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要旨 

 【背景と目的】 

膵臓癌および胆道癌の 5 年生存率は，30%以下と癌疾患の中で特に予後不良で

ある．いずれも早期発見が困難であり，診断時には切除不能であることが多いため，

有効な早期診断法の開発が急務である．膵・胆道癌はともに膵管狭窄や胆道狭窄を

伴うことが多いが，それらをきたす良性疾患も存在し，時に良悪性の診断に難渋する．

膵臓癌および胆道癌の診断法には，内視鏡的逆行性胆管膵管造影法 (ERCP)を用

いた膵管や胆道狭窄部の鉗子生検，ブラシ擦過細胞診，膵液・胆汁の細胞診がある．

しかし，いずれも感度は高くはなく，診断能の向上には遺伝子的・分子生物学的な補

助診断ツールが不可欠である．近年，血漿中の cell-free DNA (cfDNA)や循環腫瘍

DNAを抽出し，高性能遺伝子解析装置を用いて遺伝子解析を行う liquid biopsyが

広まり，臨床の現場でも用いられている．膵・胆道癌においては，腫瘍が直接暴露して

いる膵液や胆汁中には血中よりも多くの腫瘍由来の cfDNA が含まれていることが予

想される．本研究では，膵液および胆汁中の cfDNA を抽出，解析し，膵液および胆

汁 liquid biopsyによる膵・胆道癌の診断能を明らかにすることを目的とした． 

【対象と方法】 

2020 年 10 月から 2022 年 2 月の間，当院において膵管および胆管狭窄病変に

対して診断・治療目的に ERCP を行った患者 50 人を対象とした．ERCP 時もしくは

内視鏡的経鼻膵管・胆管ドレナージチューブを介して採取した膵液，胆汁から cfDNA

を抽出し，適切な処理を行ったのちに，50 の癌遺伝子パネルと高性能遺伝子解析装

置を用いて遺伝子解析を行った．本研究では外科的切除標本（非切除例では ERCP

時の病理学的診断，もしくは 6 ヶ月以上の臨床経過）による悪性診断を基準とした．膵

液，胆汁中の cfDNA 解析により遺伝子パネル上の遺伝子変異が 1 つ以上検出され

た場合を膵液および胆汁 liquid biopsy 陽性と定義し，liquid biopsy の診断能（感

度，特異度，陽性的中率，陰性的中率）を評価した．また，膵液/胆汁/ブラシ擦過細胞

診の診断能との比較を行った. 

【結果】 

膵液 cfDNA の解析群を膵液群，胆汁 cfDNA の解析群を胆汁群とし，膵液群は

10 例，胆汁群は 40 例であった．50 例すべてで cfDNA 抽出に成功し，遺伝子解析

が可能であった．  

膵液群: 年齢中央値は 65.5 歳，性別は男性 7 例，女性 3 例であった．膵疾患

の内訳は膵臓癌 1 例，膵上皮内腫瘍 2 例，膵管内乳頭粘液性腫瘍 2 例，慢性膵

炎 4 例，診断不能が 1 例であった．膵液中の cfDNA 濃度は 0.8～37ng/μl で，

膵臓癌，膵上皮内腫瘍，慢性膵炎症例よりも膵管内乳頭粘液性腫瘍例で cfDNA

濃度は高かった．遺伝子解析では膵臓癌の 1 例のみ KRAS 変異が同定された．
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膵液細胞診は 8 例で実施されたがいずれも陰性であった．膵液 liquid biopsy

の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率はそれぞれ 33.3%，100%，100%，

77.8%，細胞診においてはそれぞれ 0%，100%，0%，62.5%であった． 

胆汁群：年齢中央値は 69.5 歳で性別は男性 28 例，女性 12 例であった．疾

患の内訳は，悪性：肝門部胆管癌 16 例，遠位胆管癌 8 例，膵臓癌 5 例，肝内

胆管癌 2 例，胆嚢癌 1 例，良性：総胆管結石 4 例，IgG4 関連硬化性胆管炎 2

例，慢性膵炎 1 例，診断不能が 1 例であった．胆汁中 cfDNA は膵液中 cfDNA

と比較して高濃度であったが，胆汁群において各疾患毎の濃度比較では明らか

な差はなかった (p = 0.419)．遺伝子変異は 40 症例中 19 例で確認され，悪性

疾患 32 例中 17 例で確認できた．悪性疾患で同定された遺伝子変異の内訳は

TP53 (9/32)，KRAS (7/32)，CDKN2A (4/32)，SMAD4 (2/32)，APC (2/32)，

BRAF (1/32)，FGFR1 (1/32)，PTPN11 (1/32)，CDH1 (1/32)，MET (1/32)，

NRAS (1/32)，PIC3CA (1/32)であった．また良性疾患で 8 例中 2 例に遺伝子

変異が認められ，TP53 (2/8)，CDH1 (1/8)の変異が検出された．胆汁 liquid 

biopsy の感度，特異度，陽性的中率，陰性的中率はそれぞれ 53.1%，75%，

89.5%, 28.6%であり，胆汁細胞診 (30 例)のそれらは，19.2%，100%，100%，

16%であった．胆汁 liquid biopsy の感度は細胞診よりも有意に高かった (p = 

0.016)が，特異度に有意差は認めなかった (p = 0.48). 

【考察】 

膵液/胆汁からの cfDNAの抽出と cfDNA の profile 解析が可能であった．主要評

価項目である膵液/胆汁 liquid biopsy 診断能は，細胞診と同等以上であり （膵液：

33%vs 0%胆汁：53%vs 19%），膵液/胆汁細胞診の補助的診断ツールとなりうることが

実証された．膵液群では膵臓癌の前癌病変である膵上皮内腫瘍で遺伝子変異を検

出することができなかった．膵上皮内腫瘍から膵臓癌への進行は，ＫＲＡＳ遺伝子など

が段階的に関与しているため，これらの遺伝子変異を含む cfDNA は膵液中に存在

するはずであるが，遺伝子解析装置の変異アレル頻度の検出限界が 2%であったこと

も一因と考えられる．胆汁群においては，良性疾患の 2 例において遺伝子変異が確

認された．初期の病理学的診断で良性でありながら遺伝子変異を認め，長期経過後

に悪性化した報告もあることから，十分注意を払う必要があると共に，良性疾患におけ

る遺伝子変異の有無は，将来的な癌発症予測の一助となる可能性も示唆された．また，

胆汁群において，肝内胆管癌および胆嚢癌では遺伝子変異を検出することができな

かったが，こちらも変異アレル頻度の検出限界によるものが一因と考えられる． 

【結論】 

  膵管/胆管狭窄病変の診断において，膵液および胆汁 liquid biopsy は細胞診の

補助的診断ツールとなり，診断能の向上に寄与する． 
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略語表  

  

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである． 

  

CA19-9         Carbohydrate antigen 19-9  

CEA   Carcinoembryonic antigen  

cfDNA   Cell-free deoxyribonucleic acid 

CP         Chronic pancreatitis 

CT       Computed tomography  

Chr         Chromosome 

DNA   Deoxyribonucleic acid  

dEHCC         Distal extrahepatic cholangiocarcinoma 

ENPD/ENBD   Endoscopic nasal pancreatic/biliary drainage tube  

ERCP   Endoscopic retrograde cholangiopancreatography  

EUS-FNA      Endoscopic ultrasound-guided fine needle aspiration  

GBC         Gallbladder carcinoma 

gDNA           Genomic DNA  

IHCC         Intrahepatic cholangiocarcinoma 

INDEL         Insertion & Deletion 

IPMN         Intraductal papillary mucinous neoplasm 

IgG4-SC       IgG4-related sclerosing cholangitis 

MAF   Mutant allele frequency  

MRCP               Magnetic resonance cholangiopancreatography 

MRI       Magnetic resonance imaging  

PanIN         Pancreatic intraepithelial neoplasm 

PDAC         Pancreatic ductal adenocarcinoma  

pEHCC        Perihilar extrahepatic cholangiocarcinoma 

SNV   Single nucleotide variant  

stone         Bile duct stone 

UICC   Union for International Cancer Control 
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緒言 

 

  膵臓癌および乳頭部癌，胆管癌，胆嚢癌を含む胆道癌は悪性度が高く，その

5 年生存率は 30%以下で他の癌種と比較して極めて低い (Mizrahi et al., 2020; 

Valle et al., 2021)．外科的切除が唯一根治のための治療法であるが，膵・胆道癌

の患者の多くは診断時にはすでに切除不能な状態であることが多い (Groot et 

al.,2017 ; Endo et al., 2008)．この原因は，生物学的な浸潤性の高さだけではな

く，臨床症状の乏しさや有用な早期診断法の欠如が挙げられる (Kleeff et al., 

2016; Khan et al., 2012)．膵・胆道癌ともに膵管狭窄，胆管狭窄を伴うことが多

いが，IgG4 関連硬化性胆管炎や自己免疫性膵炎，慢性膵炎，胆石性胆管炎など

の良性疾患も同様の狭窄を引き起こすため，時に良悪性の診断に難渋する．  

 腫瘤を形成する膵胆道疾患に対しては，超音波内視鏡ガイド下穿刺吸引法

(endoscopic ultrasound-guided fine needle aspiration: EUS-FNA）が行われ，

感度，特異度ともに 90%以上と良好な診断能が報告されている (Eloubeidi et al., 

2003)．一方，腫瘤形成を伴わない膵管や胆管の狭窄のみを示す膵胆道疾患の診

断は，従来，内視鏡的逆行性胆管膵管造影法  (endoscopic retrograde 

cholangiopancreatography: ERCP)下で鉗子生検と胆汁・膵液・ブラシ擦過細胞

診が行われてきた．しかし，ERCPによる悪性腫瘍の検出感度は 30％～70％で，

診断能は十分ではない  (Burnett et al., 2013; Navaneethan et al., 2015; 

Hatfield et at., 1976; Kameya et al., 1981; Goodale et al., 1981; Nakaizumi et 

al., 1992)．そのため，確定診断のために ERCP を繰り返し行うことによる治療

の遅れや，良悪性の診断がつかないまま不必要な手術を行ってしまうことも生

じる． 

 近年，血液などの体液中に遊離した細胞の DNA（cell-free DNA: cfDNA）を

解析する，liquid biopsy と呼ばれる新しい診断法 (Gormally et al.,2007; 

Ignatiadis et al., 2021) の開発が進んでいる．特に癌領域においては，腫瘍細胞

のアポトーシスやネクローシスを通じて体液中に流出した腫瘍由来の DNA を

解析し，この cfDNA をバイオマーカーとして利用する動きが広がっている 

(Schwarzenbach et al., 2011)．これは腫瘍由来の cfDNA は半減期が 1 時間程度

と非常に短いため，腫瘍マーカーと比較して腫瘍の短時間の状況を鋭敏に反映

していると考えられているためである (Lo et al., 2021)．現に非小細胞肺癌にお

ける EGFR T790M 変異検査では，liquid biopsy による感度が組織検体の感度

に比べて高いことが報告されており (Mok et al., 2017)，今後，肺癌領域では血

漿サンプルによる遺伝子変異検査が実用化されていくことが予想される．さら

に唾液，胸水，尿などの液性検体を使用した liquid biopsy も行われつつある．

このようにあらゆる分野で liquid biopsy による cfDNA の遺伝子異常の解析が
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進み，手術検体や生検検体の代用となることが期待されているが，膵・胆道癌領

域における血中 cfDNA の有用性の報告は限られている (Molina et al., 2015; 

Hadano et al., 2016). 

ERCP は膵・胆道癌に対する診断のためだけではなく，膵管，胆道閉塞に対す

る治療のためにも行われ，術中に膵液や胆汁を容易に採取することが可能であ

る(図 1)．理論的には，膵・胆道癌の症例では腫瘍細胞が膵液や胆汁に直接暴露

しているため，cfDNA，エクソソーム，メタボロームなどの腫瘍由来の物質が豊

富に存在すると考えられる．したがって，膵液および胆汁は liquid biopsy の材

料として有用であり，膵液および胆汁中 cfDNA 解析は膵・胆道癌の新たな診断

ツールとなりうると考えた. 

 

 

 

図 1. ERCP における膵管造影および胆管造影 

ERCP における膵管造影および胆管造影． 

診断だけでなく閉塞に対するドレナージ目的にも行い，処置中に膵液や胆汁を

回収することができる． 

 

 

膵臓癌や胆道癌の手術検体を用いた遺伝子変異のプロファイリングについて

は，多くの先行研究があり，膵臓癌では KRAS，TP53，SMAD4，CDKN2A，

胆道癌では TP53，KRAS，SMAD4，EGFR，ARID1 などが重要なドライバー

遺伝子であることが知られている (Waddell et al., 2015; Nakamura et al., 

2015) ．膵・胆道癌において，膵液および胆汁中に含まれる cfDNA の診断能・

予後との関連性を評価した研究は極めて少ないが，それらの先行研究では悪性

疾患の診断向上の可能性が報告された (Mateos et al., 2019; Okada et al., 2018; 

Kinugasa et al., 2018; Shen et al., 2019; Driescher et al., 2019; Han et al., 

2021; Arechederra et al., 2022)．Mateos らは，膵管内乳頭粘液性腫瘍に由来す
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る膵臓癌患者の膵液中 cfDNA を用いて，TP53/KRAS 変異を検出できることを

報告した (Mateos et al., 2019)．Arechederra らは，次世代シーケンス（next-

generation sequencing： NGS）による胆汁中 cfDNA 解析で悪性腫瘍の検出感

度が 96.4%であったことを報告した．さらに初期病理診断で良性胆管狭窄とさ

れた症例中，胆汁中 cfDNA の遺伝子変異を認めた症例すべてが，長期経過観察

中に悪性の病理診断 (感度 100%) となったことを示した (Arechederra et al., 

2022)．  

 以上より，膵・胆道癌において膵液および胆汁中の cfDNA はより鋭敏に腫瘍

の状態を反映していると考えられる．本研究では，膵・胆管狭窄病変を有する症

例において，膵液および胆汁中の cfDNA を抽出，解析し，膵液および胆汁 liquid 

biopsyによる膵・胆道癌の診断能を明らかにすることを目的とした． 
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方法 

 

1. 試験デザイン 

単施設による前向き観察研究であり, UMIN 臨床試験登録システムに登録を

行った(UMIN000044036)． 

 

2. 対象患者 

 2020 年 10 月から 2022 年 2 月までの間に，北海道大学病院消化器内科を受

診した患者のうち膵管狭窄もしくは胆道狭窄を認め，ERCP による診療を必要

とする者を対象とした．適格基準は，1) 腹部超音波検査や腹部 CT 検査，磁気

共鳴胆管膵管造影法(magnetic resonance cholangiopancreatography: MRCP)

などの画像検査から膵管，胆道狭窄を有する，2) 20 歳以上，3) 本研究の趣旨に

ついて同意が得られていること，とした．除外基準は，1)解析のための十分な膵

液，あるいは胆汁サンプル量が得られない，2)「東京ガイドライン 2018: 急性

胆管炎・胆嚢炎診療ガイドライン 2018」における急性胆管炎診断基準で確診と

診断されたもの，3) 研究担当者が研究対象者として不適当と判断した者，とし

た． 

 なお，本研究は「ヘルシンキ宣言 (2013 年 10 月修正版)」及び「人を対象と

した医学系研究に関する倫理指針 (平成 26 年文部科学省・厚生労働省告示第 3

号)」を遵守して実施された．また，あらかじめ臨床研究実施計画書と患者説明

同意文書を北海道大学病院長へ提出し，研究の実施に関して自主臨床研究審査

委員会による承認および研究機関の長の許可を得て行われた (自主臨床研究番

号: 自 020-0133)．研究担当者は，審査委員会で承認の得られた同意説明文書を

研究対象者に渡し，文書および口頭による十分な説明を行い，研究対象者の自由

意思による同意を文書で取得した． 

 

3. ERCP から解析までの work flow 

解析までの work flow を図 2 に示す．本研究では生殖細胞変異を除外するた

め，コントロールとして同一患者から末梢血も採取し genomic DNA (gDNA) の

解析も同時に行った． 
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図 2. 本研究の work flow． 

 

 

3.1. ERCP の手順とサンプルの回収 

 ERCP は十二指腸用スコープである後方斜視鏡  (TJF260V，Olympus 

Medical Systems，Tokyo，Japan) を用いて，ミダゾラムによる鎮静とフェンタ

ニルによる鎮痛の下に行った．ERCP 用の造影カテーテル (MTW Endoskopie 

Manufaktur, Germany) と任意の 0.025 inch もしくは 0.035 inch のガイドワ

イヤーを用いて病変のある膵管もしくは胆管に挿管し，カテーテルを挿入した．

カテーテル挿入後に 2ml 以上の膵液または胆汁をカテーテルを介して 10ml シ

リンジで吸引し，直ちに cfDNA 抽出用スピッツ (Roche Diagnostics K.K.，

Basel, Switzerland) に入れて冷蔵保存 (4°C) した．また，細胞診用にも数 ml

回収し，滅菌コニカルチューブ (MIC SCIENCE Ltd.，Sapporo，Japan) に保存

し，病理検査に提出した．サンプルを回収したのちに専用の造影剤(ウログラフ

ィン®，BAYER，Germany)を用いて膵管，あるいは胆管造影を行い目的の処置

を遂行した．最終的に内視鏡的経鼻膵管・胆道ドレナージチューブ (endoscopic 

nasal pancreatic/biliary drainage tube: ENPD/ENBD) を留置した症例ではそ

のチューブを介して 10ml シリンジで膵液，胆汁の回収を行った． 

 

 3.2. cfDNA/gDNA の抽出と精製 

cfDNA 抽出用スピッツに保存した膵液，胆汁は検体採取後 2 時間以内に消化

器内科学研究室にある遠心分離機で 1,600×g，室温 (22–24℃) の設定で 15 分
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間遠心分離を行った．15 分後に上清 1.5ml を 2ml チューブ (Eppendorf) に移

し，さらに 16,000×g，室温 (22–24℃) の設定で 10 分間遠心分離を行った．遠

心分離後，すべてのサンプルは抽出までの間−80℃で保存した．cfDNA の抽出

は Cobas ® cfDNA Sample Preparation Kit (Roche Diagnostics K.K.) を用い

て抽出し，cfDNA の濃度は Qubit® dsDNA HS Assay kit (Life Technologies; 

Thermo Fisher Scientific， Inc.，Waltham，MA，USA) で測定し，cfDNA の

断片長は Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies，Inc.，Santa Clara，

USA)を用いて分析した．精製は AMPure XP（Beckman Coulter，Brea，CA，

USA）と 70％エタノールで行った．血漿 gDNA は All-Prep DNA/RNA/Protein 

Mini Kit (Qiagen， Valencia，CA) を用いて末梢血サンプルから抽出し，同様

に精製した． 

 

3.3 cfDNA/gDNA ライブラリーの作製 

上記にて精製した DNA を単離，断片化および終端修復を行い，テンプレート

調製，シーケンシングに使用するアダプターと共有結合させ，最適なサイズの

DNA 断片を選択する工程としてライブラリー調製を行った．ライブラリーは

Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Life Technologies) および癌体細胞変異デー

タベースにおいて，癌との関連性が特定されている 50 個のホットスポット領域

中の癌関連遺伝子の変異約 2,800 箇所を標的とした Ion Ampliseq™ Cancer 

Hotspot Panel v2 (Life Technologies) を用いて調製した．その 50 個の関連遺

伝子を以下に示す． 

KRAS，NRAS，TP53，BRAF，FGFR1，FGFR2，FGFR3，IDH1，IDH2， 

SMAD4，EGFR，PIK3CA，CDKN2A，HRAS，ATM，RET，PTEN，PTPN11， 

HNF1A，FLT3，RB1，AKT1，CDH1，ERBB2，ERBB4，STK11，JAK2， 

JAK3，ALK，SRC，GNAS，SMARCB1，VHL，MLH1，CTNNB1，PDGFRA， 

KIT，KDR，FBXW7，APC，CSF1R，NPM1，MPL，MET，SMO, ABL1， 

NOTCH1，EZH2，GNA11，GNAQ. 

 

 3.4 テンプレート調製 

 調製したライブラリーをサンプル毎に 100pmol/L に調製し，Ion Personal 

Genome Machine™ Template OT2 200kit (Life Technologies) を使用して，エ

マルジョン PCR を行い，DNA サンプルの増幅を行った．その後，Ion 

OneTouch™ ES (Life Technologies) を用いて濃縮した． 

 

 3.5 ターゲットシークエンスおよび解析 

濃縮したテンプレートを Ion 318™ Chip Kit V2 BC にローディングし，Ion 
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Personal Genome Machine System™ (Life Technologies) を用いて，メーカー

のプロトコールに従ってターゲットシークエンスを行った．ターゲットシーク

エンスを行うために，ヒトゲノムリファレンス配列である human genome build 

19 を使用した．Ion Torrent Suite v5.6 Software (Life Technologies) でシーク

エンスした配列を並べ（アライメント），リファレンスと異なる配列部分を検索

（バリアントコール）し，遺伝子変異のある部分の意義付けをおよび評価（アノ

テーション）を行った．癌体細胞変異の解析には，AmpliSeq target-blood pair 

workflow を使用した．この AmpliSeq target-blood pair workflow は，シーケ

ンスノイズを最小限に抑え，より正確に病原性の遺伝子変異を同定するために

有用とされており，遺伝子に体細胞性もしくは生殖細胞性の変化があるかどう

かを識別するのにも有効である (Saunders et al., 2012)．本研究では体細胞変

異として一塩基変異 (single nucleotide variant: SNV) と塩基配列の挿入もし

くは欠失 (INDEL: insertion & delete) を検索した．一般的な一塩基多型やリフ

ァレンスアレルなど表現型に意義のないもの，変異アレル頻度が 2%未満のもの

（Life Technologies のプロトコールで推奨）は検索フィルターであらかじめ設

定し，除外した．フィルターの閾値は，検索領域の 99%をカバーしているとさ

れている． 

 

4. 悪性腫瘍/良性疾患の定義 

 最終診断は，病理専門医による EUS-FNA，鉗子生検検体を用いた病理学的評

価，切除標本の病理学的評価に基づいた悪性所見，または 6 ヶ月以上の観察期

間中における CT や腹部超音波検査などの画像所見と臨床経過による明らかな

増悪，とした．良性疾患は病理学的評価および「慢性膵炎診断基準 2019」，「IgG4

関連硬化性胆管炎臨床診断基準 2020」等, 最新のガイドラインに従い，診断記

事準を満たしたものを最終診断とした．膵臓癌では，KRAS，TP53，SMAD4，

CDKN2A の変異が高率に発生する (Waddell et al., 2015) ため，膵液/胆汁中

cfDNA 解析でこれらの 4 つの遺伝子変異を 1 つ以上認めた場合を悪性腫瘍(膵

液/胆汁 liquid biopsy 陽性)と定義した．胆道癌では胆道部位ごとに EGFR2，

IDH1/2，PRKACA/PRKACB，EGFR，PTEN など多くのドライバー遺伝子が

報告されている (Nakamura et al., 2015)．そこで，上述の 50 の遺伝子パネル

のうち 1 つ以上の遺伝子変異がある場合を悪性腫瘍 (膵液/胆汁 liquid biopsy 陽

性)とした．遺伝子変異が検出されない場合は良性 (膵液/胆汁 liquid biopsy 陰

性)と定義した. また，膵液および胆汁細胞診の評価は病理専門医によって行っ

た． 

5. 評価項目 

 主要評価項目は悪性腫瘍における膵液，胆汁 liquid biopsy の感度，特異度，
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陽性的中率，陰性的中率とした．副次評価項目は，疾患別の膵液，胆汁中 cfDNA

の profile，膵液/胆汁 liquid biopsy と膵液/胆汁細胞診の成績の比較，遺伝子変

異の内訳とした． 

 

6. 症例設定数 

 当院の年間の新規の膵管および胆道疾患に対する ERCP の件数はそれぞれ平

均 10 例, 40 例であるため，解析期間も含め解析可能症例数として合計 50 例と

設定した． 

 

7. 統計解析 

 統 計 解 析 に は フ リ ー ソ フ ト EZR (https://www.jichi.ac.jp/saitama-

sct/SaitamaHP.files/statmedEN.html) (Ver1.40 May 1, 2019) (Kanda et al., 

2012)を用いた．2 群間の中央値の比較に Mann - Whitney U test, 3 群以上の中

央値の比較に Kruskal Wallis test，感度と特異度の比較には Mcnemar's test を

用いた．P 値が 0.05 未満の場合に統計学的に有意であると判断した． 
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結果 

 

1. 患者背景 

 膵液 cfDNA 解析群を膵液群，胆汁 cfDNA 解析群を胆汁群とし，膵液群は 10

例，胆汁群は 40 例であった． 

 

1.1. 患者背景 (膵液群 10 例) 

膵液群の患者背景を表 1 に示す．年齢中央値は 65.5 歳 (範囲 47–80 歳)，男

性 7 例 (70%)，女性 3 例 (30%) であった．膵疾患の最終診断の内訳は，膵臓癌 

1 例 (10%)，high grade の膵上皮内腫瘍 2 例 (20%)，low grade の膵管内乳頭

粘液性腫瘍 2 例 (20%)，慢性膵炎 4 例 (40%)，診断不能が 1 例 (10%) であっ

た．診断不能の症例は細胞診でも診断がつかず，CT や MRI といった画像での

経過観察でも変化がないものであったため診断不能とした．10 例のうち悪性腫

瘍は 3 例 (30%; 膵臓癌 1 例, 膵上皮内腫瘍 2 例) であり，The Union for 

International Cancer Control (UICC) 第 8 版による病期分類では膵臓癌はⅠ

期，膵上皮内腫瘍は 2例とも 0期であった．ERCP施行時の腫瘍マーカーは CEA

中央値 2.9 ng/ml (範囲 1.8-3.5 ng/ml)，CA19-9 中央値 5.5 U/ml (範囲 2.9-37.4 

U/ml) であった． 

 

 

表 1．患者背景 (膵液群) 

患者背景 対象患者 10 例 

年齢, 中央値 (範囲) 65.5 歳 (47–80) 

性別, n (%) 

 男性 

 女性 

 

7 例 (70%) 

3 例 (30%) 

膵疾患内訳, n (%) 

悪性疾患 

膵臓癌 

膵上皮内腫瘍 (high grade) 

良性疾患 

 膵管内乳頭粘液性腫瘍 (low grade) 

  慢性膵炎 

  診断不能 

 

 

1 例 (10%) 

2 例 (20%) 

 

2 例 (20%) 

4 例 (40%) 

1 例 (10%) 

悪性腫瘍におけるUICC病期分類,  n (%) 

0  

I  

 

2 例 (67%) 

1 例 (33%) 
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ERCP 施行時の腫瘍マーカー中央値 

CEA,中央値 (範囲)  

CA19-9, 中央値 (範囲)  

 

2.9 ng/mL (1.8–3.5) 

5.5 U/mL (2.9–37.4) 

 

 

 1.2 患者背景 (胆汁群 40 例) 

胆汁群の患者背景を表 2 に示す．年齢中央値は 69.5 歳 (範囲 35-85 歳)，男性

28 例 (70%)，女性 12 例 (30%) であった．膵胆道疾患の最終診断の内訳は，悪

性疾患が肝門部胆管癌 16例 (40%)，遠位胆管癌 8例 (20%)，膵臓癌 5例 (20%)，

肝内胆管癌 2 例 (5%)，胆嚢癌 1 例 (2.5%)，良性胆道疾患が総胆管結石 4 例

(10%)，IgG4 関連硬化性胆管炎 2 例，慢性膵炎による胆管狭窄 1 例 (2.5%)，診

断不能が 1 例 (2.5%) であった．膵臓癌は胆道狭窄を来した症例であった．診断

不能症例は生検や細胞診でも診断つかず，CT や MRI といった画像での経過観

察でも変化がないものであったため診断不能とした．悪性疾患は 32 例であり，

UICC 第 8 版の病期分類はⅠ期 5 例 (15.6%)，Ⅱ期 14 例 (43.7%)，Ⅲ期 6 例 

(18.8%)，Ⅳ期 7 例 (21.9%) であった．また，黄疸 (総ビリルビン値が 2mg/dl

以上)を認めたものは 19 例 (48%)であった．ERCP 施行時の腫瘍マーカーは

CEA 中央値 3.1 ng/ml (範囲 1.8-541.2 ng/ml)，CA19-9 中央値 53.8 U/ml (範囲

2.9-70,632 U/ml) であった． 

 

 

表 2．患者背景 (胆汁群) 

患者背景 対象患者 40 例 

年齢, 中央値(範囲) 69.5 歳 (35–85) 

性別, n(%) 

 男性 

 女性 

 

28 例 (70%) 

12 例 (30%) 

膵胆道疾患内訳, n (%) 

悪性疾患 

肝門部胆管癌 

遠位胆管癌 

膵臓癌 

肝内胆管癌 

胆嚢癌 

良性疾患 

総胆管結石 

IgG4 関連硬化性胆管炎 

慢性膵炎 

診断不能 

 

 

16 例 (40%) 

 8 例 (20%) 

 5 例 (13%) 

2 例 (5%) 

  1 例 (2.5%) 

 

 4 例 (10%) 

2 例 (5%) 

 1 例 (2.5%) 



15 

 

  1 例 (2.5%) 

悪性腫瘍における UICC 病期分類, n (%) 

I 

II 

III 

IV 

 

 5 例 (15.6%) 

14 例 (43.7%) 

 6 例 (18.8%) 

 7 例 (21.9%) 

黄疸(総ビリルビン > 2 mg/dl), n (%) 

あり 

なし 

 

19 例 (48%) 

21 例 (52%) 

ERCP 施行時の腫瘍マーカー中央値 

CEA,中央値 (範囲)  

CA19-9, 中央値 (範囲) 

 

3.1 ng/mL (1.8–541.2) 

53.8 U/mL (2.4–70,632) 

 

 

2. 膵液と胆汁中の cfDNA 断片長分布と cfDNA 濃度 

 図 3 に各疾患ごとの代表的な cfDNA 断片長のエレクトロフェログラムを示

す．本研究では良悪性を問わずにどの疾患のサンプルも同様の cfDNA 断片長分

布を示し，約 8000-10000 bp の断片長を有していた (図 1)． 
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図 3．膵液および胆汁 cfDNA のエレクトロフェログラム． 

良悪性いずれの疾患においても cfDNA の断片長は約 8000-10000 bp であっ

た． 

 

 

膵液 cfDNA 群および胆汁 cfDNA 群の cfDNA 濃度について下記に詳細を示す 

(表 3, 4)．膵液の cfDNA 濃度は全体で 0.8～37 ng/μl であり，各疾患別にみる

と，膵臓癌 (3.7 ng/μl)，膵上皮内腫瘍 (中央値 3.93 ng/μl )，慢性膵炎群 (中央

値 4.29 ng/μl)よりも膵管内乳頭粘液性腫瘍群 (中央値 29.9 ng/μl)で高かった 

(図 4)．また良悪性における比較では，悪性疾患で cfDNA 濃度中央値 3.7 ng/μl 

(3.3–4.6 ng/μl)，良性疾患で 10.9 ng/μl (0.81–37 ng/μl)と両群で濃度の差は認め

られなかった (p = 0.38)．一方，胆汁の cfDNA 濃度は全体で 1.4〜715 ng/μl で

あり，膵液 cfDNA 濃度よりも高値であったが，各疾患ごとの比較では明らかな

差はみられなかった (p = 0.419) (図 4)．良悪性における比較では悪性疾患で中

央値 7.8 ng/μl (1.4–715 ng/μl)，良性疾患で中央値 9.6 ng/μl (1.4–45 ng/μl)であ

り，こちらも両群で差は認められなかった (p = 0.99)．また黄疸の有無での

cfDNA 濃度は，黄疸有りで中央値 6.4 ng/μl (1.4-715 ng/μl)，黄疸無しで中央値

20 ng/μl (1.4-744 ng/μl)と差は認められなかったが (p = 0.065)，黄疸無しで

cfDNA 濃度が高い傾向にあった．さらに UICC 病期分類における胆汁 cfDNA
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濃度 (中央値)は，Ⅰ期 6.4 ng/μl，Ⅱ期 7.0 ng/μl，Ⅲ期 17.0 ng/μl，Ⅳ期 9.0 ng/μl

でいずれも差は認められなかった (p = 0.90).  

 

 

表 3. 膵液群の各疾患における cfDNA 濃度と血中 gDNA 濃度および library 作

製後の濃度． 

 

No 

 

疾患 

cfDNA 濃度 

(ng/μl) 

gDNA 濃度 

(ng/μl) 

Library 濃度 

cfDNA (pM) 

Library濃度 

gDNA (pM) 

UICC 

病期 

1 PDAC 3.7 28.59 1995.8 360.6 I 

2 PanIN 4.6 31.264 1681.5 1538.7 0 

3 PanIN 3.26 16.494 494.9 1413.5 0 

4 IPMN 22.8 53.829 952.6 2969.2  

5 IPMN 37 17.299 856.6 1163.9  

6 CP 2.3 46.752 1002.2 569.7  

7 CP 6.28 19.365 1148.2 1213.4  

8 CP 0.814 17.122 643.1 4742  

9 CP 16.4 35.254 913.9 806.5  

10 診断不能 10.9 34.723 1821.7 11,473.3  

 

膵臓癌 (PDAC: pancreatic ductal adenocarcinoma), 膵上皮内腫瘍(PanIN: 

pancreatic intraepithelial neoplasm), 膵管内乳頭粘液性腫瘍(IPMN: 

intraductal papillary mucinous neoplasm), 慢性膵炎(CP: chronic 

pancreatitis) 

 

 

表 4. 胆汁群の各疾患における cfDNA 濃度と血中 gDNA 濃度および library 作

製後の濃度． 

 

No 

 

疾患 

 

黄疸 

cfDNA 濃度 

(ng/μl) 

gDNA 濃度 

(ng/μl) 

Library 濃度 

cfDNA (pM) 

Library 濃度 

gDNA (pM) 

UICC 

病期 

1 dEHCC － 2.44 11.896 392.7 3884.2 II 

2 dEHCC ＋ 6.52 53.224 2802.5 967.6 II 

3 dEHCC － 72.8 27.75 444.9 5141 II 

4 dEHCC ＋ 13.4 21.273 1111.6 1365.8 II 

5 dEHCC － 182.4 40.905 389.7 360.6 I 

6 dEHCC － 19.7 24.143 1668 365.1 I 

7 dEHCC ＋ 9 17.537 2822.5 1333.4 IV 

8 dEHCC ＋ 6.36 30.25 2019.4 1104.1 I 

9 pEHCC － 20 37.624 635.9 928.4 III 

10 pEHCC － 8.02 39.199 1115.1 639 II 

11 pEHCC ＋ 13.9 18.688 2752.8 1576 III 

12 pEHCC ＋ 5.06 42.843 712.8 584 IV 
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13 pEHCC － 4.42 24.224 843.9 354.2 II 

14 pEHCC ＋ 715.2 80.663 1387.1 2874.2 II 

15 pEHCC － 4.26 29.95 1729.2 912.3 II 

16 pEHCC ＋ 1.74 38.77 2260.8 851 IV 

17 pEHCC － 35 37.49 882.3 775.4 II 

18 pEHCC － 744 44.423 717.6 1048.8 IV 

19 pEHCC ＋ 2.92 48.875 1066.4 1455.4 III 

20 pEHCC ＋ 6.08 33.725 1190.3 840.8 III 

21 pEHCC ＋ 13.5 36.009 536.2 860.6 IV 

22 pEHCC － 25 23.852 1204.6 4742 II 

23 pEHCC － 3.52 22.667 2780.8 604.8 II 

24 pEHCC ＋ 4.22 46.813 1579.2 2050.1 IV 

25 IHCC － 33.8 32.329 377.4 847.8 III 

26 IHCC ＋ 5.5 24.225 759.5 603.4 II 

27 GBC － 93.4 32.078 742.9 1358.3 IV 

28 PDAC ＋ 4.88 38.456 977.8 2215.8 II 

29 PDAC ＋ 4.18 29.496 1616.1 1343.1 II 

30 PDAC ＋ 7.64 24.75 1128.4 887.3 II 

31 PDAC ＋ 1.4 22.868 2161.1 185.2 II 

32 PDAC － 36.4 30.669 2002.7 905.2 III 

33 Stone ＋ 14.3 25.403 940.6 412.1  

34 Stone － 6.34 28.962 2190.8 2267.7  

35 Stone － 3.88 20.325 1009.5 339.4  

36 Stone － 1.36 29.85 2134.7 345  

37 IgG4-SC ＋ 11.4 26.902 293.6 1811.9  

38 IgG4-SC － 45 50.492 863.6 1474.7  

39 CP － 44.4 46.752 923.4 569.7  

40 診断不能 － 7.72 30.351 4930.9 2875.6  

 

遠位胆管癌(dEHCC: distal extrahepatic cholangiocarcinoma)，肝門部胆管癌

(pEHCC: perihilar extrahepatic cholangiocarcinoma)，肝内胆管癌(IHCC: 

intrahepatic cholangiocarcinoma), 胆嚢癌(GBC: gallbladder carcinoma)，膵臓癌

(PDAC: pancreatic ductal adenocarcinoma)，総胆管結石(Stone: bile duct stone)，慢

性膵炎(CP: chronic pancreatitis)，IgG4 関連硬化性胆管炎(IgG4-SC: IgG4-related 

sclerosing cholangitis). 

＋: 黄疸あり，－:黄疸なし． 
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図 4. 膵液および胆汁中の cfDNA 濃度. 

膵液中の cfDNA 濃度は膵管内乳頭粘液性腫瘍で他の疾患（膵臓癌，膵上皮内

腫瘍，慢性膵炎）よりも高かった．一方，胆汁中の cfDNA 濃度は全体的に膵

液よりも高かったが，各疾患ごとの差はみられなかった． 

 

 

3. 膵液/胆汁 cfDNA 変異解析結果および膵液/胆汁細胞診結果 

 3.1. 膵液群 

 平均リード長は 602,158 リードで平均カバレッジは 2322×であった．10 人

の患者のうち膵臓癌 (stage I) 患者 1 例 (10%) で SNV が同定され，遺伝子解
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析では KRAS 変異が明らかとなった (図 5)．膵臓癌 1 例を含む 8 例で実施さ

れた膵液細胞診はいずれも陰性であった．上記結果より膵液 liquid biopsy の感

度，特異度，陽性的中率，陰性的中率はそれぞれ 33.3%，100%，100%, 77.8%

であった．膵液細胞診のそれらはそれぞれ 0%，100%，0%，62.5%であった

(表 5)． 

 

 

 

図 5. 膵液群の遺伝子変異プロファイル 

Stage I 膵臓癌患者において KRAS 変異が認められた． 

 

 

表 5. 膵液群の liquid biopsy および細胞診の成績 (感度，特異度，陽性的中

率，陰性的中率)． 

 
疾患 (n=10) 

感度 特異度 
陽性 

的中率 

陰性 

的中率 悪性 良性 

Liquid biopsy 
陽性 1 0 

33.3% 100% 100% 77.8% 
悪性 2 7 

 

 
疾患 (n=8) 

感度 特異度 
陽性 

的中率 

陰性 

的中率 悪性 良性 

細胞診 
陽性 0 0 

0% 100% 0% 62.5% 
悪性 3 5 
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 3.2. 胆汁群 

 平均リード長は 550,497 リードで平均カバレッジは 2335×であった．12 個

の遺伝子で 32 個の SNV と 2 個の INDEL が同定された (表 6，図 6 および図

7)．遺伝子変異は 40 人の患者のうち 19 人 (47.5%) で確認され，悪性疾患 32

人中 17 人 (53.1%) で同定された．悪性疾患で同定された遺伝子変異の内訳は

TP53 (9/32，28.1%)，KRAS (7/32，21.9%)，CDKN2A (4/32，12.5%)，

SMAD4 (2/32，6.3%)，APC (2/32，6.3%)，BRAF (1/32，3.2%)，FGFR1 

(1/32，3.2%)，PTPN11 (1/32，3.2%)，CDH1 (1/32，3.2%)，MET (1/32，

3.2%)，NRAS (1/32，3.2%)，PIC3CA (1/32，3.2%)であった．また良性疾患

で 8 例中 2 例に遺伝子変異が認められ，TP53 (2/8，25%)，CDH1 (1/8，

12.5%)の変異が検出された．これらはそれぞれ診断不能症例 (TP53/CDH1)，

慢性膵炎症例(TP53) であり，いずれも観察期間内で明らかな悪性化を示唆す

る所見は認められなかった．胆汁 liquid biopsy の感度，特異度，陽性的中率，

陰性的中率はそれぞれ 53.1%，75%，89.5%, 28.6%であった．胆汁細胞診は

30 例で実施し，細胞診においてはそれぞれ 19.2%，100%，100%，16%であっ

た(表 7)．胆汁 liquid biopsy の感度は胆汁細胞診よりも有意に高かった (p = 

0.016) が，特異度に有意差は認めなかった (p = 0.48). UICC 病期分類別の遺

伝子変異検出率はⅠ期 40%，Ⅱ期 64%，Ⅲ期 66%，Ⅳ期 43%であった． 

 

 

表 6. 胆汁群の遺伝子変異一覧 

No 疾患 細胞診 遺伝子変異 バリアントタイプ 遺伝子座 

1 dEHCC － 
BRAF SNV chr7:140453149 

CDH1 SNV chr16:68847276” 

2 dEHCC N TP53 SNV chr17:7574017 

3 dEHCC N × × × 

4 dEHCC － KRAS SNV chr12:25398280 

5 dEHCC N × × × 

6 dEHCC N 
KRAS SNV chr12:25398280 

APC SNV chr5:112175951 

7 dEHCC － × × × 

8 dEHCC A NRAS SNV chr1:115256528 

9 pEHCC － 

TP53 SNV chr17:7578256 

PTPN11 SNV chr12:112888210 

CDKN2A INDEL chr9:21971168 

APC SNV chr5:112175639 
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10 pEHCC N × × × 

11 pEHCC A KRAS SNV chr12:25398280 

12 pEHCC N 
TP53 SNV chr17:7578526 

SMAD4 SNV chr18:48591821 

13 pEHCC A × × × 

14 pEHCC － × × × 

15 pEHCC － CDKN2A SNV chr9:21971209 

16 pEHCC N × × × 

17 pEHCC N × × × 

18 pEHCC N 
FGFR1 SNV chr8:38282147 

CDKN2A SNV chr9:21971036 

19 pEHCC N 

KRAS SNV chr12:25380275 

TP53 SNV chr17:7578368 

MET SNV chr7:116340262 

20 pEHCC N 
KRAS SNV chr12:25380275 

TP53 SNV chr17:7578368 

21 pEHCC A PIC3CA SNV chr3:178952074 

22 pEHCC A 
TP53 SNV chr17:7577557 

SMAD4 SNV chr18:48591931 

23 pEHCC N TP53 SNV chr17:7577528 

24 pEHCC N × × × 

25 IHCC N × × × 

26 IHCC N × × × 

27 GBC N × × × 

28 PDAC N × × × 

29 PDAC N 

KRAS SNV chr12:25398280 

TP53 INDEL chr17:7577553 

CDKN2A SNV chr9:21971101 

30 PDAC N × × × 

31 PDAC N 
KRAS SNV chr12:25398280 

TP53 SNV chr17:7574002 

32 PDAC N × × × 

33 Stone － × × × 

34 Stone N × × × 

35 Stone N × × × 
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36 Stone － × × × 

37 IgG4-SC － × × × 

38 IgG4-SC N × × × 

39 CP N TP53 SNV chr17:7577100 

40 診断不能 － 
TP53 SNV chr17:7578475 

CDH1 SNV chr16:68847240 

   

遠位胆管癌(dEHCC: distal extrahepatic cholangiocarcinoma)，肝門部胆管癌

(pEHCC: perihilar extrahepatic cholangiocarcinoma)，肝内胆管癌(IHCC: 

intrahepatic cholangiocarcinoma), 胆嚢癌(GBC: gallbladder carcinoma)，膵

臓癌(PDAC: pancreatic ductal adenocarcinoma)，総胆管結石(Stone: bile duct 

stone)，慢性膵炎(CP: chronic pancreatitis)，IgG4 関連硬化性胆管炎(IgG4-

SC: IgG4-related sclerosing cholangitis). 

N: 陰性，A: Adenocarcinoma(腺癌)，－: 未検査，×: 未検出 

 

 

 

図 6. 胆汁群における膵胆道悪性疾患の遺伝子変異プロファイル． 

肝内胆管癌と胆嚢癌を除いた胆道癌において，複数の遺伝子変異が検出され

た． 
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図 7. 胆汁群の良性胆道狭窄における遺伝子変異プロファイル． 

TP53 および CDH1 変異が 2 例において検出された． 

 

 

表 7. 胆汁群の liquid biopsy および細胞診の成績 (感度，特異度，陽性的中

率，陰性的中率)． 

 
疾患 (n=40) 

感度 特異度 
陽性 

的中率 

陰性 

的中率 悪性 良性 

Liquid biopsy 
陽性 17 2 

53.1% 75% 89.5% 28.6% 
悪性 15 6 

 

 
疾患 (n=30) 

感度 特異度 
陽性 

的中率 

陰性 

的中率 悪性 良性 

細胞診 
陽性 5 0 

19.2% 100% 100% 16% 
悪性 21 4 

 

 

3.3. 胆汁群の悪性腫瘍の部位別にみた遺伝子変異 

 肝門部胆管癌では 10 例 (62.5%) で遺伝子変異が認められ，TP53 変異 

(37.5%) が高頻度で認められた．遠位胆管癌では 5 例 (62.5%) に遺伝子変異

が認められ KRAS 変異 (25%) が最も多く，膵臓癌では 2 例 (40%) に認めら
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れ，KRAS 変異と TP53 変異 (50%) が多かった．肝内胆管癌と胆嚢癌では遺

伝子変異は検出されなかった (図 8)． 

 

 

 

図 8. 癌部位における胆汁 cfDNA の遺伝子変異の頻度． 

KRAS と TP53 変異が多くみられ，次いで CDKN2A 変異が多く認められた． 
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考察 

 

本研究では，既報の血漿から得られる cfDNA 濃度および断片長とは異なる性

質の cfDNA が膵液および胆汁から共に抽出されることを示し，膵管/胆管狭窄病

変の診断において，膵液および胆汁 liquid biopsy は細胞診の補助的診断ツールと

なり，診断能の向上に寄与することを実証した． 

 血漿中の cfDNA濃度は一般的に 0.001-0.05 ng/μl とされているが (Yang et al., 

2018)，本研究における膵液中 cfDNA 濃度中央値は 5.4 ng/μl，胆汁中 cfDNA 濃

度中央値は 7.9 ng/μl と，血漿に比べ濃度が非常に高いことが示された．また，血漿

は 150–200 bp の短い断片の cfDNA を多く含むことが報告されているが (Yang et 

al., 2018)，本研究では膵液および胆汁中の cfDNA断片長は約 8000–10000 bp と

血漿中 cfDNA と比べると非常に長く，膵液・胆汁中 cfDNA の既報で示されたものと

同様であった (Shen et al., 2019; Yang et al., Arechederra et al., 2022)．血

漿 cfDNA と膵液・胆汁 cfDNA断片長の違いは，両者の DNA制限酵素の種類と活

性の違いに起因している可能性があると推察されている (Shen et al., 2019)．長い

cfDNA 断片は，遺伝子変異の高感度な検出に有用であり，この概念はロングリードシ

ーケンスを用いた新しい DNA シーケンス技術に適用することができると考えられ，短

い DNA 断片では検出しづらい遺伝子変異を捕らえやすい長所がある．(Sakamoto 

et al., 2020)．    

また，本研究の結果では，悪性疾患における胆汁中の cfDNA 濃度において，

UICC 病期分類で濃度および遺伝子変異検出率の差は認めなかった．血漿中

cfDNA に関する既報では，進行癌では早期癌とくらべて cfDNA 濃度や遺伝子変異

検出率は高いとされており (Bettegowda et al., 2014)，膵液，胆汁 cfDNA の解析

は早期癌においても有効であることが考えられる． 

膵管内乳頭粘液性腫瘍の膵液中の cfDNA 濃度は，他の膵臓疾患の膵液中の

cfDNA 濃度よりも高いことも判明した．膵管内乳頭粘液性腫瘍は粘液の分泌が多い

ことが特徴であり，粘液には腫瘍細胞由来の cfDNA や DNA を含むエクソソーム

(Iacobuzio et al., 2012) も含まれている．膵液中の cfDNA 量を膵臓癌，膵管内乳

頭粘液性腫瘍，その他疾患で比較した報告はなく，本研究では膵管内乳頭粘液性腫

瘍 2 例のみでの検証となったが，cfDNA 量は粘液量に比例している可能性がある．

一方，Mateos らによると，膵液中の腫瘍由来 cfDNA の比率は膵管内粘液性腫瘍の

grade とは相関がなかったと報告されている (Mateos et al., 2019)． 

本研究では，膵液と胆汁 liquid biopsy の悪性腫瘍に対する感度は，細胞診の感

度よりも高いことも明らかになった（膵液：33.3% vs 0%，胆汁：53.1% vs 19.2%）．これ

らの結果は，膵液および胆汁 liquid biopsy が，膵液/胆汁細胞診に加えて補助的な
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診断ツールとなりうることを示している． 

膵液群では，UICC 病期分類 I 期の膵臓癌で KRAS 変異が検出されたが，high-

grade 相当の膵上皮内腫瘍症例では変異は検出されなかった．KRAS，CDKN2A，

TP53 および SMAD4 における遺伝子変異は，膵上皮内腫瘍の進行に段階的に関

与していると報告されている (Boschman et al., 1994; Hruban et al., 2000, Hezel 

et al., 2006; Iacobuzio et al., 2012)．理論的にはこれらの遺伝子変異を含む cfDNA

が膵液中に存在し，検出されるはずであるが，本研究は変異対立遺伝子頻度

（Mutant allele frequency: MAF）の検索閾値の限界が既報の胆汁 cfDNA 解析 

(Arechederra et al., 2022) で設定されたMAF（0.15%）よりも高い 2％であったこと

が要因の一つとして考えられる． 

Mateos ら (Mateos et al., 2019) は，DNA コピー数の変動や代表的な KRAS，

GNAS，RNF43，TP53 の SNV や INDEL を含む MAF 5%での閾値のエクソーム

変化を，全ゲノムシーケンスを行うことで検出感度を上げ，様々な膵管内粘液性腫瘍

の膵液 cfDNA で検索した．彼らは，ほぼ全てのサンプルが何らかの体細胞変異を保

有していることを明らかにしたが，KRAS と GNAS 変異はそれぞれ 44％と 31％の割

合で検出されたと報告している．Ginesta ら (Ginesta et al., 2016) は，膵液 cfDNA

を用いて EN 1，HRH2，SPARC，APC および CDH13 遺伝子プロモーターのメチ

ル化の状態を評価し，APC のメチル化が膵臓癌 (76%）および膵管内乳頭粘液性腫

瘍（80%）で起こっていること，慢性膵炎 (7%）では少数例でしか認められなかったこと

を報告している．一方，悪性腫瘍の陽性適中率は低く，鑑別診断が困難であったとも

示している． 

 本研究の胆汁群では，肝内胆管癌と胆嚢癌では変異を検出することができなかった．

先行研究では，肝内胆管癌と胆嚢癌と診断された患者において，150–160 の遺伝子

を含むより包括的な遺伝子パネルとより高性能なNGSを用いて，MAFの下限を 0.1–

0.15%とし cfDNA変異を高感度で検出している (Shen et al., 2019; Arechederra 

et al., 2022) ことが，その違いの要因と考えられる． 

良性疾患では，慢性膵炎の症例と診断不能の 2症例で遺伝子変異が検出された．

偽陽性の可能性も完全には否定できないが，初期の病理診断が良性疾患でありなが

ら遺伝子変異が陽性であった 4例が，その後の観察期間中に膵臓癌を発症したという

報告もあることから (Arechederra et al., 2022)，liquid biopsyが陽性であった症例

については，慎重に経過観察する必要があると考えられる． 

本研究はいくつかの限界と課題を有している．一つ目は用いた次世代シーケンサ

ーの MAF の検出限界は 2%であり，過去の報告と比較して，胆汁および膵液中の

cfDNA 変異の検出には不十分である可能性がある  (Shen et al., 2019; 

Arechederra et al., 2022)．二つ目は膵臓疾患 (n = 10)および胆道疾患 (n = 40)

の少数の患者しか登録されていないことであり，サンプルサイズが小さいことで，疾患
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の偏りもでてくる．今後サンプル数を集積することで，より精度の高い評価が行われる

ことが期待される．三つ目は本研究で使用した 50の癌遺伝子パネル (Ion Ampliseq 

Cancer Hotspot Panel v2) は ATM，ARID1A/2A，BRCA，NF43 など，膵・胆道

癌領域に関連すると報告されている変異遺伝子をすべては網羅できていない．四つ

目は liquid biopsy 陽性の定義として，使用した遺伝子パネル上で 1 つ以上の遺伝

子変異があるものを悪性腫瘍と定義したことである．多段階発癌説を考慮すると，癌化

するまでに複数の遺伝子変異が発現する可能性があることや，非癌細胞や前癌細胞

で 1 つの遺伝子変異が検出される可能性もある．従って，cfDNA 解析による悪性腫

瘍の定義には，今後の症例数の蓄積や，より多くの遺伝子を網羅した遺伝子パネル

の導入が必要である． 

 今後臨床の場では，cfDNA の解析は，膵液や胆汁の細胞診で判定不能な症例の

良悪性の診断や遺伝子変異に基づく将来の悪性度予測に有効であると考えられる．

今後，さらに多くの症例を蓄積し，より精度の高い遺伝子変異解析を行うことで，

cfDNA解析の有効性が確認されると考えられる． 
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結論 

 

 本研究で得られた新知見は以下のとおりである． 

 

・膵液および胆汁中 cfDNA は血漿 cfDNA と比べて濃度が高く，DNA 断片長も長

い． 

 

・膵液中の cfDNA 濃度は膵管内粘液性腫瘍で高く，膵癌や非癌に比べて分泌され

る粘液量が多いことが関係している可能性がある． 

 

・膵液・胆汁中 cfDNA 濃度や遺伝子変異検出率は腫瘍の進行と関係しないことが予

想される． 

 

・本研究は，膵管/胆管狭窄病変における膵液，胆汁中の cfDNAを解析し，遺伝子変

異検出が可能であることを実証できた．膵液/胆汁 liquid biopsy は細胞診の補助的

診断ツールとなり，悪性診断能の向上への寄与を支持する知見を示した． 

 

・今後の課題としては，症例数をさらに蓄積してその再現性を確認していくこと，同一

患者から得られた生検検体や手術検体の遺伝子変異を解析し，膵液/胆汁 cfDNAの

遺伝子変異との対比をすることで，精度の検証を行うことである． 
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