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研究成果の概要（和文）：難治がんである膵癌診断の信頼性を向上させ、適時に全身薬物治療を介入することを
目的に、Liquid biopsyとしてのORNi-PCR法によるKRAS遺伝子変異検出法の開発ならびに血中遊離膵癌細胞の捕
捉を企図した。結果、新規に開発したORNi-PCR法によるKRAS遺伝子変異検出法では従来法（ddPCR法）に比べ
て、Kras遺伝子変異検出率が飛躍的に向上した(47.1% vs. 0%)。この結果を受けて、膵癌切除組織でKras遺伝子
変異を確認した上で、手術前後の血液検体を経時的に採取し、病勢とKras遺伝子変異検出との相関を確認する臨
床研究を開始した。

研究成果の概要（英文）：To improve the reliability of pancreatic cancer diagnosis and timely 
intervention of systemic therapy, we attempted to develop a KRAS gene mutation detection method by 
ORNi-PCR as a liquid biopsy and to capture free pancreatic cancer cells in the blood. As a result, 
the detection rate of KRAS mutation by the newly developed ORNi-PCR method was dramatically improved
 (47.1% vs. 0%) compared to the conventional method (ddPCR method). Based on these results, a 
clinical study was initiated to confirm Kras gene mutation in pancreatic cancer resected tissue, and
 to collect blood samples before and after surgery over time to confirm the correlation between the 
disease status and the detection of Kras gene mutation.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 膵癌　Kras遺伝子変異　Liquid biopsy
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌死亡率は2030年には世界・日本共にがん死因の第二位に位置すると推計され、膵癌の克服のために早期診断
と治療効果評価のためのliquid biopsyの開発が急務である。本研究では、ORNi-PCR法によるKRAS遺伝子変異検
出法を新規に開発し、従来法（ddPCR法）に比べて、KRAS遺伝子変異検出能の飛躍的な改善を確認した。本法は
新たな微小膵癌の検出法としての意義に加え、軽微な侵襲で反復検査可能なことから、膵癌治療前後の病勢評価
に有用と見込まれ、膵癌治療戦略上重要な役割を担うことが期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
膵癌に対して根治が期待できる治療法は今なお外科切除であり、術前画像診断による切除可能
性をもとに治療アルゴリズムが設定されている（図 1. 膵癌治療アルゴリズム）。 
しかし、切除可能な膵内小病変の根
治切除後ですら術後早期に再発す
る例があり、このような例では無効
な手術を回避するために、画像診断
よりも精度の高い微小膵癌の検出
法が求められている。 
さらに、全身化学療法の進歩に伴い
化学療法奏功後に画像判定上切除
可能 と な り、 切 除 (Conversion 
surgery)が再検討される症例が増
加している。切除により長期予後が
得られる症例がある一方で、切除を
企図したものの結果的に切除不能
状態となる症例や、切除後早期に再
発する例も少なからず存在する。そのため化学療法奏功後の微小膵癌の存在を診断しうる新た
な方法の開発が求められている。 
現在、臨床現場では潜在性微小膵癌の存在を推定する方法として、血中 CA19-9 値が多用されて
いる。しかし、施設毎に提唱される基準値は異なり、切除可能膵癌の再発リスク予測では 85〜
500 U/ml、切除可能境界膵癌や conversion surgery 検討例では 80〜500 U/ml と多様な基準値
が提唱されている。確かに CA19-9 は微小膵癌の存在や腫瘍悪性度を推定する一定の役割はあ
るものの、膵癌の治療戦略を構築する上では、微小膵癌の存在をより直接的に示す新たな検出法
が必須である。 
このように、微小膵癌の存在診断は現行の方法では不十分であり、全身に循環する膵癌細胞
(circulatory tumor cells: CTCs)の検出や膵癌細胞由来の核酸等(cell-free tumor DNA; cfDNA, 
micoRNA, exosomes) での評価、いわゆる liquid biopsy の開発が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題の目的は、新規ゲノム開発法を駆使した「微小転移検出開発」であり、当初は Kras
遺伝子変異の新規検出法の開発と、遊離膵癌細胞の検出による Kras 遺伝子変異診断の２つのテ
ーマを予定したが、研究の進捗の中で、前者の有用性が明らかになり、かつ臨床試験への発展が
可能であったため Kras 遺伝子変異の新規検出法の開発と、新規に開発した検出法を用いて切除
可能膵癌の切除標本の Kras 遺伝子変異と術前後で血清 Kras 遺伝子変異検出を経時的評価を行
い、Liquid biopsy としての有用性を評価することとした。 
 
 
３．研究の方法 
 

1) Kras 遺伝子変異検出法の確立 

Kras 遺伝子変異の検出については、KRAS G12D に加え KRAS G12C、KRAS G12V につ

いて cfDNA 濃度を調整してサンプル検体を作成し、複数の増幅検査法で検出感度の検証を

実施したのち、血漿中 cfDNA 濃度を調整して PCR 測定の指摘条件を検証した。 

さらに、ORNi-PCR を介して現行の検出感度・精度向上の可否を検証した。 
 

2) 膵癌患者における KRAS 遺伝子変異検出法の確立 

切除可能および切除可能境界膵癌膵癌患者 30 例を対象とし、患者の血液検体から cfDNA

を抽出、ORNi PCR 併用群と ddPCR 単独で KRAS 変異の検出率の差を比較。併せて、膵

癌術後の切除検体からも同様に Kras 遺伝子変異およびサブタイプ解析を実施。主要評価項

目は KRAS 変異の検出感度、副次的評価項目は Kras 遺伝子変異検出と病勢進行との関連



性を検証した。 
 
 
４．研究成果 
 

1) Kras 遺伝子変異検出法の確立 
テストサンプルによる至適条件確立ののち、膵癌患者血漿サンプルを用いて条件調整を行い、最
終的に、ORNi-PCR を併用した ddPCR による Kras 遺伝子変異の至適検出法を確立した（論文投稿
前）。これを元に膵癌切除標本で Kras 遺伝子変異を確認した患者の血漿中 Kras 遺伝子変異の検
出率は、47.1%であり、一方、従来法である ddPCR 単独では切除例で 0%、非切除となった BR 膵
癌を含む全例で 11.1%であり、検出率の顕著な向上が確認された。 
 

2) 膵癌患者における KRAS 遺伝子変異検出法の確立 
切除可能膵癌 30 例について、術前採血と手術を修了。膵組織中の Kras 遺伝子変異は 94.4％
であり、既報と同程度であった。２年間の追跡を予定し、すでに 30 例の症例集積を行い、
現在追跡研究中である。 
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