も先行するもので、変異の
検出感度が Kanda らのものよりも低かった可能性は否定できないが、それだけでは Lüttges ら
が示している正常形態膵管での高い変異率が説明できない。われわれの結果は NGS とデジタル
PCR というこれら 3研究の中では最も高感度な変異検出法を用いたものであったが、その結果は
3者の中間的であった。Kanda らの研究では PanIN は一人平均 1.9 カ所と少なく（正常膵管につ
いては 20人との記載があるのみで、何カ所の膵管を調べたかは記載がない）、異型細胞の占める
割合が高い部分のみが選択された可能性は否定できない。しかしわれわれの検討では異型部分
が採取した腺管の 20%以下の検体が低異型度膵管全体の 12%を占めたが、これらは 20％以上のも
のと比較しても KRAS 変異率に有意差はなかった(p=0.2757)。これらを勘案すると、PDAC や IPMN
を Index とする背景膵には、正常形態膵管にもその一部に KRAS 変異を有する部分があり、低異
型度病変ではその率は急激に上昇する。しかし低異型度病変でもなお KRAS 変異を認めないもの
はある存在すると考えられる。 
 
(3) BG の KRAS 変異種数と変異形式の Index-BG 共通性 
Index と PanIN の変異プロファイルの比較に関して、Murphy らは PDAC10 例で Index と近傍の
PanIN2～3（15 カ所）を全エクソン解析で比較し、PanIN は 34-96％の変異を Index と共有して
おり、Index と近傍の PanIN の多くは同じクローン由来であると述べている(Murphy S J, 2013, 
Gastroenterology)。一方、同一膵内の PanIN 間のクローン関連性に関して、Braxton らは PanIN
を 3 次元的に詳細なサンプリングにより解析し、同じ PanIN 内では全エクソン解析で平均 14個
の共通する体細胞変異を認めたが、空間的に連続していない PanIN では KRAS 以外に共通する体
細胞変異を認めなかったことから PanIN の多くは独立したクローンであると述べている
(Braxton A M, 2023, bioRxiv)。しかし、これらはいずれも少数の PanIN の解析にとどまってお
り、同一膵内の多数部位における膵管同士、あるいは Index とのクローン関連性は不明である。 
今回、Index に認めた KRAS 変異形式は G12V の一種類のみであったが、BG には合計 7種類の KRAS
変異形式を認めた。低異型度病変にはこれら全ての KRAS 変異形式を認め、その多様性を担うこ
とが明らかとなった。膵腫瘍を標的とした液体生検で採取される検体にはこれら背景膵からの
多様な情報が含まれるため、背景膵の理解を進めることの重要性が示唆された。 
 
(4) 症例間で共通する事項・相違する事項 
正常形態も含めて可及的に沢山の背景膵管の形態（異型度）・遺伝子変異を評価するポリシーで
背景膵の膵管をマッピング・採取した結果、HG-IPMN を Index とする Case1 で 70 カ所、重複 PDAC
を Index とする Case2 で 76 カ所とほぼ同等数の背景膵管を評価し得た。2 例とも腫瘍の主膵管
閉塞による随伴性膵炎は来しておらず、いわゆる“soft pancreas”に対して膵体尾部切除を行
った症例であり、特定の条件下では一定程度の背景膵管の形態的・分子的評価が可能といえる。 
評価し得た正常形態膵管、低異型度膵管、その他の数は Case1 が 33/34/3、Case2 が 30/42/4 と
同等で、背景膵低異型度膵管の変異率も Case1 が 61.8%(21/34 カ所)、Case2 が 59.5%(25/42 カ
所)と著変なかった。 
背景膵に認める KRAS 変異膵管の変異形式が Index と同じものは Case1 で 47.6%、Case2 で 38.7%
と著変なかった。一方 KRAS 変異種数は Case1 では 3種類であるのに対し Case2 では 7種類と個
体差を認めた。 
PDAC や IPMN の背景膵に多様な変化があることは古くからしられており、それらの前癌病変とし
ての重要性は多く指摘されてきたが、その多様性と Index との関連についての報告は少なかっ
た(Hruban R H, 2000, Clin Cancer Res) 。われわれは、かつて IPMN 関連膵癌を IPMN と浸潤
癌との分子プロファイリングパターンから由来癌に相当する「Sequential」タイプ、併存癌
に相当する「De novo」タイプ、そして共通の創始病変からあるサブクローンが IPMN を、
別のサブクローンが浸潤性膵管癌を形成する「Branch-off」タイプの 3 つに分類し、



「Sequential」タイプでは多の 2 型と比べて背景病変数と KRAS 変異種数が少ないこと
を報告した(Omori Y, 2019, Gastroenterology)。 
今回の研究はわずか 2例の検討であり、Index の種類による類別化はできないが、すく
なくとも症例間で大きな差のある項目とそうではない項目があることがわかる。これら
の多数例での情報を累積することで Index の種類による背景膵の特徴が明らかになる
可能性があり、これは液体生検で得られる情報から Index の状態を類推することにつな
がる。 
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