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【要旨】 
 
【背景・目的】 

リンパ節転移陽性の肝外胆管癌（extrahepatic cholangiocarcinoma; EHCC）

は、根治切除例でも極めて予後不良である。よって、リンパ節転移を呈する EHCC
に関する生物学的特徴に基づいた有効な周術期療法の開発が急務となってい

る。 
近年、次世代シークエンシング（next generation sequencing; NGS）技術の普及

により、胆道癌においても遺伝子プロファイルの解析が進んできている。他のがん

腫においては、原発巣と転移巣との間の遺伝子プロファイルの比較検討が行われ

ているが、胆道癌では同様の研究は未だ報告されていない。 
今回、EHCC における原発巣とリンパ節転移巣の検体を用いた網羅的遺伝子

解析を行い、その差異を検討することを目的とした。 
 

【方法】 
2012 年 6 月から 2017 年 6 月の期間で、北海道大学消化器外科Ⅱで根治的

切除術が施行された EHCC 患者のうち、病理組織学的検討でリンパ節転移陽性

が確認された患者 41 例を対象とした。原発巣検体とリンパ節転移巣検体より

DNA を抽出し、160 のがん関連遺伝子を標的とした遺伝子パネルを用いたターゲ

ットシークエンス解析を行い、原発巣とリンパ節転移巣との間で、得られた遺伝子

変異プロファイルの比較検討を行った。さらに、遺伝子変異の結果を含めた各種

臨床病理学的因子と術後予後との関連についても検討した。 
 

【結果】 
対象となった 41 例のうち、病理組織学的検討で局所進展度が pT4 であった 6

例、遠隔転移を認めた 1 例、組織型が腺扁平上皮癌であった 1 例、他の悪性疾

患の既往がある 4 例は除外した。残りの 29 例について、DNA 抽出とシークエンス

解析のためのライブラリー調整の過程でさらに 13 例を追加で除外した。最終的に

16 例（32 検体）に対してシークエンス解析を行った。TP53、MAP3K1、SMAD4、
APC、ARID1A を含む 31 遺伝子に、計 91 個の遺伝子変異が同定された。16 例

中 13 例（81.3%）では、原発巣とリンパ節転移巣で遺伝子変異プロファイルが完

全に一致していた。不一致の 1 例では、リンパ節転移巣にのみ追加で CDK12 の

変異が検出された。2 例（4 検体）については、標的とした 160 遺伝子について変

異が検出されなかった。検出された遺伝子変異の数が 5 個以上の群は 4 個以下
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の群と比べ、有意に予後不良であった（生存期間中央値: 10.4 ヵ月 vs 38.1 ヵ

月、P < 0.001）。 
 

【考察】 
本研究では、EHCC においてリンパ節転移巣を構成する癌細胞に共通する遺

伝子異常は見いだせなかった。遺伝子変異プロファイルは症例によって様々であ

り、EHCC の高い遺伝的異質性（genetic heterogeneity）が伺われた。原発巣とリン

パ節転移巣の遺伝子変異プロファイルは高い確率で一致しており、リンパ節転移

陽性の EHCC 患者の新規治療法の開発においては、原発巣検体の遺伝子解析

の情報が有用であると考えられた。また、検出された遺伝子変異の個数は唯一の

有意な予後規定因子として抽出され、術後の予後予測という観点からも遺伝子解

析の情報が有用であると考えられた。 
 

【結論】 
 EHCC において、原発巣とリンパ節転移巣の遺伝子変異プロファイルは高い

確率で一致していることが示された。リンパ節転移陽性の EHCC 患者の治療方針

の決定および術後の予後予測という観点で、網羅的な遺伝子解析が有用である

可能性が示された。  
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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。 
 
CNA copy number alteration 
CT computed tomography 
DIN DNA integrity number 
DNA deoxyribonucleic acid 
EHCC extrahepatic cholangiocarcinoma 
EMT epithelial-to-mesenchymal transition 
ERCP endoscopic retrograde cholangiopancreatography 
FDG-PET fluorodeoxyglucose-positron emission tomography 
FFPE formalin-fixed paraffin-embedded 
HE hematoxylin and eosin 
HPD hepatopancreatoduodenectomy 
IHC immunohistochemistry 
IHCC intrahepatic cholangiocarcinoma 
Ins/Del insertion/deletion 
LNM lymph node metastasis 
MH major hepatectomy 
MST median survival time 
NGS next generation sequencing 
OS overall survival 
PCR polymerase chain reaction 
PET-CT positron emission tomography-computed tomography 
POCS peroral cholangioscopy 
por poorly differentiated adenocarcinoma 
RFS recurrence free survival 
SNV single nucleotide variant 
SSPPD subtotal stomach-preserving pancreatoduodenectomy 
tub1 well differentiated tubular adenocarcinoma 
tub2 moderately differentiated tubular adenocarcinoma 
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【緒言】 
 

胆管癌は、胆管上皮から発生する比較的稀な上皮系の悪性腫瘍であり、大きく

肝内胆管癌（intrahepatic cholangiocarcinoma; IHCC）と肝外胆管癌（extrahepatic 
cholangiocarcinoma; EHCC）に分類される。さらに EHCC は肝門部領域胆管癌

（perihilar）と遠位胆管癌（distal）に分類される。特にアジア地域で多いとされてい

るが、近年、ヨーロッパや北米でも罹患数が増加傾向であり、消化器系の癌全体

の 3%をなす（Rizvi et al., 2013）。EHCC に対する唯一の根治的治療は外科的切

除であるが、根治的切除後でも再発が多く、5 年生存率は肝門部領域胆管癌で

9-44%、遠位胆管癌で 20-45%と報告されている（Blechacz et al., 2017; 
DeOliveira et al., 2007; Nagino et al., 2013; Nakanishi et al., 2020）。加えて、リン

パ節転移陽性は強力な予後不良因子であるとされ（DeOliveira et al., 2007; 
Murakami et al., 2011）、Nagino ら（Nagino et al., 2013）は、2001 年から 2010 年

の間に根治的切除術が施行された肝門部領域胆管癌患者の 5 年生存率が、リン

パ節転移陰性で 67.1%であるのに対し、リンパ節転移陽性では 22.1%であったと

報告している（Figure.1）。リンパ節転移陽性の EHCC に対する術後化学療法の予

後改善効果についての報告も存在し（Hoehn et al., 2015; Morine et al., 2017）、
Mizuno ら（Mizuno et al., 2017）は、リンパ節転移陽性の肝門部領域胆管癌につ

いて、術後の 5 年生存率が手術単独では 15.0%であったのに対し、術後化学療

法（gemcitabine）併施では 32.9%であったと報告している。しかしながら、未だ術後

化学療法についての十分なコンセンサスが得られていないのが現状である。リンパ

節転移陽性の EHCC の治療戦略の更なる発展のためには、術後化学療法の治

療標的たるリンパ節転移を引き起こす癌細胞の分子生物学的特徴を明らかにする

ことが必要不可欠である。 
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Figure.1 肝門部領域胆管癌患者の術後生存曲線 

2001 年から 2010 年の間に根治的切除術（R0）が施行された肝門部領域胆管

癌患者の 5 年生存率は、（A）リンパ節転移陰性で 67.1%あったのに対し、（B）リン

パ節転移陽性で 22.1%であった。 
（Nagino M, et al. 2013. Annals of Surgery より引用） 
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次世代シークエンシング（next generation sequencing; NGS）をはじめとする遺伝

子解析技術の進歩により、EHCC の持つ様々な遺伝子異常が同定され、EHCC
の生物学的特徴に対する理解が深まってきた（Lee et al., 2017; Lowery et al., 
2018）。EHCC は遺伝的異質性（genetic heterogeneity）が高い癌腫とされ、腫瘍

は異なる変異を有する複数のサブクローンから構成され、その中でも転移を引き起

こすサブクローンはごく一部に限られていると考えられている（Figure.2: Brandi et 
al,. 2015; Jamal-Hanjani et al., 2015）。したがって、転移巣を構成する癌細胞の遺

伝子異常が原発巣の癌細胞の遺伝子異常と異なっている可能性がある。 
 
 
 
 

 
 
Figure.2 胆道癌における genetic heterogeneity のモデル 

腫瘍は複数の異なるサブクローンより構成される。転移能を有するサブクローン

の癌細胞が転移巣を形成し、腫瘍の成長にともなってさらに複数の異なるサブクロ

ーンが形成されていく。 
（Brandi G, et al. 2015. Oncotarget より引用） 
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他の癌腫においては原発巣と転移巣の間の遺伝子変異プロファイルの比較検

討が複数行われている。その多くでは両者の変異プロファイルの一致率は高いと

結論づけられており、大腸癌では 73-79%（Brannon et al., 2014; Vakiani e al., 
2012; Vignot et al., 2015; Crumley et al., 2016; Moorcraft et al., 2017）、乳癌では

75-89%（Meric-Bernstam et al., 2014; Bertucci et al., 2016; Tang et al., 2015）、肺
癌では 78-94%（Vignot et al., 2013; Xie et al., 2018）と報告されている。その一方

で、一致率は低いと結論づけた報告もいくつか存在し（Kovaleva et al., 2016; 
Kjallquist et al., 2018; Cejalvo et al., 2017; Schrijver et al., 2018）、Zou ら（Zou et 
al., 2018）は 65 例の他臓器転移を有する結腸直腸癌患者に対する NGS を用い

た解析で、肺転移の 50%、肝転移の 55%に、原発巣とは異なる遺伝子変異を認

めたと報告している。また、Ng ら（Ng et al., 2017）は、同時性の遠隔転移を有する

乳癌患者の原発巣と転移巣検体に対する全エクソンシークエンス解析を行い、9
例中 4 例で転移巣にのみ、SMAD4、TCF7L2、TCF（ITF2）を含めた上皮間葉転

換（epithelial-to-mesenchymal transition; EMT）関連遺伝子の変異を認めたと報

告している。しかしながら、EHCC における同様の研究報告は未だ存在しない。 
 
また、胆道癌のリンパ節転移の術前診断に関しては、これまでに様々な検討が

行われてきた。Ohtani ら（Ohtani et al., 1996）は胆嚢癌における術前の造影 CT
検査において、リンパ節の径が 10mm 以上、かつリング状あるいは不均一に造影

されるものを転移ありとした場合、感度が 36-47％、陽性的中率が 92-94%であり、

術前診断に有用であると報告している。しかし、Noji ら（Noji et al., 2008）は同様

の検討を他の胆道癌でも行い、有用性が示されなかったと報告している。Seo ら

（Seo et al., 2008）は IHCC のリンパ節転移の術前診断における FDG-PET 検査、

CT 検査、MRI 検査の正診率が、それぞれ 86%、68%、57%、感度がいずれも

43％であったと報告しており、FDG-PET 検査が有用であったと報告している。一

方で、Adachi ら（Adachi et al., 2015）は PET-CT の感度は 31.2％と低く、不十分

であるとしている。EHCC を含めた胆道癌における各種画像検査所見は、リンパ節

転移診断の補助となる可能性はあるが、術前治療を行うか否かの判断材料として

は不十分であるのが現状であると考えられる。EHCC の原発巣とリンパ節転移巣の

遺伝子変異解析を行うことによって、リンパ節転移を有する EHCC に特徴的な遺

伝子異常が同定されれば、術前の生検検体あるいは liquid biopsy を用いた遺伝

子変異解析によって、リンパ節転移診断の補助、さらには術前治療を行う根拠とな

る可能性がある。 
 
本研究では、EHCC の原発巣とリンパ節転移巣の遺伝子異常を網羅的に解析
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し、両者の遺伝子プロファイルの差異について検討することを目的とした。さらに、

遺伝子異常を含めた臨床病理学的因子と術後生存との関係性についても検討を

行った。 
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【実験方法】 
 
対象症例 

北海道大学病院消化器外科 II で根治的切除が施行され、術後の病理組織学

的検討でリンパ節転移が陽性と診断された EHCC 患者を対象とした。生存解析に

おけるバイアスを避けるため、局所進展度が pT4 の患者および他の悪性疾患の

既往のある患者は除外した。腫瘍は、the International Union Against Cancer
（UICC）TNM classification of malignant tumors, 7th edition に従って Stage 分類

を行った（Sobin et al., 2009）。本研究では、手術前に「将来的に医学研究に用い

る目的で保管し使用すること」を文章で同意（包括同意）した患者の検体のみを使

用した。本研究は、北海道大学病院自主臨床研究審査委員会の承認を得たもの

である（承認番号：017-0035）。 
 
pilot study（対象期間および組織量の決定） 

本研究では、切除標本の原発巣およびリンパ節転移巣のホルマリン固定パラフ

ィン包埋（formalin-fixed paraffin-embedded; FFPE）標本より DNA を抽出し、解析

を行うことを想定した。FFPE 検体は、保管期間が長くなると抽出される DNA の品

質が落ち、遺伝子パネル解析の成功率が低下すると報告されている（Figure.3: 
小田ら., 2018）。 

そこで、まず pilot study として、2008 年～2011 年の検体（リンパ節転移巣の

み）を用いて、遺伝子パネル解析に耐え得る品質の DNA が抽出可能であるかを

検討した。後述する手法によって FFPE 検体より DNA を抽出し、分光光度計によ

って DNA の濃度と吸光度比を測定した。純度の目安として吸光度比 A260/A280
が 1.7～1.9 の範囲を高純度の DNA と判断した（小田ら., 2018）。同時に、十分な

DNA の量を抽出するために必要な組織量を決定するため、FFPE の未染標本の

厚さと枚数に関して検討を行った。リンパ節転移巣の大きさは症例によってばらつ

きがあるため、比較的大きな転移巣を有するものは 5μm 厚の未染色標本を 3 枚、

転移巣の小さなものは 5μm 厚の未染色標本を 7 枚使用した。結果を Table.1 に

示す。2 症例（症例 1 と 5）で DNA の濃度が低く、純度も低かったため、使用する

検体を 8μm 厚の未染色標本 7 枚に増やして再抽出を行った。その結果、2 症例

とも十分な濃度と純度の DNA が得られた。 
FFPE 検体の保管期間に関しては最長 9 年経過した症例であっても、十分な組

織量があれば DNA の濃度・純度に関しては問題ないと考えられた。しかしなが

ら、DNA の品質が保たれていても遺伝子パネルを用いたターゲットシークエンス解

析の成功率は経時的に低下するため、可能な限り保存期間の短い症例を選択す
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ることが望ましいと考えられた。また、用いる組織量については 8μm の未染色標本

7 枚を考慮したが、小さなリンパ節転移巣では薄切の過程で FFPE のブロック標本

より転移巣が消失してしまう可能性があり、必要最小限の枚数が望ましいと考え

た。 
以上より、対象期間は検体の保存期間が 5 年以内（2012 年 6 月～2017 年 6

月）とし、DNA の抽出に際しては FFPE ブロックより 8μm 厚の未染色標本を 5 枚

作製し、使用することとした。 
 
 

 
Figure.3 FFPE 検体の保存期間が DNA 品質に与える影響 

FFPE 検体の保存期間が長くなるにつれて、抽出される DNA の品質が低下し、

遺伝子パネル解析の成功率も低下する。143 遺伝子パネル解析では、5 年の経

過で成功率が 50%を下回る。 
（小田ら. 2018. ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程. より引用） 
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Table.1 リンパ節転移巣からの DNA 抽出結果（pilot study） 
 

No. 
Year of 
surgery 

Thickness 
(μm) 

Number 
of slices 

Nucleic acid 
concentration 

(ng/μl) 
A260/A280 

1 2011 5 3 15.8 1.69 
  8 7 433.5 1.90 

2 2010 5 3 26.5 1.78 
3 2009 5 7 44.7 1.67 
4 2009 5 7 162.4 1.72 
5 2008 5 7 7.8 1.67 
  8 7 279.9 1.92 

6 2008 5 7 36.1 1.75 
 
 
 
 
DNA の抽出 

原発巣およびリンパ節転移巣の FFPE ブロックより、hematoxylin and eosin
（HE）染色標本を 1 枚と、8μm 厚の未染色標本を 5 枚作製した。HE 染色標本上

に腫瘍位置のマーキングを行い、その領域内の腫瘍細胞含有割合を目視で計測

した。腫瘍細胞含有割合の計測は 2 名のコンセンサスに基づいて行った（Toru 
Yamada, Hideyuki Hayashi）。HE 染色標本と対比しながら、未染色標本上の腫瘍

部分のみを肉眼的に切り取った（manual macro-dissection）。QIAamp DNA FFPE 
Tissue Kit（Qiagen, Valencia, CA）を用いて DNA の抽出を行った。NanoDrop 
spectrophotometer（NanoDrop Technologies, Wilmington, DE）および Agilent 
2200 TapeStation System（Agilent Technologies, Waldbronn, Germany）を用いて、

抽出した DNA の純度と濃度の測定を行い、DNA の品質を DNA integrity 
number（DIN）で数値化した。日本病理学会のガイドライン（Kanai et al., 2018）を
参考に、DIN 値のカットオフを 2.2 と定め、原発巣とリンパ節転移巣の DIN 値の平

均が 2.2 に満たない症例は遺伝子パネル解析が困難と判断した。DIN 値の平均

が 2.2 以上の症例については、Qubit 2.0 Fluorometer（Life Technologies, Grand 
Island, NE）を用いて DNA の濃度の正確な測定を行った。 
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Multiplex PCR とライブラリー調整 
本研究では、北海道大学病院癌遺伝子診断部のクラーク検査で用いられてい

る Human Comprehensive Cancer Panel（Qiagen）を用いた（Hayashi et al., 2020）。
Human Comprehensive Cancer Panel（Qiagen）は 160 のがん関連遺伝子を標的と

した遺伝子パネルである（Table.2）。 GeneRead DNAseq Panel PCR Kit V2
（Qiagen）および Human Comprehensive Cancer Panel（Qiagen）を用いて

multiplex PCR を施行し、標的遺伝子の DNA 増幅を行った。GeneRead DNA 
Library I Core Kit（Qiagen）、GeneRead Adapter I Set A 12-plex（Qiagen）、
GeneRead DNA Library I Amp Kit（Qiagen）を用いて PCR 産物のライブラリー調

整を行った。Agilent 2200 TapeStation System（Agilent Technologies, Waldbronn, 
Germany）および Qubit 2.0 Fluorometer（Life Technologies, Grand Island, NE）を
用いて、ライブラリー調整後の DNA のサイズと濃度の測定を行った。 
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Table.2 Human Comprehensive Cancer Panel が標的とする 160 のがん関連遺

伝子 
 

ABL1 BUB1B DDR2 FGFR2 IDH2 MEN1 PDGFRA SMARCA4 

AKT1 CARD11 DICER1 FGFR3 IKZF1 MET PHF6 SMARCB1 

AKT2 CBL DNMT3A FH IL6ST MLH1 PIK3CA SMO 

ALK CBLB ECT2L FLCN IL7R MSH2 PIK3R1 SPOP 

AMER1 CD79A EGFR FLT3 JAK1 MSH6 PMS2 SRC 

APC CD79B EP300 FUBP1 JAK2 MTOR PPP2R1A STK11 

AR CDC73 EPCAM GATA1 JAK3 MUTYH PRDM1 SUFU 

ARID1A CDH1 ERBB2 GATA2 KDM6A MYC PRKAR1A TERT 

ARID2 CDK12 ERBB3 GATA3 KDR MYD88 PTCH1 TNFAIP3 

ASXL1 CDK4 ERBB4 GNA11 KIT NF1 PTEN TNFRSF14 

ATM CDKN2A ERCC5 GNAQ KLF6 NF2 PTPN11 TP53 

ATRX CHEK2 ESR1 GNAS KMT2D NFE2L2 RAC1 TSC1 

BAP1 CIC EZH2 GPC3 KRAS NFKBIA RB1 TSC2 

BCL6 CREBBP FAM46C GRIN2A MAP2K1 NOTCH1 RET TSHR 

BCOR CRLF2 FANCA H3F3A MAP2K2 NOTCH2 ROS1 U2AF1 

BRAF CSF1R FANCD2 HIST1H3B MAP2K4 NPM1 SDHB VHL 

BRCA1 CTNNB1 FANCE HNF1A MAP3K1 NRAS SETD2 WT1 

BRCA2 CYLD FAS HRAS MAP4K3 PALB2 SF3B1 XPC 

BRIP1 DAXX FBXO11 HSPH1 MDM2 PAX5 SLC7A8 ZNF2 

BTK DDB2 FBXW7 IDH1 MED12 PBRM1 SMAD4 ZRSR2 
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ターゲットシークエンス解析 
MiSeq platform（Illumina, San Diego, CA）を用いてターゲットシークエンス解析

を行った。GenomeJack と呼ばれる Mitsubishi Space Software の解析パイプライン

を用いてシークエンスデータに対する遺伝子変異抽出（curation）と注釈付け

（annotation）を行い（Hayashi et al., 2020）、単塩基置換（single nucleotide 
variant; SNV）、挿入（insertion; Ins）/欠失（deletion; Del）、コピー数多型（copy 
number alteration; CNA）の情報を得た。 

 
術後フォローアップ 

術後フォローアップとして、5 年間を目標に 3～6 ヵ月毎の通院を継続した。受

診毎に造影 CT 検査を行った。本検討では最終フォローアップを 2021 年 3 月ま

でとした。術後化学療法は当院では施行しなかったが、一部の症例はかかりつけ

医との相談で術後化学療法が施行された。 
 

生存解析と統計解析 
検出された遺伝子変異の個数に応じて患者を 2 群に分け、両群間の臨床病理

学的背景について比較を行った。名義変数の二変量解析にはカイ 2 乗検定また

は Fisher の正確検定を、連続変数の二変量解析には Mann-Whitney U 検定を

用いた。全生存率は Kaplan-Meier 法を用いて分析し、ログランク検定を用いて比

較検討した。全生存率は、手術日から死亡日または最終受診日までとして検討し

た。有意性の閾値は P < 0.05 とした。すべての統計分析は、JMP version 16.0 
software（SAS Institute Japan, Tokyo, Japan）を用いて行った。 
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【結果】 
 
対象症例 

2012 年 6 月から 2017 年 6 月の間で、根治的切除が施行された EHCC 患者

は 104 例であった。そのうち、リンパ節転移が陽性であったのは 41 例（39%）であ

り、術前治療が行われた症例は認めなかった。生存解析におけるバイアスを避ける

ため、病理組織学的検討で局所進展度が pT4 であった 6 例、遠隔転移（傍大動

脈リンパ節転移）を認めた 1 例、組織型が腺扁平上皮癌（adenosquamous cell 
carcinoma）であった 1 例、他の悪性疾患の既往がある 4 例は除外した。残りの 29
例について、原発巣とリンパ節転移巣の HE 標本を確認した。リンパ節転移巣に

ついては、最も径の大きな切片を選択した。リンパ節転移巣の直径が 2mm 未満

で、十分な濃度と純度の DNA 抽出が困難であると予想された 8 例は除外した。

残りの 21 症例を対象とし、検討を行った（Figure.4） 
 
DNA 抽出とライブラリー調整 

21 症例について、原発巣およびリンパ節転移巣の FFPE 未染色標本から

DNA 抽出を行った（42 サンプル）。各々のサンプルについて quality check を行

い、DIN 値を測定した（Table.3）。1 例（症例 18）は、原発巣・リンパ節転移巣とも

に抽出が不良であった。抽出された DNA の濃度の最小値は 8.1 ng/μL、DIN 値

の最小値は 1.9 であった．3 例は DIN 値の平均が 2.2 未満であり、検討から除外

した。残り 18 例（36 サンプル）について、ライブラリー調整を行った。ライブラリー調

整の過程で、DNA 増幅が不十分であった 2 例は追加で除外した。最終的に 16
例（32 サンプル）のライブラリーDNA を得た（Figure.4）。16 例の臨床病理学的因

子を含めた患者背景を Table.4 に示す。16 例中 2 例で、テガフール・ギメラシル・

オテラシルカリウムによる術後化学療法が施行された。 
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Figure.4 対象患者のフローチャート 

根治的切除が施行された EHCC 患者は 104 例で、そのうちリンパ節転移陽性

が確認されたのは 41 例であった。臨床病理学的に不適格な 20 例を除外し、21
例について検討を行った。DNA 抽出とライブラリー調整の過程で 5 例が追加で除

外され、最終的に 16 例の患者についてターゲットシークエンス解析を施行した。 
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Table.3 21 症例（42 サンプル）の抽出 DNA の quality check および DIN 値 
 

Patient No. 

Nucleic acid 

concentration 

(ng/μL)  

A260/A280 DIN score 
The reason for 

exclusion 

1 
Primary 85.6 1.81 2.5 

– 
LNM 46.3 1.83 2.3 

2 
Primary 45.7 1.84 2.2 

– 
LNM 46.9 1.83 2.2 

3 
Primary 99.4 1.80 2.5 

– 
LNM 157.2 1.82 2.9 

4 
Primary 183.0 1.83 3.1 

– 
LNM 123.9 1.80 2.7 

5 
Primary 49.0 1.87 3.0 

– 
LNM 124.0 1.80 2.9 

6 
Primary 119.8 1.80 2.8 

– 
LNM 77.4 1.78 2.5 

7 
Primary 16.1 2.17 3.4 

– 
LNM 71.6 1.85 3.2 

8 
Primary 83.2 1.83 2.1 

– 
LNM 49.2 1.84 2.9 

9 
Primary 73.6 1.83 3.1 

– 
LNM 162.0 1.83 2.5 

10 
Primary 176.8 1.80 2.7 

– 
LNM 30.6 1.81 2.4 

11 
Primary 22.6 1.78 2.1 

– 
LNM 57.6 1.81 2.5 

12 
Primary 181.2 1.86 3.4 

– 
LNM 89.4 1.83 2.8 

13 
Primary 15.2 1.84 3.8 

– 
LNM 43.0 1.97 3.2 

14 
Primary 19.4 1.87 4.4 

– 
LNM 18.1 1.84 4.3 
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15 
Primary 13.5 2.15 3.3 

– 
LNM 8.1 2.59 2.7 

16 
Primary 34.6 1.86 4.3 

– 
LNM 28.8 1.89 4.9 

17 
Primary 52.6 1.77 2.1 

low DIN score 
LNM 35.4 1.78 1.9 

18 
Primary – 1.83 – 

low DIN score 
LNM – 1.87 – 

19 
Primary 59.4 1.85 2.2 

low DIN score 
LNM 9.4 2.03 2.0 

20 
Primary 17.5 1.75 2.2 insufficient genome 

amplification LNM 11.3 1.79 2.4 

21 
Primary 55.2 1.79 2.2 insufficient genome 

amplification LNM 122.4 1.82 2.4 
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Table.4 ターゲットシークエンス解析を施行した 16 例の患者背景 
 
 

Characteristics Median (range) / n (%) 

Age, years 66  (60-78) 

Sex    

 Male 12  (75%) 

 Female 4  (25%) 

Primary tumor site    

 Perihilar 9  (56%) 

 Distal 7  (44%) 

Surgical procedure    

 Perihilar MH 5  (31%) 

  SSPPD 0  (0%) 

  HPD 4  (25%) 

 Distal MH 0  (0%) 

  SSPPD 5  (31%) 

  HPD 2  (13%) 

Main histological type    

 tub1  5  (31%) 

 tub2  8  (50%) 

 por  3  (19%) 

T-factor of the primary tumor    

 Perihilar pT1 0  (0%) 

  pT2a 5  (31%) 

  pT2b 4  (25%) 

 Distal pT1 0  (0%) 

  pT2 2  (13%) 

  pT3 5  (31%) 
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Family history of any carcinomas    

 No 10  (63%) 

 Yes 6  (37%) 

Neoadjuvant chemotherapy    

 No 100  (100%) 

 Yes 0  (0%) 

Adjuvant chemotherapy    

 No 14  (88%) 

 Yes (with tegafur-gimeracil-oteracil potassium) 2  (13%) 

Tumor recurrence    

 No 3  (19%) 

 Yes 13  (81%) 

Recurrent site    

 Local only 0  (0%) 

 Lymph node 2  (13%) 

 Other organs (liver, lung, or bone) 4  (25%) 

 Local and lymph node 1  (6%) 

 Local and other organs 2  (13%) 

 Lymph node and other organs 4  (25%) 
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遺伝子変異（Genomic mutations） 
32 サンプルについて、77 個の非同義（nonsynonymous） SNV と 14 個の

Ins/Del、計 91 個の遺伝子変異が同定された。変異は TP53、MAP3K1、SMAD4、
APC、ARID1A を含む 31 種の遺伝子に認められた。最も高頻度に認められたの

は TP53 の変異（12/32 サンプル、38%）であった（Figure.5）。32 サンプル中 28 サ

ンプル（88%）では何らかの遺伝子変異が検出された。1 サンプルあたりの変異数

は 0-9 個であり、中央値は 2 個であった。検出された遺伝子変異の一覧を

Figure.6 に示す。遺伝子変異プロファイルは 16 例中 13 例（81.3%）で完全に一

致していた。不一致の 1 例（症例 11）では、リンパ節転移巣のサンプルにのみ、原

発巣のサンプルでは認められなかった CDK12 の変異が検出された。2 症例（4 サ

ンプル）では 160 の標的遺伝子に関する変異は検出されなかった。 
EHCC の発生部位による遺伝子変異の種類、頻度の違いについても検討した。肝

門部領域胆管癌（9 例）と遠位胆管癌（7 例）それぞれについて、検出された遺伝

子変異の一覧を Figure.7 に示す。肝門部領域胆管癌では合計 38 個の遺伝子変

異が検出され、1 サンプルあたりの変異数は 0-6 個、中央値は 2 個であった。一

方、遠位胆管癌では合計 53 個の遺伝子変異が検出され、1 サンプルあたりの変

異数は 0-9 個、中央値は 3 個であった。TP53、MAP3K1、SMAD4、APC、

NOTCH1 の 5 遺伝子については肝門部領域胆管癌と遠位胆管癌のどちらからも

変異が検出されたが、他の 26 遺伝子については、いずれか一方でしか変異が検

出されなかった。発生部位による明らかな pathway の違いは見いだすことができな

かった。 
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Figure.5 検出された遺伝子変異の頻度 

16 症例について 31 種の遺伝子に変異が認められた。原発巣と転移巣で変異

が異なっていたのは 1 例のみで、リンパ節転移巣のサンプルで CDK12 の変異が

認められた（*）。 
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Figure.6 16 症例の術後生存および遺伝子変異 

検出された遺伝子変異のうち、原発巣とリンパ節転移巣で変異が一致していた

ものを緑色（Concordant SNV）および青色（Concordant Ins/Del）で、不一致のもの

を赤色（Discordant SNV）で示した。（P, 原発巣; M, リンパ節転移巣; Perihilar, 
肝門部領域胆管癌; Distal, 遠位胆管癌） 
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Figure.7 EHCC の発生部位別の遺伝子変異 
TP53、MAP3K1、SMAD4、APC、NOTCH1 の変異は共通して認められたが、そ

の他の遺伝子変異については、肝門部領域胆管癌と遠位胆管癌のどちらか一方

でのみ変異が検出された。（Perihilar, 肝門部領域胆管癌; Distal, 遠位胆管癌; 
LNM, リンパ節転移巣） 
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コピー数多型（CNA） 
本研究では、計 18 個の CNA が検出された。検出された CNA を Table.5 に示

す。症例 8 で認められた 2 種の CNA（CDK12 と ERBB2）については原発巣とリン

パ節転移巣で一致していたが、他の 14 個の CNA に関しては原発巣とリンパ節転

移巣のいずれか一方でしか検出されなかった（Figure.8）。 
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Table.5 検出された CNA 
 

Patient No. Gene (P) Genes (LNM) Amplification/Loss 

1 

BRAF − Amplification 

BUB1B − Amplification 

EGFR − Amplification 

EZH2 − Amplification 

IKZF1 − Amplification 

MAP2K1 − Amplification 

MET − Amplification 

2 − − − 

3 
EP300 − Amplification 

− JAK3 Loss 

4 SMAD4 − Loss 

5 − − − 

6 − − − 

7 − − − 

8 

− BRCA1 Amplification 

CDK12 CDK12 Amplification 

ERBB2 ERBB2 Amplification 

− SMARCA4 Loss 

9 − − − 

10 − − − 

11 − − − 

12 
ERBB2 − Amplification 

PHF6 − Amplification 

13 − − − 

14 − − − 

15 − − − 

16 − − − 

（P, 原発巣; LNM, リンパ節転移巣） 
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Figure.8 16 症例の術後生存および CNA を含めた遺伝子異常 
検出された CNA のうち、増幅（Amplification）を橙色で、欠失（Loss）を黄色で

示した。 
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遺伝子変異の個数と他の臨床病理学的因子との相関 
検討した 16 例について、検出された遺伝子変異の個数で 2 群に分け、術後の

全生存率について解析を行った。変異の個数が 0-4 個の群（Low 群：12 例）と 5
個以上の群（High 群：4 例）で分けたとき、生存解析の P 値が最小（P < 0.001）と
なり、High 群で有意に予後不良であった。臨床病理学的因子を含めた患者背景

に関しては、両群間で有意差を認めなかった（Table.6） 
 

 
 
 

Table.6 遺伝子変異の個数と他の臨床病理学的因子との二変量解析 
 

Variables 

Median (range) / n (%) 

P-value Number of mutations 

Low (0-4) High (≥5) 

Age, years 71 (66–73) 65 (60–78) 0.089 

Sex     0.182 

 Male 8 (67) 4 (100)  

 Female 4 (33) 0 (0)  

Tumor location     0.146 

 Perihilar 8 (67) 1 (25)  

 Distal 4 (33) 3 (75)  

Histological type of tumor 0.065 

 tub1, tub2 11 (92) 2 (50)  

 por 1 (8) 2 (50)  

T-factor   0.350 

 pT2 9 (75) 2 (50)  

 pT3 3 (25) 2 (50)  

Adjuvant chemotherapy   0.383 

 No 11 (92) 3 (75)  

 Yes 1 (8) 1 (25)  
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術後生存解析 
術後の全生存率（overall survival; OS）と無再発生存率（recurrence free 

survival; RFS）の Kaplan-Meier 曲線を示す（Figure.9）。OS の中央値は 37（7-
73）ヵ月であった。観察期間中の再発は 13 例で認められ、RFS の中央値は 13
（5-62）ヵ月であった。遺伝子変異プロファイルと OS、RFS および再発形式、転帰

を Table.7 に示す。 
臨床病理学的因子と術後の全生存率のログランク検定による単変量解析で

は、遺伝子変異の個数のみが有意な予後予測因子として抽出された（Table.8）。
生存期間中央値（median survival time; MST）は Low 群で 38.1 ヵ月であったの

に対し、High 群で 10.4 ヵ月であった（P < 0.001）。一方、RFS については両群間

で有意差を認めなかった（P = 0.070）。両群の術後 OS および RFS の Kaplan-
Meier 曲線を Figure.10 に示す。High 群では術後予後が有意に不良であり、術後

25 ヵ月以内に全例死亡した。 
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Figure.9 術後 OS と RFS の Kaplan-Meier 曲線 
検討した全症例（16 例）の、OS および RFS の Kaplan-Meier 曲線を示す。OS

の中央値は 37（7-73）ヵ月、RFS の中央値は 13（5-62）ヵ月であった。 
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Table.7 遺伝子変異プロファイルと術後生存・再発・転帰 
 

Patient 

No. 
Mutation Profile 

OS 

(months) 

RFS 

(months) 

Sites of 

recurrence 
Outcome 

5 
TP53, ARID2, ERBB2, 

HRAS, MET 
7 5 bone dead 

1 

TP53, MAP3K1, SMAD4, 

ARID1A, BRCA1, NOTCH1, 

CREBBP, NF2, SMO 

10 5 
lymph node, 

liver, bone 
dead 

2 – 12 8 peritoneum dead 

6 

TP53, SMAD4, APC, 

ARID1A, BRAF, BRCA2, 

PBRM1 

22 13 
lymph node, 

liver, lung 
dead 

4 
TP53, APC, NOTCH1, 

ERBB3, ESR1, GRIN2A 
25 12 liver dead 

9 ERBB4 28 9 local, liver dead 

8 SMAD4, FANCA 30 25 
liver, 

peritoneum 
dead 

10 
TP53, MAP3K1, BAP1, 

PIK3R1 
37 13 

lymph node, 

liver 
dead 

7 ECT2L 38 12 
lymph node, 

liver 
dead 

11 KRAS, CDK12* 38 13 lymph node dead 

16 BAP1 44 44 – alive 

14 ERBB4, NOTCH2 45 4 
local, lymph 

node 
alive 

15 BRCA1, BUB1B, EGFR 48 48 – alive 

13 MAP3K1 51 33 
lymph node, 

bone 
alive 

12 TP53, U2AF1 58 58 – alive 

3 – 73 62 lymph node alive 
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Table.8 臨床病理学的因子と術後生存の単変量解析 
 

Variables 
No. of patient, 

n (%) 
MST 

 (months) 
Univariate 

P-value 
Age, years  0.096 

 <66 8  (50) 44.3  

 ≥66 8  (50) 24.8  

Sex  0.450 

 Male 12  (75) 30.1  

 Female 4  (25) 37.3  

Primary tumor site  0.734 

 Perihilar 9  (56) 37.3  

 Distal 7  (44) 37.9  

Histological type of tumor  0.527 

 tub1, tub2 13  (81) 37.9  

 por 3  (19) 10.4  

T-factor  0.515 

 pT2 11  (69) 37.3  

 pT3 5  (31) 37.9  

Adjuvant chemotherapy  0.221 

 No 14  (88) 37.9  

 Yes 2  (13) 24.8  

Number of mutations  <0.001 

 0-4 12  (75) 38.1  

 ≥5 4  (25) 10.4  
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Figure.10 検出された遺伝子変異の個数と術後 OS および RFS との関係 
遺伝子変異が 5 個以上の群では術後 OS が有意に不良（P < 0.001）であり、

術後 25 ヵ月以内に全例死亡した。術後 RFS に関しては両群間で有意差を認め

なかった（P = 0.070）。 
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【考察】 
 

本研究では EHCC の原発巣およびリンパ節転移巣の遺伝子異常の差異を明

らかにすべく、16 例の EHCC 患者を対象に 160 のがん関連遺伝子を対象とした

遺伝子パネルを用いたターゲットシークエンス解析を行った。その結果、16 例中

14 例（88%）で遺伝子変異が同定された。遺伝子変異のプロファイルは症例によ

って様々であり、リンパ節転移陽性の EHCC に共通する遺伝子変異は見いだせ

なかった。原発巣とリンパ節転移巣との間の遺伝子変異（SNV、Ins/Del）の一致率

は極めて高かったが、CNA の一致率は低かった。 
 

1. 遺伝子変異の一致率について 
今回の検討では、遺伝子変異（SNV、Ins/Del）の一致率は高く、81.3%であっ

た。EHCC においては、その解剖学的特徴から、他の癌腫と比較して腫瘍が小さ

いうちから胆管を閉塞するため、黄疸、胆管炎などの臨床症状を来しやすいと考え

られ、原発巣が成長して複数のサブクローンを形成する前に外科的切除が行われ

ている可能性がある。実際、いくつかの研究では、根治的切除を施行された

EHCC について、浸潤の深さは中央値で約 6mm であったと報告されている（de 
Jong et al., 2011; Aoyama et al., 2018; Shinohara et al., 2019; Zhao et al., 2019; 
Oba et al., 2021）。加えて、肝外胆管の壁は固有筋層を欠いており、薄い平滑筋

（線維筋層）のみを有するため、原発巣が複数のサブクローンを形成する前に癌

細胞がリンパ流に乗って転移を来す可能性がある。これらは EHCC における原発

巣と転移巣の遺伝子変異の一致率が極めて高い理由のひとつと考えられる。 
また、本検討で対象とした 16 例の EHCC は、全例術前治療が行われていない

treatment-naive な症例である。先に示した、他の癌腫における原発巣と転移巣の

比較研究の多くは、treatment-naive な同時性の転移巣検体のみならず、術後療

法が施行された異時性の転移再発巣検体も併せた検討である。本検討により、

treatment-naive な EHCC における原発巣と同時性のリンパ節転移巣との遺伝子

変異の高い一致率は示されたが、異時性の転移再発、特に術後補助療法が施行

された症例の転移再発巣との遺伝子変異の一致率は検討されておらず、今後の

重要な課題である。 
 
2. CNA の一致率について 

他の癌腫においては、遺伝子変異（SNV、Ins/Del）と同様に CNA に関しても一

致率は高いと報告されている（Kawamata et al, 2018）。しかし、本検討では遺伝子

変異と比較して CNA の一致率は低く、同定された 18 個の CNA のうち 14 個は
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原発巣あるいはリンパ節転移巣のいずれかでしか検出されなかった。不一致の 14
個の CNA のうち、原発巣にだけ認められる遺伝子増幅（Amplification）が 10 個

と高頻度であった。CNA の検出精度は対象とする腫瘍の purity（純度）と

heterogeneity に影響されると報告されている（liu et al., 2013）。本研究では、DNA
抽出の際の腫瘍の切り取りを肉眼的に行っており（manual macro-dissection 法）、

特にリンパ節転移巣では正常のリンパ球も少なからず含まれてしまうため、腫瘍含

有率が低くなり、リンパ節転移巣で CNA が検出されなかった症例が存在する可能

性がある。今後の検討課題として、より正確な CNA の検出・検討を行うために、顕

微鏡を用いた micro-dissection 法で腫瘍細胞のみを切り取り、腫瘍細胞含有率を

向上させる必要があると考えられる。 
 
3. EHCC の genetic heterogeneity と新規治療開発について 

変異の認められた遺伝子は 31 種であった。22 種の遺伝子変異については 16
例中 1 例（6%）でしか変異を認めず、最も高頻度に変異を認めた TP53 でも 16 例

中 6 例（38%）でしか変異を認めなかった。この結果は、EHCC に対する大規模な

遺伝子変異解析の先行研究（Nakamura et al., 2015; Wardell et al., 2018）と概ね

一致した結果であり、この高い genetic heterogeneity により共通した遺伝子異常が

見いだせないことが、EHCC に対する効果的な標的療法の開発を困難なものとし

ていると考えられる。胆道癌に対する標的療法についての臨床試験はいくつか行

われているが（Sahu et al., 2017; Haber et al., 2019）、標準治療として確立するまで

には至っていないのが現状である。これらは all comer を対象とした臨床試験であ

り、遺伝子異常に合わせた分子標的薬などで治療をする個別化治療（precision 
medicine）とは異なるものである。既報では、胆道癌の 40-58%は治療標的となる

遺伝子異常を少なくとも一つは持っていると報告されており（Nakamura et al., 
2015; Wardell et al., 2018; Xue et al., 2019）、遺伝子異常に基づく分子標的治療

が良好な成績を示した例も報告されている（Bunyatov et al., 2019）。2019 年 6 月

より、本邦でもがん遺伝子パネル検査が保険適応となっており、今後、EHCC を含

む胆道癌患者に対する治療開発は、遺伝子異常に基づく個別化治療が主体とな

ってくるものと思われる。 
本研究から得られた知見より、リンパ節転移を有する EHCC 患者に対する個別

化治療においては、原発巣を用いた遺伝子変異解析の結果が有用であると考え

られる。術後治療においては、手術によって得られた原発巣検体を用いた解析を

行うことができるが、術前治療についてはどの検体を対象に遺伝子変異解析を行

うかが問題となる。遺伝子パネル検査の様に多数の遺伝子を網羅的に解析するに

は、ある程度多くの腫瘍量が必要である。しかし、内視鏡的逆行性胆管膵管造影



37 

検査（ERCP）や経口胆道鏡検査（POCS）による生検では十分な組織量の採取が

困難であることも多く、それらに変わる手法として、liquid biopsy による解析が注目

されている。Zill ら（Zill et al., 2015）は、胆道癌 8 例と膵癌 18 例の検討で、生検

検体から検出された遺伝子変異の 90.3%が血液中の cell-free DNA の解析でも

同様に検出可能であったと報告している。EHCC における liquid biopsy による解

析研究が進めば、術前治療のみならず、術後の異時性の転移再発症例において

も治療方針決定の有用な情報となる可能性が高く、今後更なる研究の進展が期

待される。 
EHCC については、ERBB2（HER2）や ARID1A の変異が治療標的として挙げら

れており、その頻度はそれぞれ 11-20%、5-12%と報告されている（Jain et al., 
2016）。本研究でも両者の変異が検出されており、ERBB2（HER2）が 1 例（6%）、

ARID1A が 2 例（13%）であった。また、胆道癌における個別化治療として、近年、

FGFR 遺伝子の変異が治療標的として注目されている。特に IHCC で頻度が高

く、13-17%と報告されているが、EHCC においては頻度が低く、5%と報告されてい

る（Javel et al., 2018; Churi et al., 2014）。日本人の胆道癌患者 445 例について

検討した本邦の多施設共同試験（PRELUDE 試験: Maruki et al, 2020）でも、

FGFR 融合遺伝子の変異頻度は IHCC で 7.4%、EHCC（perihilar のみ）で 3.6%
と報告されている。FGFR 阻害剤に関する臨床試験は複数行われており、FGFR
変異陽性の既治療進行胆管癌に対する Infigratinib（BGJ398）の Phase2 試験で

は、奏功率 14.8%、病勢コントロール率 75.4%であったと報告されている（Javel et 
al., 2018）。また、FGFR2 融合遺伝子陽性の既治療進行胆管癌に対する

Pemigatinib（INCB054828）の Phase2 試験（FIGHT-202）では、奏功率が 35.5%、

病勢コントロール率が 82.2%と良好な成績であった（Abou-Alfa et al., 2020）。本
邦でも 2021 年 6 月より、がん化学療法後に増悪した FGFR2 融合遺伝子陽性の

治癒切除不能な胆道癌に対して、Pemigatinib が保険適応となっている。本研究

では、FGFR2 と FGFR3 について検討したが変異は検出されず、FGFR2 融合遺

伝子については採用した遺伝子パネルに含まれていないものであった。今後、

FGFR2 融合遺伝子についても検討を行い、治療開発の可能性を探っていくこと

が望まれる。 
 
4. 遺伝子異常と術後予後予測について 

術後生存解析におけるバイアスを避けるため、強力な予後不良因子となる局所

進展度が T4 の症例と遠隔転移を有する症例を除外した。また、背景を極力そろ

えるため、組織型は adenocarcinoma（tub1、tub2、por）に限定し、他の悪性腫瘍の

既往のある症例も除外して検討を行った。本研究では、リンパ節転移陽性の
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EHCC 患者において、特定の遺伝子異常と術後予後との相関は見いだせなかっ

た。いくつかの研究では、遺伝子変異の個数と術後生存との有意な相関について

報告されており（Nakamura et al., 2015; Goto et al., 2020）、これらの報告と同様

に、本研究では検出された遺伝子変異の個数の寡多が唯一の予後予測因子とし

て抽出された。ただし、本研究は症例数が 16 例と少なく、今後症例を増やして

validation study を行っていくことが必要である。また、術後生存に決定的に影響

する特定の遺伝子変異や pathway を同定するためには、より大規模での検討が

必要不可欠であり、今後の重要な検討課題である。 
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【総括および結論】 
 
① 本研究から得られた新知見 
1. 160 のがん関連遺伝子パネルを用いたターゲットシークエンス解析によって、

EHCC の原発巣とリンパ節転移巣の遺伝子変異プロファイルの一致率が高い

ことが示された。 
2. 臨床病理学的因子と全生存率の単変量解析で、遺伝子変異の個数のみが有

意な予後規定因子として抽出された。 
 
② 新知見の意義 

本研究を通して得られた知見は、リンパ節転移陽性の EHCC 患者に対する新

規治療法の開発・研究において、原発巣検体を対象とすることの妥当性を支持す

るものである。EHCC においてはリンパ節転移巣が小さく、検討が難しい場合が少

なくないが、原発巣に対する検討でリンパ節転移巣を成す癌細胞の遺伝子変異

の特徴をある程度捉えることが可能であると考えられる。また、遺伝子変異検索を

行うことは、治療方針の決定のみならず、術後の予後予測においても有用である

可能性を示唆する結果であった。 
 

③ 本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開され得るか 
EHCC の原発巣の遺伝子変異解析結果をベースにした、リンパ節転移陽性患

者に対する個別化治療の研究（新規治療の開発、適応症例の選択等）が進む可

能性がある。 
 

④ 今後の課題 
本研究の課題として、単施設での検討であり、症例数が限定的であったことが

挙げられる。今後、より大規模な多施設共同での研究が望まれる。また、用いた

FFPE 検体のうち、ホルマリン固定が不良な検体や保存期間が長期に及び検討対

象とならなかった検体が多く存在することも問題である。より正確な検討のために

は、「ゲノム診療用病理組織検体取扱い規程」に則った適切な検体採取を日常診

療において実践する必要がある。また、本研究を実臨床に応用するにあたって

は、大規模臨床試験により結果を再検証する必要がある。 
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