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要 旨 
【背景と⽬的】胆道癌は本邦では膵癌についで予後不良の疾患である。胆道癌の
発⽣頻度は全世界で年々増加傾向であり、特にアジアで多く、本邦では年間約 2
万⼈が胆道癌のため亡くなっている。外科的切除が唯⼀の根治治療の⼿段とな
るが、早期発⾒が困難であるため、診断時に治癒切除困難なケースも多くみられ
る。切除不能の場合にはゲムシタビン、シスプラチンや 5-FU などの薬物を中⼼
とした全⾝化学療法による治療が⾏われるが、5 年⽣存率が約 20%と未だ難治
な癌として位置づけられており、有効な治療法の開発が望まれている。 
 近年、⾼速シークエンサーによる癌ゲノム解析により、多くの癌におけるドラ
イバー遺伝⼦が明らかとなり、すでに肺癌、乳癌、⼤腸癌では、ゲノムバイオマ
ーカーに基づいた個別化医療が進んでいる。現在のところ胆道癌については、ゲ
ノム情報に基づく分⼦標的治療戦略が⼗分に確⽴している状況ではないが、
2015 年に Nakamura らが世界で初めて⼤規模な包括的ゲノム解析を⾏い、胆道
癌術後検体における 32 個のドライバー遺伝⼦を同定して報告したことを機に、
近年、切除不能胆道癌に対するバイオマーカーに基づいた分⼦標的治療の臨床
試験が国内外で⾏われている。 
 超 ⾳ 波 内 視 鏡 下 穿 刺 吸 引 法 (endoscopic ultrasound-guided fine needle 
aspiration:EUS-FNA)は、内視鏡先端に組み込まれた超⾳波装置により病変を描
出して経消化管的に専⽤針による穿刺を⾏い、病変組織を回収する⽅法である。
1992 年に Vilmann らによりはじめて報告されてから、その安全性と有⽤性が確
認されたことにより 2010 年に本邦において保険収載され、現在では広く臨床現
場で施⾏されている。胆道癌において EUS-FNA による検体を⽤いたゲノム解
析はいまだ報告されていないが、外科的切除検体と⽐較して検体量が少ないた
め、解析が不⼗分となる可能性がある。EUS-FNA は⾼い安全性に加えて，通常
の⽣検が困難な胆嚢癌や転移性リンパ節からも組織採取が可能であるため，同
検査法によるゲノム解析が有効であれば、今後切除不能胆道癌において、バイオ
マーカーの同定および迅速に分⼦標的治療を⾏うことに際しての有⽤性が期待
される。 
したがって、EUS-FNA 検体を⽤いた胆道癌遺伝⼦解析の実⽤性と有⽤性を明ら
かにすることを⽬的として本研究を⾏った。 
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【対象と⽅法】2013 年 9 ⽉〜2018 年 4 ⽉の間、当院で胆道腫瘍に対して EUS-
FNA を施⾏し、病理学的に腺癌もしくは腺扁平上⽪癌と診断された胆道癌症例
を対象とした。⾼速シーケンサーを⽤いて、EUS-FNA 検体および同⼀個体の末
梢⾎単核細胞から抽出した DNA のホットスポットパネルによる癌関連遺伝⼦
の解析を⾏った。 
【結果】胆道腫瘍原発および所属リンパ節に対し EUS-FNA を 79 例 79 病変に
施⾏し、病理学的に腺癌もしくは腺扁平上⽪癌と診断された 51 例のうち、腫瘍
組織および末梢⾎が凍結保存されていた 21 例 21 病変の解析を⾏った。年齢中
央値は 66.5 歳(範囲 39-85 歳)、胆嚢癌 12 例、肝内胆管癌 6 例、肝外胆管癌 3
例。採取組織の DNA は精製を⾏うことで全例で良好に抽出され、遺伝⼦解析が
可能であった。平均リード⻑は 119bp、平均リード深度は 2855x であった。全
体で 39 遺伝⼦のうち 80 の single nucleotide variant（SNV）および 8 の INDEL
（挿⼊⽋失）を同定し、これらの解析の結果 14 遺伝⼦のうち 28 の病原性変異
を同定した(21 例中 20 例(95.2%))。内訳は胆嚢癌が 11 遺伝⼦で TP53、KRAS、
CDKN2A、NRAS、PIK3CA、FBXW7、HNF1A、RB1、ERBB2、CTNNB1、
SMARCB1、肝内胆管癌は 6 遺伝⼦で KRAS、TP53、BRAF、PIK3CA、IDH1、
SMARCB1、肝外胆管癌では 3 遺伝⼦で TP53、SMAD4、PIK3CA であった。
分⼦標的治療の対象となりうる変異（BRAF、NRAS、PIK3CA、IDH1)は 21 例
中 7 例でみられた。 
【考察】EUS-FNA で得られる微⼩な組織からでも、⾼重複で塩基配列解析をお
こなうことが可能であった。その要因として、解析対象となるライブラリの作成
までのステップ、すなわち EUS-FNA により採取した組織の迅速な評価、適切
な保存、抽出した DNA の精製といった過程が重要であると考えられた。胆嚢癌
や肝内胆管癌といった部位の胆道癌では、⼀般的な組織採取法である内視鏡的
経乳頭⽣検で腫瘍組織を採取できないことがしばしばあるが、安全で⼗分な組
織採取が可能な EUS-FNA という⼿技は、胆道癌症例の遺伝⼦解析において有
⽤であると考えられた。 
【結語】EUS-FNA で採取した微⼩な胆道癌組織に対してでも、質の⾼いターゲ
ットシーケンスを⾏うことは可能であり、本研究に⽤いた⼿法は、分⼦標的治療
の選択に際して臨床応⽤が可能である。 
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略 語 表 
 

本⽂中および図表に記載した略語は以下の通りである。 
AC: adenocarcinoma 
ASC: adenosquamous carcinoma 
BTC: Biliary tract cancer 
EHCC: Extrahepatic cholangiocarcinoma 
ERCP: Endoscopic retrograde cholangiopancreatography 
ETB: Endoscopic transpapillary biopsy 
EUS-FNA: Endoscopic ultrasound-guided fine needle aspiration 
F: Female 
GBC: Gallbladder cancer 
HE: Hematoxylin and eosin 
IHCC: Intrahepatic cholangiocarcinoma 
INDEL: Insertion/ deletion 
M: Male 
ROSE: Rapid on-site evaluation 
SNV: Single nucleotide variant 
TAS: Targeted amplicon sequencing 
UICC: Union for International Cancer Control 
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緒 ⾔ 
胆道癌は胆道の上⽪から発⽣する悪性腫瘍であり、その発症部位により肝内

胆管癌、肝外胆管癌、胆嚢癌に分類される。本邦では膵癌についで予後不良の消
化器癌であり、発⽣頻度は全世界で年々増加傾向である。胆管癌はアジアで多
く、胆嚢癌は南⽶で多いという特徴をもつが、⽇本は⽐較的発症頻度の⾼い国と
して位置づけられており（表 1、2）、本邦では年間約 2 万⼈が胆道癌のため亡く
なっている（de Groen PC et al., 1999; Shaib Y et al., 2004; Torre LA et al., 2015）。
外科的切除が唯⼀の根治治療の⼿段となるが、早期発⾒が困難で、診断時に治癒
切除困難なケースも多くみられる。切除不能の場合には全⾝化学療法が標準治
療となる。これまで 5-FU、エトポシド、ロイコボリン、オキサリプラチン、ゲ
ムシタビン、シスプラチンなどを組み合わせた、様々な臨床試験が⾏われてきた
が（Ducreux, M et al., 2005; Rao, S et al., 2005; Ciuleanu et al., 2007; Sharma, A 
et al., 2010; Hezel AF et al., 2008; Valle J et al., 2010）（表 3）、⽣存期間中央値は
5〜12 か⽉程度と、その治療効果は⼗分とは⾔えない現状である。分⼦標的治療
に関しては、エルロチニブなどの EGFR をターゲットとする薬剤に関する臨床
試験などが⾏われてきたが（Lee et al., 2012）（表 3）、いずれも優位な治療効果
は得られていない。そのため現在ではゲムシタビンとシスプラチンを組み合わ
せた全⾝化学療法が標準治療となっているが（Valle J et al., 2010; Okusaka T et 
al., 2010）、⽣存期間中央値は 11.7 ヶ⽉と、その治療効果は⼗分とはいえない。
また 2 次治療としてのレジメンがなく、現在有効な治療法の開発が望まれてい
る。 
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表 1. 胆管癌の地域別の発症頻度 (Khan SA et al., 2019) 
 
順位 地域 ⼈⼝ 10 万⼈に対する年齢調整罹患率 

1 タイ 北東部 85 

2 タイ 中央部 14.5 

3 韓国 8.8 

4 中国 7.6 

5 タイ 南部 5.7 

6 台湾 4.7 

7 ⽇本 3.5 

8 イタリア 3.4 

9 ドイツ 3.0 

10 オーストリア 2.7 

11 英国 2.2 

12 アメリカ合衆国 1.6 

 
表 2. 胆嚢癌の地域別の発症頻度 (World cancer reserch fund, 2018) 

 
順位 地域 ⼈⼝ 10 万⼈に対する年齢調整罹患率 

1 ボリビア 14.0 

2 チリ 9.3 

3 タイ 7.4 

4 韓国 6.8 

5 ネパール 5.7 

6 バングラディッシュ 4.7 

7 ペルー 3.5 

8 ⽇本 3.4 

9 スロバキア 3.0 

10 ニューカレドニア 2.7 

10 レユニオン 2.2 

12 アルジェリア 1.6 
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表 3 胆道癌に対する過去の臨床試験 
 

治療 症例数 奏功率 ⽣存期間中央値 P 値 著者 発⾏年 

5-FU 

5-FU + FA + CDDP 

29 

29 

7 

19 

5 

8 

NA Ducreux 2005 

5-FU + FA + VP-16 

5-FU + EPI + CDDP 

27 

27 

15 

19 

12 

9 

0.2 Rao 2005 

OSI-7904L 

5-FU + LV 

11 

11 

0 

9 

5.9 

7.4 

NA Ciuleanu 2007 

GEM 

GEM + CDDP 

204 

206 

16 

26 

8.1 

11.7 

<0.001 Valle 2010 

BSC 

5-FU + LV 

GEM + l-OHP 

27 

28 

26 

0 

14 

31 

4.5 

4.6 

9.5 

0.039 Sharma 2010 

GEM + l-OHP 

GEM + l- OHP + erlotinib 

133 

135 

18 

34 

9.5 

9.5 

0.611 Lee 2012 

 
 近年、⾼速シーケンサーによる癌ゲノム解析により、多くの癌におけるドライ
バー遺伝⼦が明らかとなり、すでに肺癌、乳癌、⼤腸癌では、ゲノムバイオマー
カーに基づいた個別化医療が進んでいる。現在のところ胆道癌については、ゲノ
ム情報に基づく分⼦標的治療戦略が確⽴している状況ではないが、2015 年に
Nakamura らが世界で初めて胆道癌の⼿術検体を⽤いた⼤規模な包括的ゲノム
解析を⾏い、32 個のドライバー遺伝⼦を同定した(Nakamura et al., 2015) (図 1)。
また部位ごとに胆道癌の遺伝⼦変異がことなることや(Nakamura et al., 2015) 
(図 2)、多様ではあるもののその約 40%が治療のターゲットとなりうることも
報告されており、近年、切除不能胆道癌に対するバイオマーカーに基づいた分⼦
標的治療の臨床試験が国内外で⾏われている。実例としては fibroblast growth 
factor receptor 2 (FGFR2) fusions を タ ー ゲ ッ ト と し て pan-FGFR kinase 
inhibitor を投与する臨床試験（Zhao D et al., 2017; Milind J et al., 2018）や、ほ
かにも BRAF、MEK や IDH1/2 をターゲットとした臨床試験（NCT02034110, 
NCT01242605, NCT02989857, NCT02273739, NCT02428855）がおこなわれて
いる。   
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図 1. 胆道癌におけるドライバー遺伝⼦の種類と頻度 
（Nakamura H, Arai Y, Tomoki Y et al. Genetic spectra of bilially tract cancer. 
Nat Genet. 2015; 47:1003-1010 ） よ り 引 ⽤ ． ICC, intrahepatic 
cholangiocarcinoma; ECC, extrahepatic cholangiocarcinoma; GB, gallbladder 
cancer 
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図 2. 胆道癌におけるドライバー遺伝⼦の部位ごとの頻度差 

（Nakamura H, Arai Y, Tomoki Y et al. Genetic spectra of bilially tract cancer. 
Nat Genet. 2015; 47:1003-1010）より引⽤ 
 
癌遺伝⼦解析をおこなううえで、可能な限り多くの腫瘍組織を採取する必要が

ある。従来、胆道腫瘍に対する組織採取の⽅法としては、⼿術、経⽪的針⽣検や
内視鏡的経乳頭胆道⽣検（ETB）がおこなわれてきた。しかし⼿術は組織採取を
⽬的とする限りでは侵襲が⼤きいこと、経⽪的針⽣検は出⾎、胆汁性腹膜炎や他
臓器損傷がおこるリスクが⾼いことから、現在あまり⾏われていない。ETB は、
内視鏡的胆道造影下に施⾏する⼿技であり（図 3）、内視鏡的胆道ドレナージを
⾏う際に同時に施⾏することができることから、現在多くの施設で施⾏されて
いる⼿技である。⼀⽅で、ETB は肝外胆管狭窄を伴う胆道癌のみしか組織採取
ができないこと、胆嚢癌に対する診断能が低いことや、処置に伴い 1.0〜13.3%
の頻度で膵炎を発症することが⾔われており(Freeman et al., 1996; Loperfido et 
al., 1998; Li et al., 2007)、適応やリスクを常に留意すべき検査である（表 4）。 
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図 3. 胆管癌の症例 
(a) 内視鏡的に⼗⼆指腸乳頭部を確認し、胆管挿管をおこなっている所⾒ 
(b) 内視鏡的胆道造影をおこない、胆管の狭窄部を確認している所⾒ 
(c) 胆管の狭窄部に対して⽣検鉗⼦で⽣検を施⾏している所⾒ 
 
 

表 4 胆道癌に対する組織採取⽅法とその特徴 
 

 ⼿術 経⽪的⽣検 ETB EUS-FNA 

⻑所 ・腫瘍組織を多

量に採取可能 

・簡便 ・広く普及している 

・胆道ドレナージと同時に

検査が可能 

・合併症が少ない 

・感度が⾼い 

・腫瘍部の外からアプローチ可能 

短所 ・侵襲が⼤きい ・出⾎、胆汁性腹膜炎、他

臓器損傷のリスクが⾼い 

・局在により採取不可 

・胆嚢癌への診断能が低い 

・膵炎のリスクが⾼い 

・採取される組織量が少ない 

・熟練した技術が必要 
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超 ⾳ 波 内 視 鏡 下 穿 刺 吸 引 法 (endoscopic ultrasound-guided fine needle 
aspiration: EUS-FNA)は、内視鏡先端に組み込まれた超⾳波装置により病変を描
出して経消化管的に専⽤針を⽤いて穿刺を⾏い、病変組織を回収する⽅法であ
る（図 4）。1992 年に Vilmann らによりはじめて報告されてから、その安全性と
有⽤性の⾼さが確認されたことにより 2010 年に本邦において保険収載され、現
在では広く臨床現場で施⾏されている。膵腫瘍や腹腔内腫瘍の組織採取に⽤い
られることが多いが、胆道癌においてもその有⽤性は報告されている。起こり得
る合併症は出⾎、感染、膵炎が挙げられるが、その頻度は 2%以下と安全性も確
認されている⼿技である（Ghassan M et al., 2014; Hammound et al., 2014）。 
 
 

 
図 4. 原発を穿刺した胆嚢癌の症例 
(a) 腹部造影 CT：肝に浸潤をきたしている胆嚢腫瘍の所⾒ 
(b) 超⾳波内視鏡：胆嚢腫瘍部を低エコー腫瘤として描出し、専⽤穿刺針で腫

瘍を穿刺している所⾒ 
 
 
EUS-FNA により採取した組織を⽤いたゲノム解析は、膵臓、直腸癌、肺癌など
の領域においては報告があるものの（Gleeson FC et al., 2015, 2016; Kameta E et 
al., 2016, Reynolds JP et al., 2017）、胆道癌ではまだ報告がない。EUS-FNA によ
り採取した組織量は、⼿術検体と⽐較すると⾮常に少ないため、⼗分な解析をお
こなうことができない可能性がある。EUS-FNA は内視鏡的経乳頭⽣検が困難な



 12 

胆嚢癌や転移性リンパ節からも組織採取が可能であるため（図 5）、同検査法に
よるゲノム解析が可能であれば、切除不能進⾏胆道癌に対する分⼦標的治療に
おける治療前精査として、EUS-FNA を⽤いることができる。 

したがって、本研究は胆道癌の EUS-FNA 検体を⽤いた胆道癌遺伝⼦解析の
実⽤性と有⽤性を明らかにすることを⽬的とした。 
 
 

 
図 5. 転移性腫瘍を穿刺した胆嚢癌の症例 
(a) 腹部造影 CT：肝に浸潤をきたしている胆嚢腫瘍の所⾒ 
(b) 腹部造影 CT：傍⼤動脈リンパ節腫⼤の所⾒ 
(c) 超⾳波内視鏡：9 時⽅向に⼤動脈、6 時⽅向にリンパ節を描出している所⾒ 
(d) 超⾳波内視鏡：リンパ節に対し専⽤穿刺針で腫瘍を穿刺している所⾒ 
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⽅法  
1. 研究の種類・デザイン 
研究対象者から取得される既存試料を⽤いた後向きコホート観察研究 

 
2. 対象となる患者 
（1）対象者 
2012 年 4 ⽉ 1 ⽇から 2017 年 3 ⽉ 31 ⽇の間に北海道⼤学消化器内科を受診し

た胆道癌患者のうち、EUS-FNA による診療を⾏った者を対象とした。 
（2）選択基準 
下記の①〜④のすべてを満たすものを対象とした。 
①胆道腫瘍が疑われ内視鏡的逆⾏性胆管造影および経乳頭的胆管⽣検を⾏った
者のうち、病理学的診断が得られず、胆管、胆嚢およびリンパ節いずれかに対
し EUS-FNA をおこなった者 
②病理学的に腺癌もしくは腺扁平上⽪癌と診断された者 
③上記②のうち、解析可能な検体が保存されている者 
④研究への参加について⾃由意思による同意が得られた者、もしくは研究の参
加について拒否しない者 
（3）除外基準 
下記の①〜③のいずれかが該当したものは除外とした。 
①北海道⼤学消化器内科を受診したが、当院で EUS-FNA を⾏わなかった胆道
癌の者 
②⼿術や全⾝化学療法による治療歴がある者 
③その他，研究責任者が研究対象者として不適当と判断した者 
 
3. 利⽤する試料 
【既に保管されている試料】 
FNA で採取された胆道癌組織検体および⾎液 7ml から採取した末梢⾎単核細胞
（いずれも包括同意取得後に採取され、消化器内科研究室に-30℃の状態で保管
されている試料）を利⽤した。 
【調査項⽬】 
対象者基本情報として、年齢、性別、診断名、治療歴について、研究対象者の診
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療録から情報を⼊⼿し利⽤した。また⾎液⽣化学的検査（CEA、CA19-9）、画像
検査結果（CT、MRI、US、EUS）、および病理検査結果（組織型）についても
同様に研究対象者の診療録から情報を⼊⼿し利⽤した。さらに、北海道⼤学病院
病理部に保管されている hematoxylin and eosin 染⾊がされている標本も利⽤し
た。 
 
4. 検討項⽬ 
検討項⽬は下記の 4 項⽬とした。 
・genomic DNA の質、量（濃度）および遺伝⼦解析の適格性 
・遺伝⼦解析の成功率 
・病原性遺伝⼦変異の検出率 
・胆道癌の部位と遺伝⼦変異との関連性 
 

5. EUS-FNA で使⽤する機器 
コンベックス型超⾳波内視鏡（GF-UCT260, GF-UCT240; Olympus Medical 

Systems 社, Tokyo, Japan）、22 gauge もしくは 25 gauge の EUS-FNA 専⽤穿刺
針（EXPECTTM もしくは AcquireTM; Boston Scientific 社, Boston, US）を使⽤
した。超⾳波観測装置は PROSOUND F75TM (Hitachi ALOKA, Tokyo, 
Japan)を使⽤した。 
 
6. EUS-FNA の⼿技 

 超⾳波内視鏡により胃内もしくは⼗⼆指腸内腔から対象病変を描出し、脈管
を介さない安全な経消化管ルートで穿刺針を病変内へ先進させた。穿刺後に穿
刺針内の⾦属製スタイレットを抜去し、穿刺針内に 10ml のシリンジで陰圧を
かけた状態で、穿刺針を病変内で前後にストロークさせた。ストローク回数は
10 回以上とし、ストローク⻑は可能な限り⻑くとるように施⾏した。 
 
7. 迅速細胞診検査（Rapid on-site evaluation: ROSE） 
EUS-FNA で得られた検体のうち、⽩⾊部に腫瘍組織が含まれているが、⽩⾊

部には腫瘍組織以外にも正常組織、壊死組織、繊維性組織、粘液などがしばし
ば混⼊する。⽩⾊部に解析対象である腫瘍組織が⼗分量採取されていること、
腫瘍組織以外の混⼊がないことを確認するために組織採取直後に迅速細胞診



 15 

（ROSE）を⾏った。ROSE は経験豊富な細胞診断⼠が、Romanowsky ⼿技
（Diff-Quik stain; Kokusai Shiyaku, Kobe, Japan）により施⾏した。ROSE で腫
瘍組織が含まれていると判断された⽩⾊部と連続した部位のうち、0.5-1.0 mm3 
程度を迅速に切り分けて保存液（RNAlater; Life Technologies, Carlsbad, CA）
へ浸し、摂⽒ 4℃で数⽇保管したのち、摂⽒-30℃で保存した。連続する残りの
⽩⾊部は、病理専⾨医により細胞学的および組織学的に評価をおこなった。 
 
8. 解析前の検体処理 
解析する腫瘍組織および末梢⾎単核細胞の DNA は、QIAGEN 社の AllPrep 

DNA/RNA mini kit（Qiagen, Valencia, CA）を⽤い、同社のプロトコールに準
じて抽出した。抽出した DNA は、AMPure XP（BECKMAN COULTER）およ
び 70%エタノールにより精製をおこなった。DNA の質および量（濃度）の評価
は NanoDrop （ Life Technologies ）、 Qubit dsDNA HS Assay Kit （ Life 
Technologies ）、 StepOnePlus qPCR system with TaqMan assays （ Life 
Technologies）によりおこなった。DNA 濃度は 2.0ng/ml 以上が望ましく（Life 
Technologies）、2.0 ng/mL 未満であった場合は、Nucleospin Genomic DNA 
Clean-up XP protocol （MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Neumann, 
Germany）により濃縮をおこなった。 
抽出した 10ng の DNA を使⽤し、既に網羅的解析によって同定されている胆
道癌ドライバー遺伝⼦（Nakamura et al., 2015）を含む、50 の癌関連遺伝⼦
（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）
のうち 2790 の COSMIC alteration をターゲットとした Ion Ampliseq Cancer 
Hotspot Panel v2 (Life Technologies) に合わせて、PCR にてターゲット領域
の増幅をおこなうことで遺伝⼦ライブラリ作成をおこなった。ライブラリの評
価は Agilent 2,100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) により
おこなった。 
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9. 解析 
100 pmol/L の 遺 伝 ⼦ ラ イ ブ ラ リ を Ion OneTouch 2 instrument （ Life 

Technologies） によ り増幅 し、Ion personal genome machine system（Life 
Technologies）でシーケンス解析をおこなった。解析結果は、Human genome 
built 19 を リ フ ァ レ ン ス と し て 、 Ion Torrent Suite v5.6 software （ Life 
Technologies）により変異検出およびアノテーションをおこなった。またシーケ
ンスノイズを少なくして解析の質を⾼め、体細胞変異と⽣殖細胞変異との区別
を⾏うため（Saunders et al., 2012）、腫瘍部と末梢⾎単核細胞それぞれの遺伝⼦
ライブラリをシーケンスし、Ion Torrent Suite v5.6 software における AmpliSeq 
tumor‒normal pair workflow で体細胞変異の検出をおこなった。有意な変異解析
結果のみを抽出するため、synonymous、intron、reference allele といった塩基配
列や、2%以下（Life Technologies 推奨）の変異頻度を⽰すものについては除外
するようフィルターを設定した。 
 

10. 倫理的遵守事項 
本研究のすべての担当者は、「ヘルシンキ宣⾔（2013 年 10 ⽉修正）」及び

「⼈を対象とする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の⻑へ提出し、研究の実施に関して⾃
主臨床研究審査委員会の承認及び研究機関の⻑の許可を得て⾏われた（⾃主臨
床研究番号: ⾃ 017-0072）。 
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結果  
1. 患者背景 
 内視鏡的経乳頭胆道⽣検が施⾏された 689 例のうち、確定診断がえられなか
った 79 例に EUS-FNA を⾏った。悪性腫瘍と診断された 51 例のうち、FNA
検体である腫瘍組織および末梢⾎単核細胞がともに保存されている 21 例を解
析対象とした（図 6）。 
 

 

図 6. 本研究におけるケースコホートデザイン 
 
年齢中央値は 66.5 歳（範囲 39-85 歳）、男性 15 例、⼥性 6 例。疾患は胆嚢癌

12 例（57.1%）、肝内胆管癌 6 例（28.6%）、肝外胆管癌 3 例（14.3%）であっ
た。胆嚢癌 12 例のうち、原発を穿刺したものは 10 例、リンパ節を穿刺したも
のは 2 例、肝内胆管癌 6 例のうち、原発を穿刺したものは 5 例、リンパ節を穿
刺したものは 1 例、肝外胆管癌のうち、原発を穿刺したものは 1 例、リンパ節
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を穿刺したものは 2 例であった。病理学的診断は、胆嚢癌 2 例で腺扁平上⽪癌
であったが、他は全例腺癌であった。臨床病期は 17 例が stage Ⅳ、2 例が
stage Ⅲ、2 例が stage II（Union for International Cancer Control（UICC）
clinical staging system 第 8 版）であった（表 5）。StageⅡの 2 例は、いずれも
肝外胆管癌の症例で、それぞれリンパ節、原発を穿刺した。出⾎・感染・穿
孔・胆汁漏出などの EUS-FNA ⼿技関連の合併症は、本研究の適格症例 21 例
においては全くみられなかった。外科的治癒切除を⾏った症例は 2 例であっ
た。除外症例 30 例との患者背景の⽐較において、有意な差を⽰す項⽬はみら
れなかった（表 5）。 
 
 
表 5. 臨床・病理学的患者背景 
GBC: 胆嚢癌 IHCC: 肝内胆管癌 EHCC: 肝外胆管癌 
UICC: Union for International Cancer Control 

臨床・病理学的特徴 適格症例 (n=21) 除外症例 (n=30) 

年齢中央値（範囲、才） 66.0 (39‒85) 71.0 (33-88) 

性別  

 男性（%） 15 (71.4) 17 (56.7) 

 ⼥性（%） 6 (28.6) 13 (43.3) 

病理診断  

 腺癌（%） 19 (90.5) 30 (100.0) 

 腺扁平上⽪癌（%） 2 (9.5) 0 (0.0) 

腫瘍の部位  

 GB（%） 12 (57.1) 20 (66.7) 

 IHCC（%） 6 (28.6) 7 (23.3) 

 EHCC（%） 3 (14.3) 3 (10.0) 
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EUS-FNAの対象部位  

 原発: GBC / IHCC / EHCC /合計（%） 10 / 1 / 1 / 12 (57.1) 13 / 2 / 3 / 18 (60.0) 

 リンパ節: GBC / IHCC / EHCC /合計（%） 2 / 5 / 2 / 9 (42.9) 7 / 5 / 0 / (40.0) 

初診時の臨床病期 (UICC)  

 I（%） 0 0 

 II（%） 2 (9.5) 4 (13.3) 

 III（%） 2 (9.5) 9 (30.0) 

 IV（%） 17 (81.0) 17 (56.7) 

EUS-FNA施⾏時の腫瘍マーカー  

 CA19-9 中央値 (範囲、U/ml)  221.0 (1.0‒8512.5) 162.4 (1.0-15136.1) 

 CEA 中央値 (範囲、ng/ml) ng/ml 7.9 (1.4‒168.0) 5.8 (1.8-254.8) 

 
 
2. genomic DNA およびライブラリ 
 腫瘍部からの 21 検体中 17 検体で 2.0 ng/ml 以上の DNA 濃度が、末梢⾎単
核細胞から全検体で 2.0 ng/ml 以上の DNA 濃度がえられた。DNA 濃度が 2.0 
ng/ml 未満であった 4 検体は、Nucleospin Genomic DNA Clean-up XP 
protocol (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) を使⽤し、2.0 ng/ml 以上
の DNA 濃度となるように調整した（表 6）。使⽤した穿刺針径は 21 例中 19 例
で 22 gauge、2 例で 25 gauge であり、穿刺針径と得られた DNA 濃度との関連
はみられなかった。抽出したすべての DNA は、AMPure XP および 70%エタ
ノールにより精製をおこない、質の改善が得られた（図 7）。すべての作成した
遺伝⼦ライブラリは 100 pmol/L 以上であり、コンタミネーションもみられな
かった。処理をおこなったすべての組織において、DNA の断⽚化などによる
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質の低下はみられず、DNA 抽出および遺伝⼦ライブラリ作成は問題なくおこ
なわれた。 
 
 
表 6. 抽出した genomic DNA とライブラリの濃度 

 原発 
gDNA 濃度 

腫瘍(ng/μL) 

gDNA 濃度 

⾎球(ng/μL) 

ライブラリ濃度  

腫瘍(pM) 

ライブラリ濃度  

⾎球(pM) 
UICC stage 

穿刺針径 

(gauge) 

1 GBC 1.2 → 7.2 60.4 2611 1770 IV 22 

2 GBC 1.3 → 4.8 88.4 2278 33967 IV 22 

3 GBC 1.5 → 6.2 44.0 2251 25167 IV 22 

4 GBC 2.6 14.7 2268 6435 IV 22 

5 GBC 3.9 45.4 3073 7856 IV 22 

6 GBC 5.8 47.0 3107 8149 IV 22 

7 GBC 3.4 10.2 2387 5868 IV 25 

8 GBC 7.4 36.2 2611 5535 IV 22 

9 GBC 8.6 22.4 2293 2939 III 22 

10 GBC 16.5 54.0 3239 6313 III 25 

11 GBC 8.2 36.8 12375 5843 IV 22 

12 GBC 7.7 332.0 16403 7582 IV 22 

13 IHCC 2.8 58.4 10854 16657 IV 22 

14 IHCC 3.6 2.7 2616 41980 IV 22 

15 IHCC 4.2 8.2 2278 10486 IV 22 

16 IHCC 7.0 16.2 2593 2357 IV 22 

17 IHCC 7.7 15.8 2093 2861 IV 22 

18 IHCC 12.2 43.6 2941 869 IV 22 

19 EHCC 1.4 to 5.9 34.8 3238 3930 IV 22 

20 EHCC 4.1 2.1 11468 6589 II 22 

21 EHCC 18.6 81.0 15888 9900 II 22 
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図 7. 抽出した DNA に対する NanoDrop™ system による評価 
(a): 精製前の吸光度のグラフ。 
230nm でみられる吸光度の上昇はグアジニン塩酸塩の混⼊を⽰す。 
(b): 精製後の吸光度のグラフ。 
260nm に吸光度のピークをもち、DNA 以外のコンタミネーションがある程度
除去されたことを⽰す。 
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3. 遺伝⼦変異のプロファイル 
 Cancer Hotspot Panel v2 を⽤いた解析で、半導体チップの解析割合は 72%
（範囲: 67-77%）、平均リード数は 5,595,584、平均リード⻑は 119bp であっ
た。シーケンスのリード深度は平均で 2855 回（範囲 1617-7467 回）であっ
た。ターゲットシーケンスにより、39 遺伝⼦のうち 80 の SNV と 8 の INDEL
を検出した。そのうち、Ion Torrent Suite v5.6 software (Life Technologies) の
AmpliSeq tumor‒normal pair workflow による解析で、14 遺伝⼦の 28 病原性変
異を検出した。病原性変異が検出されたのは 21 症例中 20 例（95.2%）で、1
例につき中央値 1 変異（範囲 1-5 変異）が検出された（表 7）。病原性変異の内
訳は、TP53（12 例; 57.1%）、KRAS（8 例; 38.1%)、PIK3CA（3 例; 14.3%）、
SMAD4（2 例; 9.5%）、CDKN2A（2 例; 9.5%）、BRAF（2 例; 9.5%）、
SMARCB1（1 例; 4.8%）、NRAS（1 例; 4.8%）、CTNNB1（1 例; 4.8%）、
IDH1（1 例; 4.8%）、FBXW7（1 例; 4.8%）、HNF1A（1 例; 4.8%）、RB1（1
例; 4.8%）、ERBB2（1 例; 4.8%）であった（図 8）。また EUS-FNA で得られ
た組織が少量であったケースでも、病原性変異は検出可能であった。（図 9） 
 
  



 23 

表 7 臨床病理学的所⾒と病原性遺伝⼦変異の詳細 

 年齢 性別 原発 穿刺部位 病理所⾒ 病原性変異 Locus 
Variant 

type 
変異頻度 % 

1 73 M GBC 原発 AC 

FBXW7 

KRAS 

HNF1A 

TP53 

chr4:153249384 

chr12:25398280 

chr12:121431427 

chr17:7579388 

SNV 

SNV 

SNV 

SNV 

32.5 (645/1998) 

43.7 (865/1978) 

3.9 (59/1530) 

35.2 (539/1530) 

2 39 M GBC 原発 AC TP53 chr17:7578442 SNV 8.6 (121/1315) 

3 65 M GBC 原発 AC 
KRAS 

TP53 

chr12:25398280 

chr17:7577546 

SNV 

SNV 

11.0 (220/1950) 

4.8 (59/1220) 

4 78 M GBC 原発 AC NRAS chr1:115256528 SNV 42.2 (843/1999) 

5 63 M GBC 原発 ASC None None None None 

6 54 F GBC 原発 ASC 

PIK3CA 

CDKN2A 

RB1 

TP53  

SMARCB1 

chr3:178936091 

chr9:21971156 

chr13:48941657 

chr17:7578214 

chr22:24134064 

SNV 

SNV 

SNV 

INDEL 

SNV 

4.5 (90/1992) 

9.4 (188/1999) 

11.5 (229/2000) 

8.2 (162/1974) 

4.1 (48/1162) 

7 66 M GBC 原発 AC 
KRAS 

TP53 

chr12:25398280 

chr17:7577104 

SNV 

SNV 

3.8 (76/1991) 

7.8 (155/1996) 

8 60 F GBC リンパ節 AC TP53 
chr17:7574018 SNV 65.5 

(1309/2000) 

9 72 F GBC 原発 AC TP53 chr17:7578256 SNV 21.3 (419/1972) 

10 73 M GBC 原発 AC 

CDKN2A 

KRAS 

TP53 

chr9:21971145 

chr12:25398280 

chr17:7578214 

SNV 

SNV 

SNV 

8.4 (148/1768) 

2.6 (52/1996) 

39.2 (775/1975) 

11 72 M GBC リンパ節 AC 

CTNNB1 

KRAS 

TP53 

chr3:41266137 

chr12:25398280 

chr17:7578256 

SNV 

SNV 

SNV 

13.2 (191/1448) 

7.4 (125/1679) 

42.0 (544/1294) 

12 69 F GBC 原発 AC ERBB2 chr17:37880261 SNV 30.7 (613/2000) 
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13 80 M IHCC リンパ節 AC BRAF chr7:140481397 SNV 2.5 (49/2000) 

14 66 M IHCC 原発 AC KRAS chr12:25398280 SNV 7.0 (140/1993) 

15 63 M IHCC リンパ節 AC 
KRAS 

PIK3CA 

chr12:25398280 

chr3:178936091 

SNV 

SNV 

45.6 (907/1987) 

33.1 (658/1985) 

16 85 M IHCC リンパ節 AC 
BRAF 

TP53 

chr7:140481411 

chr17:7578214 

SNV 

INDEL 

10.5 (209/2000) 

12.3 (/1978) 

17 59 F IHCC リンパ節 AC IDH1 chr2:209113113 SNV 26.7 (534/2000) 

18 36 M IHCC リンパ節 AC 

KRAS 

TP53 

SMARCB1 

chr12:25380275 

chr17:7578526 

chr22:24134064 

SNV 

SNV 

SNV 

4.6 (92/1997) 

3.8 (33/868) 

3.8 (47/1238) 

19 51 F EHCC リンパ節 AC 
TP53 

SMAD4 

chr17:7578368 

chr18:48591888 

SNV 

SNV 

78.6 (792/1008) 

86.5 

(1321/1527) 

20 72 M EHCC 原発 AC PIK3CA chr3:178952074 SNV 5.95 (119/2000) 

21 70 M EHCC リンパ節 AC 
TP53 

SMAD4 

chr17:7577114 

chr18:48591931 

SNV 

SNV 

12.6 (252/2000) 

6.9 (137/2000) 
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図 8. 病原性遺伝⼦変異のプロファイル 

G: 胆嚢癌、I: 肝内胆管癌、E: 肝外胆管癌 
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図 9. EUS-FNA により採取した胆嚢癌の組織像（hematoxylin and eosin 染⾊） 

(a) 5 倍率 (b) 20 倍率 
 
4. 臓器別の病原性変異の詳細 
 胆嚢癌の組織からは、11 の病原性変異が検出され（TP53、KRAS、
CDKN2A、NRAS、PIK3CA、FBXW7、HNF1A、RB1、ERBB2、CTNNB1、
SMARCB1）、TP53（75%）と KRAS（41.7%）の頻度が⾼かった（図 10a）。
肝内胆管癌は 6 の病原性変異が検出され（KRAS、TP53、BRAF、PIK3CA、
IDH1、SMARCB1）（図 10b）、肝外胆管癌では 3 の病原性変異が検出された
（TP53、PIK3CA、SMAD4）（図 10c）。BRAF および SMARCB1 は肝内胆管
癌のみで、SMAD4 は肝外胆管癌のみで検出された。腺扁平上⽪癌と診断され
た胆嚢癌 2 例は、1 例で TP53、CDKN2A、RB1、PIK3CA、SMARCB1 の変
異を、1 例では組織量が⼗分量採取されていたにも関わらず（図 11）、変異は
検出されなかった。原発を穿刺した 12 例とリンパ節を穿刺した 9 例との間
で、検出された遺伝⼦変異の部位や数に関しての差はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 

ba



 27 

 
 

 
図 10. 

(a) 胆嚢癌における病原性変異の割合 
(b) 肝内胆管癌における病原性変異の割合 
(c) 肝外胆管癌における病原性変異の割合 
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図 11. 病原性変異が検出されなかった胆嚢癌の HE 染⾊像。多量の異形細胞が
みられる⼀⽅で、壊死、間質や結合組織などは⽬⽴たなかった。 
(a) 5 倍率 
(b) 20 倍率  
 
  

ba
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考察 

 本研究は、EUS-FNA により採取した胆道癌組織を⽤いて、遺伝⼦解析を⾏
った世界で初めての報告である。本研究では EUS-FNA で得られる微⼩な組織
検体からでも、⾼重複で塩基配列解析をおこなえることを実証できた。病原性
変異を 95.2%（20/21）と⾼頻度で認めたが、これは既報の経乳頭⽣検検体や
⼿術により採取した組織検体に対する遺伝⼦解析（47.5%、92.1%、90.1%）
と⽐較しても、同等以上であった（Yoo KH et al., 2016; Farshidfar F et al., 
2017; Yadav S et al., 2017）。EUS-FNA により採取した組織検体に関して、膵
癌・肺癌といった他臓器癌においてターゲットシークエンスをおこなった既報
でも、病原性変異の同定は 61.7%、50%、100%であり（Gleeson FC et al., 
2014; Young G et al., 2013; Kameta E et al., 2016）、遜⾊はなかった。良質な遺
伝⼦ライブラリを作製できたことが、⾼重複の塩基配列解析および病原性変異
の⾼頻度検出につながったと考えるが、良質な遺伝⼦ライブラリ作製の要因と
して、下記の 3 項⽬が考えられる。第⼀に、FNA で得られた⽩⾊検体を保存す
る前に、全例で迅速細胞診断を⾏っていることである。FNA で採取した⽩⾊検
体には、しばしば間質、壊死や結合組織が含まれるため、迅速細胞診断を⾏う
ことで、これらの不必要な組織の混⼊を防ぐことができたと思われる。第⼆
に、FNA 検体を適切な保存液である RNAlater に浸した上で凍結保存したこと
である。凍結検体として保存することで、ホルマリン検体でみられるような
DNA の断⽚化や化学的修飾（Chin SF et al., 2018）が⽐較的少ない状態で保存
されており、良質の DNA が抽出されたと思われる。第三に、AMPure XP と
70%エタノールによる精製をおこない、解析する DNA の質を上げたことが挙
げられる。AllPrep DNA/RNA/Protein mini kit で組織から DNA を抽出した
際、図 7a で⽰すとおりしばしばグアジニン塩酸塩を含むことがあり、これに
より遺伝⼦ライブラリの質の低下がみられ、解析に影響を及ぼすことがある。
実際に精製を⾏わずに解析をおこなってみたが、DNA の量は⼗分量であった
にも関わらず、有効な解析を⾏うことができなかった（図 12）。 
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図 12.半導体チップにおける loading rate 
(a) DNA の精製を⾏わなかった場合。Loading rate は 29%であり、シーケンス
のリード深度は平均で 0.1 回と、評価可能なライブラリがビーズに吸着してい
なかったことを⽰す。 
(b) DNA の精製を⾏なった場合。Loading rate は 72%であり、半導体チップに
良好なライブラリが収まっていることを⽰す。 
 
よって DNA の抽出をおこなった後に精製を⼗分に⾏いグアジニン塩酸塩等の
混⼊物を除去することが、遺伝⼦ライブラリおよび解析の質の向上に寄与した
と考えられる。 
 胆嚢癌の 1 例で病原性変異が認められなかったが、その理由として、病原性
変異をもっていないか病原性変異がホットスポットでカバーされていなかった
可能性、もしくは FNA で採取した組織が腫瘍細胞を含んでいなかった可能性
が考えられる。病理学的診断に使⽤した部位の HE 染⾊像は、図 11 で⽰すよ
うに多量の腫瘍細胞を含んでおり、同部位と連続した箇所の⼀部を凍結保存し
ていることから、腫瘍細胞を含んでいなかった可能性は考え難い。ゆえに病原
性変異をもっていなかったか、変異がホットスポット外であった可能性が考え
られる。 



 31 

 本研究では、胆嚢癌で KRAS 変異が 12 例中 5 例と多くみられている。
Nakamura らの⽇本⼈を対象とした⼤規模包括的ゲノム解析によると、KRAS
の変異は肝外胆管癌に多くみられ、胆嚢癌ではみられていない(Nakamura et 
al., 2015)。ただし、Nakamura らの報告では胆嚢癌は 28 症例しか含まれてお
らず、別の 26 例および 57 例の胆嚢癌を対象とした遺伝⼦解析（Simbolo M et 
al., 2014; Li M et al., 2014）では、それぞれ 19%、8%と報告されている。また
本研究では、CT、MRI や内視鏡による画像検査により、膵癌や⼤腸癌といっ
た多臓器の転移などは明らかに除外されていることも考慮すると、本研究で得
られた KRAS 変異は胆道癌の病原性変異として⽭盾ないものと考えられる。 
 EUS-FNA は膵癌や縦隔腫瘍の病理学的診断においてよく⽤いられるが、胆
道癌の診断においても同様に、安全で有⽤性が⾼いという報告がなされている
（Navaneethan U et al., 2014; Ohshima Y et al., 2011）。内視鏡的胆道造影下の
経乳頭的⽣検は、胆道腫瘍の病理学的診断において⼀般的に⾏われているが、
胆嚢癌や肝内胆管癌といった胆道癌においては、同⽣検法では腫瘍組織を採取
できないことがしばしばある。また内視鏡的胆道造影検査は、処置に伴い 1.0
〜13.3%の頻度で膵炎を発症することが⾔われており(Freeman et al., 1996; 
Loperfido et al., 1998; Li et al., 2007)、重症化した場合は腫瘍に対する治療に影
響を及ぼし、患者に不利益をもたらす場合もある。それゆえ、腫瘍部と適切な
穿刺ルートが描出されれば確実な組織採取が可能である EUS-FNA は、遺伝⼦
解析対象の組織採取において安全かつ有⽤な⼿技であるといえる。⼀⽅で、
EUS-FNA は穿刺ルートに腫瘍の播種を引き起こす可能性がごく僅かではある
が存在する。近年、膵癌、転移性リンパ節や悪性⿊⾊腫といった腫瘍に対して
EUS-FNA を施⾏し、穿刺ルートに播種をおこしたという報告がされている
（Sakamoto U et al., 2018; Shah JN et al., 2004; Doi S et al., 2008）。これまで胆
道癌の症例では、FNA 穿刺ルートの播種に関する報告はないものの、⼗分留意
をして検査を⾏う必要があると考える。 
 胆道癌はターゲットとなりうる遺伝⼦が低頻度かつ多様であり（Nakamura 
et al., 2015）、有効な分⼦標的治療は確⽴していない現状ではあるが、それぞれ
の腫瘍の遺伝⼦変異の特徴に応じた個別化治療が有効になってくると思われ
る。本研究では、21 例中 8 例で治療の対象となりうる遺伝⼦変異（BRAF、
NRAS、PIK3CA、IDH1）が検出されているが、既にこれらをターゲットとし
た臨床試験が国外でおこなわれている（NCT 02304809、NCT01501604、
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NCT02989857、NCT03118817）。今後は癌遺伝⼦解析が、より簡便かつ迅速
に⾏うことができるようになり、すべての胆道癌症例で病原性遺伝⼦変異を解
析・同定し、それぞれの遺伝⼦プロファイルに沿った分⼦標的治療が⾏われる
ようになることが予想される。本研究の結果は、今後発展すると思われる胆道
癌に対する個別化治療に先⽴ち、EUS-FNA が治療標的を決定するうえで有⽤
であり臨床応⽤への可能性を⽰した。さらに、EUS-FNA による胆道癌遺伝⼦
解析は、標準治療に不応となった症例における遺伝⼦プロファイルの変化を評
価できる可能性があり、さらに治療反応性を⽰す癌遺伝⼦を同定することがで
きれば、分⼦標的治療を後治療として積極的に⾏う⼀つの判断材料になりう
る。 
 本研究ではいくつかの limitation がある。第⼀に、迅速細胞診で評価した部
位と、実際に遺伝⼦解析をおこなった部位とは厳密には異なることである。⼗
分な組織量が保存されていれば、メチレンブルー染⾊等で腫瘍部を確認しなが
ら腫瘍細胞の DNA を抽出することが可能だが、実際に保存されていたのは
EUS-FNA で採取した組織のごくわずかな部分であり、染⾊等により解析可能
な部位がさらに少なくなってしまうことが懸念されたため、今回は RNA later
で保存されている組織の病理学的評価を⾏わなかった。第⼆に、症例数が少な
いことが挙げられる。今回は保存されている症例数の都合により解析が 21 例
となったが、今後はより多くの症例で本研究での⼿法を⽤いた解析を⾏い、今
回の結果の信頼性が⾼めることが必要である。第三に、今回の解析は臨床での
有⽤性を考慮し、tumor-normal pair workflow による体細胞変異のみを抽出
し、⽣殖細胞変異の評価はおこなっていないことである。第四に、凍結保存し
た組織から抽出した DNA と、ホルマリンで保存した組織から抽出した DNA
との質および濃度の⽐較をおこなっていない点があげられる。先に述べたよう
にホルマリンで保存した場合には、DNA の断⽚化や化学的修飾がおこること
が知られている。本邦では、採取した組織はホルマリンで保存することが実臨
床では⼀般的であるため、EUS-FNA で採取され、ホルマリンで保存された組
織に対する胆道癌の DNA の質および濃度の評価をおこなうことで、今回の結
果の実⽤性が⾼まると考えられ、今後検討すべき事項と考える。 
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結論 

 本研究において、以下の知⾒が得られた。 
 
・EUS-FNA で採取した微⼩な胆道癌組織検体に対してでも、適切な処理を⾏
うことにより、質の⾼いターゲットシーケンスを⾏うことが可能である。 
 
今後、分⼦標的治療が切除不能進⾏胆道癌の標準治療となることが予想される
中、EUS-FNA を基本にした本研究に⽤いた⼿法は、分⼦標的治療の選択に際
して臨床応⽤が可能である。本邦では 2019 年度から、標準治療がない固形癌
患者、⼜は病勢の進⾏により標準治療が終了となった固形癌患者を対象とした
癌遺伝⼦パネル検査が保険収載された。実臨床において、癌遺伝⼦パネル検査
で使⽤される組織は、主に⼿術や鉗⼦⽣検で採取されたものであり、実際に治
療に⾄った症例もみられる。⼀⽅で EUS-FNA により採取されたホルマリンで
保存されている組織は、検体不良のため解析不可となることが多い。腫瘍細胞
の含有量が少ないことや、ホルマリンによる腫瘍細胞の DNA の質の低下が原
因として考えられるが、本研究を応⽤し、EUS-FNA の⼿法、採取した組織の
保存⽅法や、ライブラリの調製等を⼯夫し、実臨床で分⼦標的療法までつなぐ
ための⽅法を確⽴することが、今後取り組むべき課題である。 
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