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要旨 
 
【背景と⽬的】 

膵臓癌は⾮常に予後不良な癌の 1 つであり、診断時に８割の症例が⼿術不能とされ
る。⼿術が唯⼀の根治的治療であるが、化学療法や放射線療法の奏効率が低く術後に
有効な治療法が少ない。根治切除症例でも２年以内に８割が再発するため早期診断・
再発の検出⽅法の探索、更なる治療法の開発が急務である。 

現在、膵臓癌におけるモニタリングは腫瘍マーカーである CA19-9、画像検査で⾏
われているが、CA19-9 は上昇しない症例（Lewis 抗原陰性）があり、また、画像検
査はある程度の増⼤を認めて初めて検出が可能となる。 

近年、次世代シークエンサー（next generation sequencing : NGS）によるリキッド
バイオプシー（Liquid biopsy：LBx）解析が進められているが、膵臓癌においては
KRAS 変異を対象とした ddPCR（droplet digital polymerase chain reaction）による評
価が多く、NGS による LBx の有⽤性を評価した報告は少ない。 

本研究は根治切除を施⾏した膵臓癌を対象とし、LBx の臨床的有⽤性を NGS で評
価することを⽬的とした。ctDNA（circulating tumor deoxyribonucleic acid）の検出率
を明らかにすると共に、ctDNA 検出率を向上させる⽅策として、腫瘍のゲノムプロフ
ァイリングに基づいたアプローチ（Tumor informed approach：TIA）の有⽤性に関し
ても検討を⾏った。 
 
【材料と⽅法】 

2019 年 6 ⽉から 2020 年 12 ⽉に北海道⼤学病院、札幌医科⼤学附属病院の⼆施設
で⼿術を受けた膵臓癌患者 152 症例の内、基準を満たさなかった 7 症例を除いた 145
症例を対象とした。原発巣検体と術前に採取した⾎漿から gDNA（genome DNA）、
cfTNA（cell free total nucleic acid）を抽出し、遺伝⼦パネルを⽤いたターゲットシー
クエンスを施⾏し、⾎漿サンプルを⽤いた LBx のみでの評価と TIA を基にした評価を
⾏った。評価した ctDNA、腫瘍のゲノムプロファイリング、CA19-9 を⽤いて術後再
発との関連についても検討した。腫瘍中の KRAS については ddPCR でも評価した。 

 
【結果】 

LBx のみの評価では、145 症例中 51 症例（35.2％）に変異が検出された。TIA を⽤
いることで 145 症例中 69 症例（47.6%）に検出率が上昇した（p=0.0425）。特にサン
プル採取が治療介⼊前の 71 症例では、TIA によって有意に変異検出率が向上したが
（p=0.0435）、治療介⼊後の 74 症例では有意な変異検出率の向上を認めなかった
（p=0.4892）。また、KRAS ctDNA 検出率は治療介⼊前の症例と⽐較し、治療介⼊後
の症例の⽅が有意に検出率が低かった（p=0.0038）。 
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病理学的因⼦のうち T、N 因⼦は ctDNA の検出と関連を認めず、M 因⼦のみが ctDNA
の検出と有意な関連を認めた（p=0.0476）。NGS では腫瘍中から KRAS 変異が 112 症
例（77.2％）検出され、TP53 は 76 症例（52.4％）、SMAD4 が 25 症例（17.2％）、
CDKN2A が 12 症例（8.3％）に検出された。KRAS ddPCR では 133 症例（91.7％）
で検出され、NGS よりも検出率が⾼かった。NGS と ddPCR で検出された変異頻度は
⾼い相関を認めた（R2=0.82）。腫瘍組織のゲノムプロファイリングでは TP53 変異の
みが再発と有意な関連を認めており（p=0.0245）、KRAS 変異と CDKN2A 変異を併せ
持つ症例は再発しやすい傾向を認めた（p=0.0971）。LBx において TIA で検出された
ctDNA すべてを対象とすると再発との関連を認めなかったが（p=0.5283）、TIA で⼀
致した ctDNA のみを対象とした場合、ctDNA が検出された症例は、検出されなかっ
た症例と⽐較して有意に再発が⾒られ（p=0.0094）、その中でも KRAS ctDNA が最も
関連があることが⽰された（p=0.0082）。KRAS 以外の ctDNA は予後と関連を認めな
かった（p=0.4746）。また、KRAS ctDNA と TP53 ctDNA を併せ持つ症例はさらに予
後不良であった（p＜0.0001）。CA19-9 単独では再発しやすい傾向を⽰すのみであった
が（p=0.0618）、TIA で⼀致した ctDNA を有しかつ CA19-9 ⾼値の症例は有意に予後
不良であった（p=0.0213）。 
 
【考察】 

本研究では膵臓癌における LBx の有⽤性を明らかにすべく、145 の膵臓癌切除症例
を対象に、409 のがん関連遺伝⼦を対象とした遺伝⼦パネル、52 のがん関連遺伝⼦を
対象とした遺伝⼦パネルの 2 つを⽤いたターゲットシークエンス、KRAS を対象とし
た ddPCR を⾏った。その結果 LBx 単独ではなく TIA を⽤いる⽅が変異の検出率向上
と予後の予測に有⽤であることが⽰された。特に治療介⼊前のサンプルの⽅が TIA で
の変異検出率が有意に⾼くなっており、サンプル採取のタイミングが重要であると考
えられた。また、KRAS ctDNA は、治療介⼊前の症例と⽐べ、治療介⼊後の症例の⽅
が有意に検出率が低かった。このことから KRAS ctDNA が術前治療によって消失して
おり、ctDNA の評価は術前、術後の治療効果判定に有効であることが⽰唆された。ま
た、LBx で検出された ctDNA すべてを対象とした場合予後と関連を認めなかった。こ
れは検出された変異が、ctDNA だけではなく、⾎漿中の cfDNA を完全に除外できて
おらず ctDNA の選択性が低くなったためと考えられる。TIA で⼀致した ctDNA を対
象としても KRAS を除いた場合は予後と関連を認めなかった。⼀⽅ KRAS は単独評価
でも予後との関連を認め、さらに TP53 ctDNA と併せ持つことでより予後予測の精度
は向上した。しかし検査の簡便さ、感度、費⽤対効果を考えた際に NGS による評価で
はなく ddPCR による KRAS 評価が良い可能性が考えられた。 

腫瘍マーカーである CA19-9 が術前に基準値である 37 以上であった症例は 86 症例
（61.4%）であった。CA19-9 の上昇は再発しやすい傾向を⽰すにとどまっていた。基



4 
 

準値をカットオフとすると CA19-9 が腫瘍⾃体によって上昇したものだけではなく、
腫瘍による胆道狭窄や胆管炎などの⾮腫瘍原性の CA19-9 による上昇も含まれている
ためと考えられた。TIA による評価と CA19-9 の測定を組み合わせることで、再発リ
スクが⾼い症例を選別することができ、両者を組み合わせて評価するのが有⽤と考え
られた。 
 
【結論】 

本研究では切除し得た膵臓癌症例の術前⾎漿サンプルを NGS 解析し、LBx の有⽤
性を評価した。TIA を⾏うことで ctDNA 検出率を向上させることが可能であること
が⽰されたが、検出された ctDNA すべてを対象とした場合、予後との有意な関連を認
めず、TIA で⼀致した ctDNA、特に KRAS ctDNA が膵臓癌の予後と関連があること
が⽰された。本研究の結果から LBx を⽤いることで、術前に膵臓癌症例の予後予測が
可能であり、治療戦略決定に利⽤可能であることが⽰唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
」 



5 
 

略語集 
 

CA19-9   carbohydrate antigen 19-9 
CCP   comprehensive cancer panel 
cfDNA   cell-free deoxyribonucleic acid  
cfTNA   cell-free total nucleic acid 
ctDNA   circulating tumor deoxyribonucleic acid 
gDNA   genomic deoxyribonucleic acid 
DNA   deoxyribonucleic acid 
ddPCR   droplet digital polymerase chain reaction 
ERCP   endoscopic retrograde cholangiopancreatography 
EUS-FNA  endoscopic ultrasound-guided fine-needle aspiration 
FFPE   formalin-fixed paraffin-embedded 
LBx   Liquid biopsy 
MAF   mutation allele frequency 
NAT   neoadjuvant therapy 
NGS   next generation sequencing 
NIPT   non-invasive prenatal testing 
TIA   tumor informed approach 
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緒⾔ 
 

 膵臓癌は⾮常に予後不良な癌とされ、本邦における 2023 年のがん統計予測では、
罹患数が 45，900 名、死亡数が 40，400 名で部位別 4 位、5 年相対⽣存率も 8.5％と
なっている（癌情報サービス. In 国⽴がん研究センターがん情報サービス，https:// 
ganjoho.jp/reg_stat/statistics/stat/short_pred.html（2024 年 11 ⽉ 10 ⽇参照）。膵臓
癌は世界中で増加傾向にあり（癌情報サービス. In 国⽴がん研究センターがん情報サ
ービス，https://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/stat/cancer/10_pancreas.html（2024
年 11 ⽉ 10 ⽇参照），In United European Gastroenterology | UEG，https://ueg.eu/ 
files/ 771/b7ee6f5f9aa5cd17ca1aea43ce848496.pdf（2022 年 7 ⽉ 1 ⽇参照）、2030 年
には⽶国のがん部位別死亡の 2 位になると予想されている（Rahib et al，2014）。予
後不良の理由として膵臓癌の初期は⾃覚症状に乏しく、診断時におよそ 80％の症例
が根治切除不能な病期に進⾏していること（Gillen et al，2010， Vincent et al，
2011）、切除症例でも術後 1 年以内の再発率が 51.2%、2 年以内の再発率が 79.5％と
術後再発率が⾼いこと（Groot et al，2018）、⼿術が唯⼀の根治的治療であり、化学
療法や放射線療法の奏効率が低く術後に有効な治療法が少ないことが挙げられる
（Neoptolemos et al，2018）。そのため、早期診断・再発の検出⽅法の探索、更なる
治療法の開発が急務である。 
 膵臓癌の発癌は主に、KRAS，TP53，SMAD4，CDKN2A が関与していることが
明らかとなっている（Hruban et al，2000；Bardeesy and Ronald，2002；Pietrasz et 
al，2022）。特に，KRAS は約 90%で変異しており、KRAS の変異は主にコドン
G12、GQ61 に集中している（Waters and Der，2018；Pietrasz et al，2022）。した
がって、KRAS 変異は膵臓癌の重要なバイオマーカーとなる可能性がある。 
 腫瘍⽣検はがん診断のゴールドスタンダードであり、“Precision medicine”に必要な
遺伝⼦変異プロファイリングにも有⽤であるが、侵襲が⼤きく繰り返し施⾏すること
は困難である。近年、低侵襲な検査であるリキッドバイオプシー（Liquid biopsy：
LBx）の研究が盛んに⾏われている。LBx とは体液を⽤いた⽣検であり、尿や脊髄
液、唾液や胸腹⽔、便なども⽤いられるが、最も研究が進んでいるのが⾎液を⽤いた
LBx である（Corcoran and Chabner，2018）。その他にもエクソソームやマイクロ
RNA など様々な物質が LBx におけるバイオマーカーになる可能性が検討されている
（Yu W et al，2019；Lin B et al，2022）。世界で初めて LBx を診断⽤途で実⽤化した
のは⺟体⾎中胎児 cell-free deoxyribonucleic acid（cfDNA）を⽤いた⾮侵襲的出⽣前
遺伝学的検査 Non-Invasive Prenatal Testing（NIPT）とされ、2011 年に⽶国で⾏わ
れた(Palomaki et al，2011)。LBx のうち、⾎液中の cfDNA を⽤いたものは腫瘍⽣検
の補助や代替法となる可能性があるとされる（Corcoran and Chabner，2018）。 

cfDNA は細胞がアポトーシスやネクローシスを起こした際に放出される



7 
 

deoxyribonucleic acid（DNA）のことで、腫瘍細胞由来の cfDNA は、circulating 
tumor deoxyribonucleic acid（ctDNA）と呼ばれる（Corcoran and Chabner，2018）。
ctDNA の検出はがんのスクリーニング、微⼩残存病変の検出、治療モニタリング、
薬剤耐性変異の評価などに臨床応⽤されている（Wan et al，2017；Dasari et al，
2020）。また、ctDNA のメチル化も膵臓癌を含め様々な癌の特定、早期診断に有⽤と
されている（Shen SY et al 2018；Bocanegra V et al 2023）。 

ctDNA の検出率は様々な固形癌において病期の進⾏に伴い⾼くなることが⽰され
ており（Peng et al，2018；Suzuki et al，2020；Chin et al，2020；Zhang et al，
2021）、膵臓癌でも同様に早期癌では検出率が低く、進⾏癌で⾼いとされる（Cohen 
et al，2017；Del Re et al，2017；Cheng et al，2017；Mohen et al，2019；Sugimori 
et al，2020；Strijker et al，2020；Guo et al，2020；Zhang et al，2021；Affoloter et 
al，2021；Botrus et al，2022）。また、膵臓癌では ctDNA の変異対⽴遺伝⼦頻度と
転移巣を含めた腫瘍体積に相関があることが⽰されている（Strijker et al，2020）。 
 膵臓癌の術前 ctDNA による予後解析では、KRAS ctDNA 検出が予後に関与すると
いう報告が多いが（Hadano et al，2016；Lee et al，2019；Groot et al，2019）、関与
しないとする報告もある（Watanabe et al，2019）。同様に術後 ctDNA による予後解
析でも ddPCR による KRAS 変異を評価した報告が多い（Nakano et al，2018；
Kitahata et al，2022）。前述のように膵臓癌の発癌には KRAS 以外の変異も関与して
いるため膵臓癌の予後に影響を与える ctDNA が KRAS 変異のみなのか評価が必要で
ある。 
 膵臓癌のモニタリングは、主に超⾳波検査や CT 検査といった画像検査と、腫瘍マ
ーカーによる評価が⾏われている。しかし、画像検査は画像で評価が可能であるほど
腫瘍が増⼤した段階でしか評価できない。腫瘍マーカーでは CA19-9 が最も有⽤なバ
イオマーカーであり、術後 1 年以内に CA19-9 が正常化（37U/ｍL 以下）した症例は
⾼値の症例と⽐較し有意に全⽣存率が⾼いことが⽰されているが（Ballehaninna and 
Chamberlain，2012）、良性膵疾患や胆汁うっ滞、他の癌による偽陽性や、約 10％の
症例が Lewis 抗原陰性のため偽陰性となるといった問題点が挙げられる（Goggins， 
2005；Robert et al，2018；Pietrasz et al，2022）。 

本研究では次世代シークエンサー（next generation sequencing：NGS）を⽤いたタ
ーゲットシークエンス解析によって、KRAS 以外の ctDNA も含めた ctDNA 検出率を
明らかにすることで、膵臓癌切除症例における LBx の臨床的有⽤性を評価した。ま
た、ctDNA 検出率を向上させる⽅策として腫瘍のゲノムプロファイリングに基づい
たアプローチ（Tumor informed approach：TIA）の検討を⾏った。また、TIA のた
めに得られた腫瘍ゲノムプロファイリングと予後の関連も評価した。 
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実験⽅法 
 

① 対象症例と検体収集 
2019 年 6 ⽉から 2020 年 12 ⽉に北海道⼤学病院、札幌医科⼤学附属病院で⼿術を

受けた膵臓癌患者 152 症例のうち、cfTNA 濃度不⾜、ライブラリ構築不良、病理学
的評価で complete response となった 7 症例を除く 145 症例を対象とした。⾎漿サン
プルの収集は術前化学療法前あるいは術前に⾏った。また、造⾎幹細胞由来の変異を
除外するためにバフィーコートの収集も⾏った。腫瘍のゲノムプロファイリングを⾏
うため、全例切除検体のホルマリン固定パラフィン包埋（formalin-fixed paraffin-
embedded :FFPE） 標本の 5μm スライスのスライドを 10 枚収集した。 

本研究は北海道⼤学（18-053）、札幌医科⼤学（302-240）、財団法⼈がん研究会
（2018-1016、2020-1150）の倫理審査委員会の承認を得て⾏った。対象患者すべて
に⼗分な説明を⾏い、書⾯による同意を得た。 
 
② ⾎液サンプルからの⾎漿の抽出 

患者から 14ml の⾎液を EDTA 処理された採⾎管に採取し、採取後２時間以内に
４℃、3,000rpm、15 分の条件で遠⼼し、⾎漿と⾎球をそれぞれ新しいチューブに移
し、cfTNA、genomic DNA（gDNA）抽出まで-80℃で保存した。⼀部サンプルは
BML 社に委託し cfTNA、gDNA の抽出から次世代シークエンサーでのシークエンス
解析まで⾏った。以下，当研究室での⽅法を説明する。 

 
③ cfTNA の抽出 
 cfTNA の抽出は MagMAX Cell-Free Total Nucleic Acid Isolation kit（Applied 
Biosystems™，Waltham，USA）を⽤いて⾏った。保存していた⾎漿を 1.5mL のチ
ューブに移し、4℃、16，000g、10 分遠⼼してデブリを沈殿させて得られた⾎漿を
cfTNA 抽出に⽤いた。 
 
3-1 Proteinase K 処理 
遠⼼して得られた⾎漿を 50mL チューブに移し、下記の表を参照に MagMAX™ 

Cell-Free Total Nucleic Acid Proteinase K（Applied Biosystems™，Waltham，
USA）、MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid Lysis/Binding Solution（Applied 
Biosystems™，Waltham，USA）を加え、全体が均⼀になるように撹拌し、65℃、
1,000rpm、30 分の条件で、振盪培養機でインキュベートした。終了後 50mL チュー
ブを氷で 5 分間冷却した。 
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表 1 proteinase K 処理に必要な試薬と量 
⾎漿量 2mL 3mL 4mL 5mL 6mL 
MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid 
Proteinase K （20 mg/mL） 

30μL 45μL 60μL 75μL 90μL 

MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid 
Lysis/Binding Solution 

1mL 1.5mL 2mL 2.5mL 3.0mL 

 
3-2 ビーズと cfTNA の結合処理 
下記表２を参照し、MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid Lysis/Binding 

Solution，MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid Magnetic Beads（Applied 
Biosystems™，Waltham，USA）を加え、卓上振盪機で 1,000rpm、10 分振盪した。
終了後、DynaMag‒50 Magnet（Invitrogen，Waltham，USA）に固定し、5 分静置
し、上清を廃棄した。 

 
表 2 ビーズと cfTNA の結合に必要な試薬と量 
⾎漿量 2mL 3mL 4mL 5mL 6mL 
MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic 
Acid Lysis/Binding Solution 

1.5mL 2.25mL 3mL 3.75mL 4.5mL 

MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic 
Acid Magnetic Beads 

60μL 90μL 120μL 150μL 180μL 

 
3-3 ビーズの洗浄 

 50mL チューブを DynaMag‒50 Magnet から取り外し、1mL の MagMAX™ Total 
Nucleic Acid Wash Solution（Applied Biosystems™，Waltham，USA）でビーズを懸
濁後、新しい 1.5mL チューブに移した。1.5mL チューブを DynaMag-2 Magnet
（Invitrogen，Waltham，USA）（以下マグネットスタンド）に固定し 20 秒間待ち、
上清で 50mL チューブを洗浄して残っていたビーズを回収、1.5mL に移して 2 分静置
した。上清を除去し、1mL の 80％エタノールを加えて撹拌してビーズを均⼀にし、
卓上遠⼼機で遠⼼後にマグネットスタンドに固定して 2 分静置した。この作業を 2 回
繰り返した。 
 
3-4 溶出 

 ビーズを吸わないように注意して上清を完全に除去し、5 分間ビーズを乾燥させ
た。400μL の MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid Elution Solution（Applied 
Biosystems™，Waltham，USA）を加えて撹拌してビーズを均⼀にし、卓上振盪機で
5 分間振盪後にマグネットスタンドに固定して 2 分静置した。上清を新しい 1.5mL チ
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ューブに移した。 
 
④ cfTNA の濃縮 
4-1 ビーズと cfTNA の結合処理 
溶出して得た上清に 500μL の MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid 

Lysis/Binding Solution と 10μL の MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic Acid 
Magnetic Beads を加えて卓上振盪機で 1,000rpm、5 分振盪した。卓上遠⼼機で遠⼼
した後、マグネットスタンドに固定して 5 分静置して上清を除去した。 
 
4-2 ビーズの洗浄 
ビーズを吸わないように注意して上清を除去し、1mL の MagMAX™ Total Nucleic 

Acid Wash Solution でビーズを懸濁し、撹拌した後卓上遠⼼機で遠⼼した。その後マ
グネットスタンドに固定して 2 分静置した。上清を除去し、1mL の 80％エタノール
を加えてボルテックスミキサーで撹拌し，ビーズを均⼀にした。卓上遠⼼機で遠⼼
後、マグネットスタンドに固定して 2 分間静置した。この作業を 2 回繰り返した。  
 
4-3 溶出 

 上清を完全に除去し、5 分間ビーズを乾燥させた。15μL の MagMAX™ Cell-Free 
Total Nucleic Acid Elution Solution を加えて撹拌してビーズを均⼀にし、卓上振盪機
で 5 分間振盪した。卓上遠⼼機で遠⼼後、マグネットスタンドに固定して 2 分静置し
た。13-15μL の上清を新しい 1.5mL チューブに移し、cfTNA の抽出を終了した。 
 
⑤ 抽出した cfTNA の品質評価 
抽出した cfTNA の品質評価は Qubit DNA dsHS Assay kit（Life technologies，

Carlsbad，USA）を⽤いた Qubit Fluorometer（Life technologies，Carlsbad，USA）
による評価と High sensitivity D5000 ScreenTape（Agilent，Santa Clara，USA）を⽤
いた Tape station system（Agilent，Santa Clara，USA）による評価を⾏った。 
 
5-1 Qubit dsDNA HS Assay kit での評価 
検量線を引くための 2 つの Standard サンプルも含め、評価予定サンプル数より 3

サンプル多く試薬を調整した。Qubit dsDNA HS Reagent を Qubit dsDNA HS Buffer
で 200 倍に希釈してよく撹拌した。 
 Qubit assay tube を⽤いて、調整した試薬 199μL とサンプル 1μL で 200 倍に希釈
した。Standard は調整した試薬 190μL と Standard サンプル 10μL で 20 倍に希釈
した。希釈したサンプル・Standard は撹拌後卓上遠⼼機で遠⼼して 2 分間静置後に
Qubit Fluorometer で測定した。 
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5-2 High sensitivity D5000 ScreenTape による評価 
 Qubit Fluorometer で得られた cfTNA 濃度を基に、サンプルを 1ng/μL 程度に
Nuclease free water で希釈した。PCR ⽤ 8 連チューブのすべてのチューブに High 
sensitivity D5000 Buffer を 2μL ずつ分注し、はじめのチューブに High sensitivity 
D5000 Ladder を 1μＬ、Nuclease free water を 1μL 加え、サンプルは 1ng/μL 程度
に希釈していた場合は 2μL、希釈していない場合はサンプルを 1μL、Nuclease free 
water を 1μL 加えて撹拌し、卓上遠⼼機で遠⼼して 1 分間静置後 Tape station 
System を⽤いて測定した。 
 
⑥ バフィーコートからの gDNA の抽出 

 バフィーコートからの gDNA の抽出は FlexiGene DNA kit （QIAGEN，Hilden，
Germany）を⽤いて⾏った。 
 
6-1 gDNA の析出 
使⽤する試薬量は下記表 3 を参考にした。各サンプルの⾎液量に応じて Buffer 

FG1 を加え、5 回転倒混和し、室温、10,000g、20 秒遠⼼して上清を除去した。
Buffer FG2 と QIAGEN Protease を加えて、沈殿が溶けるまで撹拌した。卓上遠⼼機
で遠⼼し、65℃のヒートブロックに 5 分間静置後、100%イソプロパノールを加えて
DNA が析出するまで転倒混和した。析出されない場合は 100%イソプロパノールを
DNA が析出するまで加えた。 

 
表 3 ⾎液からの gDNA 抽出に使⽤する試薬と量 
⾎液量 100μL 200μL 300μL 400μL 500μL 
Buffer FG1 250μL 500μL 750μL 1,000μL 1,250μL 
Buffer FG2 50μL 100μL 150μL 200μL 250μL 
QIAGEN Protease 0.5μL 1.0μL 1.5μL 2.0μL 2.5μL 
100%イソプロパノール 50μL 100μL 150μL 200μL 250μL 
70%エタノール 50μL 100μL 150μL 200μL 250μL 
Buffer FG3 100μL 200μL 200μL 200μL 200μL 
 
6-2 gDNA の溶出 

 70%エタノールを加えて撹拌し、室温、10,000g、3 分遠⼼した。上清を除去し、
Buffer FG3 を加えて撹拌後、65℃のヒートブロックに 1 時間静置し DNA を溶出させ
た。 
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⑦ 抽出した gDNA の品質評価 
抽出した cfTNA の品質評価は Qubit DNA BR Assay kit（Life technologies，

Carlsbad，USA）を⽤いた Qubit Fluorometer（Life technologies，Carlsbad，USA）
による評価と Genomic DNA ScreenTape（Agilent，Santa Clara，USA）を⽤いた
Tape station system による評価を⾏った． 
 
7-1 Qubit dsDNA BR Assay kit での評価 
検量線を引くための 2 つの Standard サンプルも含め，評価予定サンプル数より 3

サンプル多く調整することとした。Qubit dsDNA BR Reagent を Qubit dsDNA BR 
Buffer で 200 倍に希釈してよく撹拌した。これ以降 Qubit dsDNA HS Assay kit と同
様の⽅法で Qubit Fluorometer で測定した。  
 
7-2 Genomic DNA ScreenTape による評価 
Qubit Fluorometer で得られた gDNA 濃度を基に、サンプルを 50ng/μL 程度に蒸

留⽔で希釈した。PCR ⽤の 8 連チューブのすべてのチューブに Genomic DNA 
Buffer を 10μL ずつ分注し、はじめのチューブに Genomic DNA Ladder を 1μＬ加
え、サンプルは 1μL 加えてよく撹拌して卓上遠⼼機で遠⼼して 1 分間静置し、静置
後 Tape station System を⽤いて測定した。 
 
⑧ 腫瘍組織からの gDNA の抽出 
8-1 FFPE のマクロダイセクション 
腫瘍組織は病理医によって HE 染⾊標本の腫瘍部分にマーキングが施されており、

そのマーキングを基に未染⾊標本 10 枚のマクロダイセクションを⾏った。145 例全
てで腫瘍部分の収集を⾏い､⾎液の gDNA を収集できなかった 8 症例は膵正常組織部
分の収集も⾏った。FFPE は 1.5ml のチューブに収集した。gDNA の抽出は
GeneRead DNA FFPE（QIAGEN，Hilden，Germany）を⽤いて⾏った。 
 
8-2 gDNA の抽出 
160μl の脱パラフィン液を加えて 10 秒間撹拌して遠⼼した。56℃で 3 分間インキ

ュベートした後、室温で冷却した。 
55μl の RNase-free water、25μl の Buffer FTB、20μl の Proteinase K を加えてサ

ンプルを撹拌して遠⼼した。 
56℃で 1 時間インキュベートし、その後 90℃で 1 時間インキュベートした。チュ

ーブを遠⼼した後、下層の透明な沈殿を新しい 1.5ml チューブに移し、115μl の
RNase-free water を加えた。 

サンプルに 35μl の UNG を加えて撹拌し、50℃で 1 時間インキュベートした。
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QIAamp MinElute カラム（QIAGEN，Hilden，Germany）を 1.5ml チューブに⼊
れ、カラムの蓋をあけて、20〜40μl の Buffer ATE をメンブレン中央に塗布した。
RNase A を 2μl 加え、室温で 2 分間インキュベートした。 

250μl の Buffer AL をサンプルに加えて撹拌後、250μl エタノール（96-100%）
を加え、撹拌した。 

700μl の溶解液を QIAamp MinElute カラムの縁を濡らさないように移し、16，
000g、室温で 1 分間遠⼼した。遠⼼後、溶解液がメンブレンを完全に通過していない
場合、カラムが空になるまで遠⼼した。 

500μl の Buffer AW1 をカラムに添加し、16，000g、室温で 1 分間遠⼼した。続
いて 500μl の Buffer AW2 をカラムに添加し、同様の条件で遠⼼した。250 μl の
エタノール（96-100%）をカラムに添加し、同様の条件で遠⼼した。カラムを新しい 
1.5ml チューブに⼊れ、同様の条件で遠⼼した。 
 
⑨ 抽出した gDNA の品質評価 
7-1、7-2 と同様に品質評価を⾏った。 

 
⑩ cfTNA のライブラリ構築 

 抽出した cfTNA は Oncomine Pan-cancer cell-free assay（Thermo Fisher 
Scientific，Waltham，USA）を⽤いてシークエンスのライブラリを構築した。 
 
10-1cfTNA の逆転写 
各サンプルと試薬を PCR ⽤ 8 連チューブに以下の表 4 のように加え、チューブに

蓋をして撹拌し以下の表 5 の条件でサーマルサイクラーにかけた。終了後サンプルを
卓上遠⼼機で遠⼼した。 

 
表 4 逆転写に⽤いる試薬とサンプルの量 

Component Volume 
  
SuperScript VILO Master Mix 2.6μL 
各サンプル（20ng まで） ≦10.4μL 
Nuclease free water To 13μL 
計 13μL 
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表 5 逆転写を⾏うサーマルサイクラーの条件 
Temperature Time 
  
42℃ 30min 
85℃ 5min 
10℃ Indefinite 

 
10-2 ターゲットの増幅 
10-1 で使⽤した PCR ⽤ 8 連チューブの蓋を外し、以下の表 6 の試薬を加えた。 

サンプルを撹拌し以下の表 7 の条件でサーマルサイクラーにかけた。サーマルサイク
ラーは 90℃でプレヒートしておいた。終了後サンプルを卓上遠⼼機で遠⼼した。 

 
表 6 ターゲットの増幅に⽤いる試薬とサンプルの量 

Component Volume 
Cell-free total nucleic acid reverse transcription products 13μL 
Oncomine™ Pan-Cancer Cell-Free Panel 2μL 
cfDNA Library PCR Master Mix 15μL 
計 30μL 

 
表 7 ターゲットの増幅を⾏うサーマルサイクラーの条件 

Stage Temperature Time 
Hold 98℃ 1min 
 
 
 
2 cycles 

98℃ 15sec 
64℃ 2min 
62℃ 2min 
60℃ 4min 
58℃ 2min 
72℃ 30sec 

Hold 72℃ 2min 
Hold 4℃ Up to 1 hour 
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10-3 ターゲットアンプリコンの精製 
PCR ⽤ 8 連チューブを遠⼼後、PCR ⽤ 8 連チューブ⽤のマグネットスタンドに置

き、100 µL ピペットを⽤いて各チューブの反応容量を測定し、反応液量が<30 µL 
の場合は Nuclease-free water を加えて各ウェルの容量を 30 µL にした。 

各チューブに 45 µL の Agencourt™ AMPure™ XP Reagent（Thermo Fisher 
Scientific，America）（以下磁気ビーズ）を加え、新しい蓋をした。撹拌後、室温で 
5 分間インキュベートした。 

インキュベート後再度撹拌して 5 分間インキュベートして卓上遠⼼機で遠⼼した。
PCR ⽤ 8 連チューブをマグネットスタンドに置き、5 分間または溶液が透明になるま
でインキュベートした後上清を除去し、150μL の 80％エタノールで磁気ビーズを洗
浄した。 

室温で溶液が透明になるまで 30 秒間インキュベートした後、上清を除去した。再
度 150μL の 80％エタノールで磁気ビーズを洗浄し、室温で溶液が透明になるまで
30 秒間インキュベートした後、上清を除去した。 

PCR ⽤ 8 連チューブをマグネットスタンドに置いたまま、10μL ⽤ピペットで残
ったエタノールを取り除き、室温で 5 分間磁気ビーズを⾵乾した。 

各チューブに 24μL の Low TE buffer を加えて蓋をして撹拌し、室温で 5 分間イ
ンキュベートした。 

PCR ⽤８連チューブを卓上遠⼼機で遠⼼し、マグネットスタンドに移し少なくと
も 2 分間インキュベートした後、上清のうち 23 µL を新しい PCR ⽤ 8 連チューブに
移した。 

 
10-4 バーコード化されたプライマーを⽤いたターゲットアンプリコンの増幅 
シークエンスの際に各サンプルを識別するバーコードを付与してターゲットアンプ

リコンを増幅させるため、各チューブに表 8 のように試薬を加えた。サンプルを撹拌
し以下の表 9 の条件でサーマルサイクラーにかけた。サーマルサイクラーは 90℃で
プレヒートしておく。 

 
表 8 ターゲットの増幅に⽤いる試薬とサンプルの量 

Component Volume 
DNA from the previous procedure 23μL 
Tag Sequencing BC （#1−48） 1μL 
cfDNA Library Primer P1 1μL 
cfDNA Library PCR Master Mix 25μL 
計 50μL 
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表 9 ターゲットの増幅を⾏うサーマルサイクラーの条件 
Stage Temperature Time 
Hold 98℃ 1min 
 
18 cycles 

98℃ 15sec 
64℃ 15sec 
72℃ 15sec 

Hold 72℃ 5min 
Hold 4℃ Indefinite 

 
10-5 バーコード化されたライブラリの精製 
PCR ⽤ 8 連チューブを短時間遠⼼後、PCR ⽤ 8 連チューブ⽤のマグネットスタン

ドに置き、100 µL ピペットを⽤いて各チューブの反応容量を測定し、反応液量が
<50 µL の場合は Nuclease-free water を加えて各ウェルの容量を 50 µL にした。 

各チューブに 57.5 µL の磁気ビーズを加え、新しい蓋をしてよく撹拌し、室温で 5 
分間インキュベートした。 

インキュベート後再度撹拌し 5 分間インキュベートして卓上遠⼼機で遠⼼した。
PCR ⽤ 8 連チューブをマグネットスタンドに置き、5 分間または溶液が透明になるま
でインキュベートし、上清を除去した。150μL の 80％エタノールで磁気ビーズを洗
浄した。 

室温で溶液が透明になるまで 30 秒間インキュベートした後、上清を除去した。再
度 150μL の 80％エタノールで磁気ビーズを洗浄し、室温で溶液が透明になるまで
30 秒間インキュベートした後、上清を除去した。 

PCR ⽤ 8 連チューブをマグネットスタンドに置いたまま、10μL ⽤ピペットで残
ったエタノールを取り除き、室温で 5 分間磁気ビーズを⾵乾した。 

各チューブに 50μL の Low TE buffer を加えてよく撹拌し、室温で 5 分間インキ
ュベートした。 

PCR ⽤８連チューブを卓上遠⼼機で遠⼼しマグネットスタンドに移し少なくとも 2
分間インキュベートした後、上清 50µL 全量を新しい PCR ⽤ 8 連チューブに移し
た。 

 
10-6 バーコード化されたライブラリのサイズセレクト 
PCR ⽤ 8 連チューブを短時間遠⼼し、マグネットスタンドに置いて蓋を外した。 
各チューブに 50 µL の磁気ビーズを加え、新しい蓋をして撹拌し、室温で 5 分間

インキュベートした。 
PCR ⽤ 8 連チューブをマグネットスタンドに置き、5 分間または溶液が透明になる
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までインキュベートし、上清を除去した。150μL の 80％エタノールで磁気ビーズを
洗浄した。 

室温で溶液が透明になるまで 30 秒間インキュベートした後、上清を除去した。 
再度 150μL の 80％エタノールで磁気ビーズを洗浄し、室温で溶液が透明になるま

で 30 秒間インキュベートした後、上清を除去した。 
PCR ⽤ 8 連チューブをマグネットスタンドに置いたまま、10μL ⽤ピペットで残

ったエタノールを取り除き、室温で 5 分間磁気ビーズを⾵乾した。 
各チューブに 30μL の Low TE buffer を加えて蓋をしてよく撹拌させ、室温で 5

分間インキュベートした。 
PCR ⽤８連チューブを卓上遠⼼機で遠⼼してマグネットスタンドに移し少なくと

も 2 分間インキュベートした後、上清の内 28µL をそれぞれ 200μL の保存⽤チュー
ブに移した。 

 
10-7 精製したライブラリの品質評価 
High sensitivity D1000 ScreenTape（Agilent，Santa Clara，USA）による評価を⾏

った。 
PCR ⽤ 8 連チューブのすべてのチューブに High sensitivity D1000 Buffer を 2μL ず
つ分注し、はじめのチューブに High sensitivity D1000 Ladder を 1μＬ、Nuclease 
free water を 1μL 加え、その他のチューブに各サンプルを 2μL 加えて撹拌し、卓上
遠⼼機で遠⼼後 1 分間静置した後、Tape station System を⽤いて測定した。 
 
⑪ 腫瘍組織のライブラリ構築 
腫瘍組織のライブラリは Ion Ampliseq Comprehensive Cancer Panel（Thermo 

Fisher Scientific，Waltham，USA）⽤いて作成した。 
 

11-1 標的 DNA の増幅 
サンプルと試薬を 1.5ml チューブに表 10 のように加えてよく撹拌した。 
PCR ⽤ 8 連チューブを 4 つ⽤意してサンプルを 5μL ずつ分注した。各チューブに

1 種類のプライマーを 5μL ずつ分注した。以下の表 11 の条件でサーマルサイクラー
にかけた。 
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表 10 DNA 増幅に⽤いる試薬とサンプルの量 

Component Volume 
Ion Ampliseq Hifi Mix 9.0μL 
各サンプル（40ng まで） ≦13.5μL 
Nuclease free water To 22.5μL 
計 22.5μL 

 
表 11 DNA の増幅を⾏うサーマルサイクラーの条件 

Stage Temperature Time 
Hold 99℃ 2min 
16 cycles 99℃ 15sec 

60℃ 8sec 
Hold 10℃ Up to 2.5hour 

 
11-2 アンプリコンの部分消化 
4 つの PCR ⽤ 8 連チューブをよく撹拌して卓上遠⼼機で遠⼼した。 

4 つのチューブの各サンプルを 1 つのチューブに集約して、各サンプルに FuPa 
Reagent を 4μL ずつ加えて撹拌し卓上遠⼼機で遠⼼した。表 12 の条件でサーマルサ
イクラーにかけた。 
 

表 12 アンプリコンの部分消化のためのサーマルサイクラーの条件 
Temperature Time 
50℃ 10min 
55℃ 10min 
60℃ 20min 
10℃ Up to 1.0hour 

 
11-3 アダプターの結合 

PCR ⽤ 8 連チューブをよく撹拌して卓上遠⼼機で遠⼼し、表 13 のように各サンプル
に試薬を加えた。表 14 の条件でサーマルサイクラーにかけた。 
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表 13 アダプターの結合に⽤いる試薬とサンプルの量 
Component Volume 
Switch solution 8.0μL 
Xpress barcode adapter mix 4.0μL 
DNA ligase 4.0μL 
各サンプル 44μL 
計 60μL 

 
 表 14 アダプターの結合のためのサーマルサイクラーの条件 

Temperature Time 
22℃ 30min 
68℃ 5min 
72℃ 5min 
10℃ Up to 24hour 

 
11-4 バーコード化されたライブラリの精製 
PCR ⽤ 8 連チューブをよく撹拌して卓上遠⼼機で遠⼼した後、90 µL の磁気ビーズ

を加えて 100μL ⽤のピペットでよく撹拌し、室温で 5 分間インキュベートした。 
インキュベート後マグネットスタンドに置き、さらに 5 分間インキュベートした後

上清を除去した。150μL の 70％エタノールを加えて磁気ビーズを洗浄し、上清を除
去した。再度 150μL の 70％エタノールで磁気ビーズを洗浄した。 

マグネットスタンドに置いたまま上清を除去し、10μL ⽤ピペットで残ったエタノ
ールを取り除き、室温で 5 分間磁気ビーズを⾵乾した。 

マグネットスタンドから外して各チューブに 30μL の Low TE buffer を加えた。20
μL ⽤のピペットで磁気ビーズを撹拌させ、マグネットスタンドに置き室温で 5 分間
インキュベートした。磁気ビーズを吸わないように注意して 28μL を保存⽤チューブ
に移した。 

 
11-5 精製したライブラリの品質評価 
10-7 と同様に⾏った。 

 
⑫ qPCR によるライブラリの定量 

 Ion Library TaqMan™ Quantitation Kit（Thermo Fisher Scientific，Waltham，
USA）を使⽤して、qPCR により各ライブラリの濃度を測定した。 

68 pM の⼤腸菌 DH10B Ion Control Library をコントロールとして使⽤した。コン
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トロールを 10 倍ずつ希釈していき、6.8 pM、0.68 pM、0.068 pM、0.0068 pM、
0.00068 pM とした。 

各サンプルライブラリを以下のように希釈した。2 µL のライブラリを 198 µL の
Nuclease-free water で 100 倍希釈し撹拌後、卓上遠⼼機で遠⼼した。100 倍希釈した
ライブラリ 3µL を 27µL の Nuclease-free water で 1000 倍に希釈して撹拌後、卓上遠
⼼機で遠⼼した。各サンプルライブラリ、コントロール、No Template Control を 96
ウェルプレートに以下の表 15 のように加え、表 16 のように QuantStudio5（Thermo 
Fisher Scientific，Waltham，USA）を⽤いて PCR を⾏った。 
 

表 15 qPCR によるライブラリ定量に⽤いる試薬の量 
Component Volume 
2X TaqMan™ Master Mix 10μL 
20X Ion TaqMan™ Assay 1μL 
1:1000 dilution of the sample 9μL 
計 20μL 

 
表 16 PCR のプロトコル 

Stage Temperature Time 
Hold 50℃ 2min 
Hold 95℃ 20sec 
40Cycles 95℃ 1sec 

60℃ 20sec 
 

PCR で得られたライブラリの濃度を確認し、それぞれ 100pM に希釈した。各サン
プルを 200μL のチューブに 5μL ずつ加えて撹拌して、卓上遠⼼機で遠⼼した。同
様の⼿順で qPCR による定量を⾏った。 
 
⑬ NGS によるシークエンス 
12 で定量したサンプルのライブラリから Ion Chef （Thermo Fisher Scientific，

Waltham，USA）で Ion Chef 540 kit あるいは 550 kit（いずれも Thermo Fisher 
Scientific，Waltham，USA）を⽤いてテンプレートを作成し、Ion GeneStudio S5 
Prime System（Thermo Fisher Scientific，Waltham，USA）でシークエンスした。 
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⑭ 解析 
解析は Torrent Suite Software v5.16 と Ion Reporter v5.16 および v5.18 を⽤いて⾏

った。解析に使⽤したワークフローは、CH 関連変異を評価するため、cfDNA および
バフィーコートには Oncomine TagSeq Pan-Cancer Liquid Biopsy w2.5 を、腫瘍の
gDNA には AmpliSeq CCP w1.2 Tumor-Normal pair をデフォルトパラメータで使⽤
した。ctDNA のバリアントコールのカットオフは 0.065%で、変異アレル数は 2 コピ
ー以上とした。TIA による評価は各患者の腫瘍組織から得られたゲノムプロファイル
とその患者の LBx の変異とを⼀対⼀対応で評価して ctDNA を検出する⼿法であり、
TIA によって腫瘍の変異と⼀致した変異は、変異アレル数が 1 コピーでも ctDNA と
定義した。腫瘍の gDNA から検出された変異のうちカバレッジが 80x 未満の変異は
除外した。また、MAF が 5%以上の変異は、正常組織から検出された⼀塩基多型を除
外した後に陽性と評価された。バフィーコートで検出され、cfDNA で⼀致して検出
された変異は CH 関連変異として評価した。術前化学療法症例が多いため、膵臓癌で
頻繁に変異することが知られている 4 遺伝⼦（KRAS、TP53、SMAD4、CDKN2A）
の変異が検出された場合は、MAF に関係なく 2 コピー以上を陽性と定義した。 
 
⑮ ddPCR 
腫瘍中の KRAS 変異の有無を評価するため、ddPCR KRAS G12/13 スクリーニング

キット（Bio-Rad，Hercules，USA）と QX200 ddPCR システム（Bio-Rad，
Hercules，USA）を⽤いて ddPCR を⾏った。 

表 17 のようにサンプルを調整し、QX200 Droplet Generator（Bio-Rad，
Hercules，USA）⽤のカートリッジの中段にサンプルを添加した。 

 
表 17 ddPCR の試薬量 

Component Volume 
2x ddPCR Supermix for probe （no dUTP） 10μL 
20x multiplex primers/probes（FAM+HEX） 1μL 
gDNA sample+ Nuclease free water 9μL 
計 20μL 

Droplet Generation Oil 70μL をカートリッジの下段に添加し、ガスケットを装着
して QX200 Droplet Generator にカートリッジをおいてドロップレットを作成した。 

カートリッジの上段のウェルに作成されたドロップレットを PCR プレートに移し
てヒートシールを⾏った。ヒートシール後に表 18 のプロトコルで PCR を⾏い
QX200 Droplet Reader（Bio-Rad，Hercules，USA）で解析を⾏った。 
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表 18 ddPCR のプロトコル 
Cycles Temperature Time Ramp Rate 
1 95℃ 10min  

~2℃/sec 40 94℃ 30sec 
55℃ 1min 

1 98℃ 10min 
Hold 4℃ Infinite ~1℃/sec 

変異が検出されなかった症例については、さらに ddPCR KRAS Q61 multi 
screening kit（Bio-Rad，America）を⽤いて、同じプロトコルで ddPCR を⾏った。2
回の ddPCR で変異が検出されなかった症例を KRAS wild と定義した。NGS で Q61
変異が検出された症例は、ddPCR KRAS G12/13 スクリーニングキットの結果にかか
わらず、ddPCR KRAS Q61 マルチスクリーニングキットで評価した。すべての症例
において、10 ng の gDNA を⽤いて ddPCR を⾏った。陽性症例は陽性滴数が 2 滴以
上、MAF が 0.1％以上と定義した。 
 
⑯ 統計解析 

 すべての統計解析は JMP Pro version 17.0 を⽤いて⾏った。Fisher の正確検定を⽤
いて病理学的情報と ctDNA 検出の有無、LBx のみと TIA での ctDNA の検出を⽐較
した。⽣存曲線は Kaplan-Meier 法で分析し、ログ・ランク検定を⽤いて検討した。
すべての解析は p<0.05 を統計学的有意差があると判断した。 
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実験結果 
 

① 145 症例の臨床病理学的特徴 
145 症例の臨床病理学的特徴を表 19 にまとめた。145 症例のうち、71 症例（neo 

adjuvant therapy : NAT 開始前：38 症例、⼿術先⾏： 33 症例）が治療介⼊前にサン
プルが採取され、74 症例が NAT 後に採取された。評価期間中（範囲：1-36 ヵ⽉）
に臨床的に再発と診断された患者は 145 ⼈中 62 症例（42.8％）であった。NAT を受
けた 112 症例のうち 59 症例（52.7％）が resectable、38 症例（33.9％）が
borderline resectable、15 症例（13.3％）が unresectable に分類された。⼿術先⾏症
例は、全症例が resectable であった。 

 
 

表 19 145 例の臨床病理学的特徴 
Characteristics No. of patients（%） 
 Sex   
 Male  75（51.7%） 
 Female  70（48.3%） 
 Age    
 Median（range）  71（50-86） 
 Neoadjuvant therapy   
  Yes  112（77.2%） 
  No  33（22.8%） 
Preoperative CA19-9（U/mL）（N=140）   
 <37  54（38.6%） 
 ≧37  86（61.4%） 
 Tumor location   
 Head  99（68.3%） 
 Body  36（24.8%） 
 Tale  10（6.9%） 
Resectability   
 Resectable  92（63.4%） 
 Borderline resectable  38（26.2%） 
 Unresectable  15（10.3%） 
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 UICC pT Stage   
 Tis  7（4.9%） 
 T1   48（33.1%） 
 T2  64（44.1%） 
 T3  26（17.9%） 
 Lymph node metastasis   
 Negative  73（50.3%） 
 Positive  72（49.7%） 
 Metastasis    
 Negative    135（93.1%） 
 Positive  10（6.9%）  
 UICC Stage   
 0  7（4.9%） 
 I  54（37.2%） 
 II  58（40.0%） 
 III  16（11.0%） 
 IV  10（6.9%） 
Recurrence   
 Yes 62（42.8%） 
 No 83（57.2%） 

 

② 腫瘍組織のゲノムプロファイリング 
145 症例中 6 症例が NGS による変異検出のカットオフ値を満たさなかった。本検

討で得られた変異頻度が⾼い上位 10 遺伝⼦のオンコプロットを図 1 に⽰す。上位 4
遺伝⼦は膵臓癌において⾼頻度に変異することが知られている KRAS（112/145、
77.2％）、TP53（76/145、52.4％）、SMAD4（25/145、17.2％）、CDKN2A
（12/145、8.3％）であった。 

KRAS は ddPCR でも評価した（表 20）。145 症例中 128 症例 （88.2%） が 
KRAS G12/13 変異を有していた。KRAS G12/13 変異が陰性であった 17 症例のう
ち 5 症例で KRAS Q61 変異を認めたため、ddPCR では 145 症例中 133 症例
（91.7％）で KRAS 変異が検出された。 
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図 1 145 症例の変異頻度上位 10 遺伝⼦のオンコプロット 
NGS で検出された変異をオレンジで、ddPCR で検出された KRAS を紫で⽰してい
る。 
 

表 20 ddPCR での KRAS 検出 

Parient 
Type of KRAS 

screening Kit 
Droplets 

Positive 

droplets 

Negative 

droplets 
MAF （%） KRAS status 

H001 G12/13 8,472 274 1,260 17.86% positive 

H002 G12/13 8,793 100 1,855 5.12% positive 

H003 G12/13 12,358 25 1,118 2.19% positive 

H004 G12/13 9,246 557 2,361 19.09% positive 

H006 G12/13 8,497 221 2,128 9.41% positive 

H007 G12/13 9,982 506 2,127 19.22% positive 

H008 G12/13 9,910 133 1,365 8.88% positive 

H010 G12/13 9,110 89 894 9.05% positive 

H012 G12/13 11,141 95 2,238 4.07% positive 

H017 
G12/13 11,174 1 1,624 0.06% negative 

Q61 8,561 84 1,196 6.56% positive 

H018 G12/13 10,215 50 1,523 3.18% positive 

H020 G12/13 11,397 27 2,221 1.20% positive 

H021 G12/13 9,275 150 757 16.54% positive 

H023 G12/13 10,752 30 1,505 1.95% positive 

H024 
G12/13 12,051 1 1,853 0.05% negative 

Q61 10,219 145 1,798 7.46% positive 
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H025 G12/13 13,045 363 2,414 13.07% positive 

H026 
G12/13 9,916 2 2,296 0.09% negative 

Q61 9,537 0 2,395 0.00% negative 

H030 G12/13 10,186 34 1,985 1.68% positive 

H032 G12/13 10,692 82 1,880 4.18% positive 

H033 G12/13 8,332 714 2,732 20.72% positive 

H034 G12/13 10,433 42 1,711 2.40% positive 

H035 G12/13 12,184 37 1,344 2.68% positive 

H036 G12/13 11,708 457 1,449 23.98% positive 

H037 G12/13 11,356 187 2,941 5.98% positive 

H041 G12/13 8,920 409 1,845 18.15% positive 

H045 G12/13 12,245 182 3,927 4.43% positive 

H047 G12/13 7,943 175 962 15.39% positive 

H049 G12/13 8,740 72 1,223 5.56% positive 

H051 G12/13 9,375 79 1,398 5.35% positive 

H054 G12/13 8,562 57 1,408 3.89% positive 

H059 G12/13 8,281 30 974 2.99% positive 

H061 G12/13 8,305 69 796 7.98% positive 

H066 
G12/13 8,307 0 1,101 0.00% negative 

Q61 10,047 0 1,989 0.00% negative 

H067 G12/13 8,610 67 1,297 4.91% positive 

H070 
G12/13 6,784 1 1,883 0.05% negative 

Q61 9,245 1 2,569 0.04% negative 

H071 G12/13 6,738 48 922 4.95% positive 

H075 G12/13 9,550 558 3,150 15.05% positive 

H076 G12/13 8,320 84 1,069 7.29% positive 

H077 G12/13 9,125 215 1,053 16.96% positive 

H078 G12/13 8,647 263 1,780 12.87% positive 

H080 G12/13 12,085 82 2,490 3.19% positive 

H081 G12/13 10,736 85 1,310 6.09% positive 

H084 
G12/13 12,294 1 3,766 0.03% negative 

Q61 9,677 0 3,856 0.00% negative 

H086 
G12/13 9,128 0 942 0.00% negative 

Q61 11,055 29 1,143 2.47% positive 

H087 G12/13 11,015 3 1,734 0.17% positive 
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H089 
G12/13 9,075 1 1,029 0.10% negative 

Q61 9,819 118 1,033 10.25% positive 

H091 G12/13 9,471 246 873 21.98% positive 

H092 G12/13 9,145 244 1,426 14.61% positive 

H094 G12/13 9,500 678 2,221 23.39% positive 

H095 G12/13 12,800 7 1,810 0.39% positive 

H100 G12/13 9,273 46 1,543 2.89% positive 

H102 G12/13 10,441 70 1,243 5.33% positive 

H104 G12/13 9,027 115 2,273 4.82% positive 

H105 G12/13 6,165 99 1,678 5.57% positive 

H106 G12/13 6,321 110 1,120 8.94% positive 

H108 G12/13 10,098 321 1,958 14.09% positive 

H113 
G12/13 10,187 2 2,201 0.09% negative 

Q61 10,469 0 2,383 0.00% negative 

H116 G12/13 7,282 45 737 5.75% positive 

H117 G12/13 6,653 106 956 9.98% positive 

H118 G12/13 8,690 147 1,403 9.48% positive 

H119 G12/13 7,836 102 1,393 6.82% positive 

H123 G12/13 9,225 709 2,351 23.17% positive 

H124 G12/13 7,924 116 2,301 4.80% positive 

H126 G12/13 7,651 90 1,128 7.39% positive 

H127 G12/13 8,894 260 1,359 16.06% positive 

H128 G12/13 10,587 10 2,222 0.45% positive 

H130 G12/13 6,994 64 634 9.17% positive 

H134 
G12/13 7,676 1 704 0.14% negative 

Q61 10,616 0 968 0.00% negative 

H136 G12/13 8,433 123 2,258 5.17% positive 

H142 G12/13 8,540 191 1,893 9.17% positive 

H143 G12/13 10,048 37 1,721 2.10% positive 

H144 G12/13 8,059 187 1,355 12.13% positive 

H145 G12/13 8,820 110 1,305 7.77% positive 

H149 G12/13 8,144 108 1,209 8.20% positive 

H152 G12/13 8,617 406 1,492 21.39% positive 

H155 G12/13 9,531 80 1,322 5.71% positive 

H157 G12/13 9,253 102 596 14.61% positive 
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H158 G12/13 7,084 277 2,739 9.18% positive 

H163 G12/13 10,573 38 1,578 2.35% positive 

H173 G12/13 10,413 272 1,575 14.73% positive 

H175 G12/13 10,169 71 1,330 5.07% positive 

H176 G12/13 12,656 313 1,161 21.23% positive 

H177 G12/13 10,770 300 958 23.85% positive 

H178 G12/13 11,946 671 2,191 23.45% positive 

H181 G12/13 10,548 89 1,294 6.44% positive 

H182 G12/13 11,491 141 1,459 8.81% positive 

H185 G12/13 7,851 69 1,970 3.38% positive 

H187 G12/13 7,419 36 1,787 1.97% positive 

H193 G12/13 8,497 77 1,024 6.99% positive 

H195 G12/13 8,029 11 1,274 0.86% positive 

H201 G12/13 10,038 23 2,939 0.78% positive 

H205 G12/13 10,343 528 2,747 16.12% positive 

H207 G12/13 10,203 217 3,144 6.46% positive 

H208 G12/13 11,175 160 3,239 4.71% positive 

H209 G12/13 13,147 442 3,691 10.69% positive 

H211 G12/13 12,563 335 3,689 8.33% positive 

H212 
G12/13 12,043 1 4,601 0.02% negative 

Q61 11,419 1,302 4,421 22.75% positive 

H213 G12/13 12,181 386 2,527 13.25% positive 

H214 
G12/13 12,779 0 3,249 0.00% negative 

Q61 12,242 0 4,954 0.00% negative 

H215 G12/13 10,552 20 2,306 0.86% positive 

H216 G12/13 12,727 322 3,176 9.21% positive 

H217 G12/13 11,025 93 3,345 2.71% positive 

H218 
G12/13 8,502 0 2,189 0.00% negative 

Q61 10,734 0 2,903 0.00% negative 

H219 G12/13 9,907 310 3,105 9.08% positive 

H221 G12/13 12,323 469 3,937 10.64% positive 

H222 G12/13 6,695 540 2,330 18.82% positive 

H224 G12/13 12,397 19 1,665 1.13% positive 

H225 
G12/13 7,993 0 1,634 0.00% negative 

Q61 11,688 0 3,080 0.00% negative 
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H226 G12/13 11,909 525 2,595 16.83% positive 

S003 G12/13 9,882 167 2,752 5.72% positive 

S004 
G12/13 11,738 11 2,524 0.43% positive 

Q61 9,363 77 1,662 4.43% positive 

S005 G12/13 10,987 166 2,118 7.27% positive 

S008 G12/13 11,491 198 2,531 7.26% positive 

S009 G12/13 8,331 425 1,193 26.27% positive 

S012 
G12/13 14,107 0 3,513 0.00% negative 

Q61 10,981 0 2,602 0.00% negative 

S018 G12/13 12,180 62 1,896 3.17% positive 

S023 G12/13 10,657 223 1,786 11.10% positive 

S025 G12/13 10,794 144 1,925 6.96% positive 

S026 G12/13 13,894 295 3,276 8.26% positive 

S032 G12/13 9,179 140 739 15.93% positive 

S036 G12/13 11,733 130 2,591 4.78% positive 

S043 G12/13 9,036 72 2,307 3.03% positive 

S044 G12/13 10,199 268 3,174 7.79% positive 

S048 G12/13 9,102 658 2,220 22.86% positive 

S058 G12/13 9,909 614 1,799 25.45% positive 

S064 G12/13 10,148 5 2,656 0.19% positive 

S067 G12/13 9,274 238 3,009 7.33% positive 

S071 G12/13 10,473 27 1,764 1.51% positive 

S072 
G12/13 9,527 0 1,840 0.00% negative 

Q61 10,856 0 2,631 0.00% negative 

S073 G12/13 11,123 1,300 3,008 30.18% positive 

S078 G12/13 10,667 1,131 3,373 25.11% positive 

S082 G12/13 11,343 226 2,447 8.45% positive 

S086 G12/13 11,191 398 5,908 6.31% positive 

S092 G12/13 10,640 634 1,958 24.46% positive 

S096 
G12/13 10,582 1 3,476 0.03% negative 

Q61 9,542 0 2,707 0.00% negative 

S102 G12/13 10,903 309 2,840 9.81% positive 

S123 G12/13 12,135 290 4,687 5.83% positive 

S126 G12/13 9,200 77 4,842 1.57% positive 

S130 G12/13 13,231 2,659 3,557 42.78% positive 
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S131 G12/13 13,845 8 3,443 0.23% positive 

S136 G12/13 12,840 434 4,626 8.58% positive 

S139 G12/13 11,508 21 2,983 0.70% positive 

S142 G12/13 10,488 40 3,068 1.29% positive 

S146 G12/13 12,882 3 3,538 0.08% positive 

S155 G12/13 12,991 66 2,854 2.26% positive 

 
③ NGS と ddPCR での KRAS 変異の検出の⽐較 
145 症例中 107 症例（73.8％） で⼀致した変異が検出された。（表 21） 

検出された MAF の中央値は、NGS で 9.2％（2.2％〜38.2％）、ddPCR で 8.5％
（1.6％〜42.8％）であった。さらに、NGS と ddPCR による MAF は⾼い相関を認め
た。（R2 = 0.82）（図 2）。  

以上から TIA に利⽤できる LBx の遺伝⼦パネルで検出可能な変異は、NGS で 121
症例（83.4%）、ddPCR では 133 症例（91.7%） の症例で検出され、NGS と
ddPCR を組み合わせることで TIA に利⽤可能な変異は 139 症例（95.8%）で検出さ
れた。 

 
表 21 NGS と ddPCR で⼀致して検出された KRAS 変異 

Parient Mutation ID 

ddPCR NGS 

MAF （%） MAF （%） 

H001 p.G12D 17.9% 22.2% 

H002 p.G12A 5.1% 4.2% 

H004 p.G12D 19.1% 16.5% 

H007 p.G12D 23.7% 14.3% 

H008 p.G12C 8.9% 8.2% 

H010 p.G12D 9.1% 14.2% 

H012 p.G12R 4.1% 2.5% 

H017 p.Q61H 6.6% 4.7% 

H018 p.G12V 3.2% 9.2% 

H021 p.G12V 16.5% 19.7% 

H023 p.G12V 2.0% 2.2% 

H024 p.Q61H 7.5% 7.7% 

H025 p.G12D 13.1% 15.6% 

H030 p.G12V 1.7% 2.4% 
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H032 p.G12D 4.2% 5.2% 

H033 p.G12D 20.7% 23.0% 

H035 p.G12D 2.7% 2.7% 

H036 p.G12D 24.0% 22.1% 

H037 p.G12V 6.0% 6.1% 

H041 p.G12D 18.1% 26.1% 

H045 p.G12C 4.4% 6.5% 

H047 p.G12D 15.4% 19.6% 

H049 p.G12D 5.6% 5.7% 

H051 p.G12V 5.3% 9.1% 

H054 p.G12V 3.9% 2.4% 

H059 p.G12D 3.0% 2.2% 

H061 p.G12V 8.0% 8.5% 

H067 p.G12C 4.9% 6.2% 

H071 p.G12R 4.9% 5.0% 

H075 p.G12R 15.0% 14.0% 

H076 p.G12D 7.3% 3.4% 

H077 p.G12D 17.0% 19.4% 

H078 p.G12R 12.9% 9.6% 

H081 p.G12V 6.1% 8.7% 

H086 p.Q61R 2.5% 3.5% 

H089 p.Q61H 10.3% 11.6% 

H091 p.G13D 22.0% 13.8% 

H092 p.G12R 14.6% 13.0% 

H094 p.G12V 23.4% 19.4% 

H100 p.G12D 2.9% 8.4% 

H102 p.G12D 5.3% 5.7% 

H105 p.G12V 5.6% 5.9% 

H106 p.G12V 8.9% 6.6% 

H116 p.G12D 5.8% 6.2% 

H117 p.G12D 10.0% 6.7% 

H118 p.G12D 9.5% 9.3% 

H119 p.G12D 6.8% 9.5% 

H123 p.G13D 23.2% 26.9% 

H124 p.G12D 4.8% 3.0% 
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H126 p.G12D 7.4% 5.8% 

H127 p.G12V 16.1% 13.3% 

H130 p.G12D 9.2% 7.6% 

H136 p.G12V 5.2% 6.1% 

H142 p.G12D 9.2% 10.8% 

H144 p.G12V 12.1% 22.1% 

H145 p.G12V 7.8% 7.3% 

H149 p.G12C 8.2% 6.6% 

H152 p.G12R 21.4% 19.9% 

H155 p.G12D 5.7% 3.2% 

H157 p.G12D 14.6% 23.6% 

H158 p.G12V 9.2% 11.5% 

H163 p.G12A 2.4% 3.6% 

H173 p.G12D 14.7% 19.4% 

H175 p.G12V 5.1% 4.1% 

H176 p.G12D 21.2% 26.2% 

H177 p.G12D 23.8% 20.6% 

H178 p.G12C 23.4% 22.9% 

H181 p.G12R 6.4% 3.9% 

H182 p.G12D 8.8% 11.3% 

H185 p.G12V 3.4% 3.4% 

H193 p.G12V 7.0% 2.4% 

H205 p.G12V 16.1% 15.5% 

H207 p.G12V 6.5% 4.8% 

H208 p.G12V 4.7% 6.3% 

H209 p.G12D 10.7% 10.9% 

H211 p.G12V 8.3% 10.8% 

H212 p.Q61H 22.8% 18.4% 

H213 p.G12V 13.3% 10.7% 

H216 p.G12V 9.2% 7.8% 

H217 p.G12D 2.7% 3.5% 

H219 p.G12D 9.1% 7.4% 

H221 p.G12D 10.6% 15.7% 

H222 p.G12D 18.8% 21.0% 

H226 p.G12D 16.8% 17.9% 
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S003 p.G12D 5.7% 8.5% 

S004 p.Q61H 4.4% 3.0% 

S005 p.G12D 7.3% 4.5% 

S008 p.G12D 7.3% 13.4% 

S009 p.G12D 26.3% 37.6% 

S018 p.G12D 3.2% 4.6% 

S023 p.G12R 11.1% 15.8% 

S025 p.G12D 7.0% 9.6% 

S026 p.G12V 8.3% 6.0% 

S036 p.G12R 4.8% 7.0% 

S044 p.G12V 7.8% 5.3% 

S048 p.G12V 22.9% 31.5% 

S058 p.G12D 25.4% 29.8% 

S067 p.G12V 7.3% 9.8% 

S073 p.G12V 30.2% 34.5% 

S078 p.G12V 25.1% 28.9% 

S082 p.G12D 8.5% 10.3% 

S092 p.G12V 24.5% 19.2% 

S102 p.G12R 9.8% 11.8% 

S123 p.G12D 5.8% 8.4% 

S126 p.G12V 1.6% 3.1% 

S130 p.G12D 42.8% 38.2% 

S136 p.G12D 8.6% 15.6% 
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図 2 NGS と ddPCR で検出された KRAS 変異の MAF の相関 
 
 
④ 腫瘍のゲノムプロファイリングと再発予測 

 腫瘍のゲノムプロファイリングで検出された KRAS、TP53、SMAD4、CDKN2A
と再発の Kaplan-Meier 曲線を図 3 に⽰す。TP53 が検出された症例のみ再発と有意
に関連があった（p=0.0245）。KRAS とそれぞれの変異の有無でも検討したが有意な
差は認めず KRAS と CDKN2A 変異を併せ持つ症例が再発しやすい傾向（p=0.0971）
があるのみであった（図 4）。 
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図 3 腫瘍組織における KRAS、TP53、SMAD4、CDKN2A 変異と再発の関係 
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図 4 腫瘍組織における KRAS と TP53、SMAD4、CDKN2A 共存変異と再発の関 
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⑤ LBx での変異検出 
LBx で検出された変異のオンコプロットを図 5 に⽰す。LBx のみの評価では、145

症例中 51 症例（35.2％）に変異が検出された。TIA を⽤いることで 145 症例中 69 症
例（47.6%）に検出率が上昇した（図 6）。 

サンプル採取が治療介⼊前の 71 症例では TIA によって有意に変異検出率が向上し
たが、治療介⼊後の 74 症例では有意差を認めなかった（図 6）。KRAS は治療介⼊前
の症例の⽅が有意に検出された（図 7）。検出された KRAS を表 22 に⽰す。 

また、TNM 分類と ctDNA の関係を評価すると、M 因⼦のみが ctDNA の検出と関
連していた（図 8）。 
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図 5 145 症例の LBx でのオンコプロット 

LBx のみで検出された変異を⽔⾊、腫瘍と⼀致した変異を深緑、特に ddPCR での
み検出され⼀致した変異を⻘で⽰す。 
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図 6 TIA 有無別の LBx での変異検出率 

全症例、治療介⼊前、治療介⼊後のそれぞれの LBx のみ、TIA を⽤いた変異検出
率を⽰す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 KRAS ctDNA の検出率 
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図 8 TNM 分類と ctDNA 検出率 

T 因⼦、N 因⼦、M 因⼦それぞれの TIA を⽤いた ctDNA 検出率を⽰す。 
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表 22 NGS で検出された KRAS ctDNA 

Patient Group Gene Mutation ID MAF（%） 

H010 Upfront surgery KRAS p.G12D 0.02% 

H018 Before NAT KRAS p.G12V 0.04% 

H025 Upfront surgery KRAS p.G12D 0.05% 

H034 Before NAT KRAS p.G12V 0.05% 

H037 After NAT KRAS p.Q61H 0.13% 

H087 Upfront surgery KRAS p.G12V 0.07% 

H102 Before NAT KRAS p.G12D 0.02% 

H105 Before NAT KRAS p.G12V 0.15% 

H123 Upfront surgery KRAS p.G13D 0.08% 

H130 Upfront surgery KRAS p.G12D 0.02% 

H145 After NAT KRAS p.G12V 0.08% 

H152 Before NAT KRAS p.G12R 0.04% 

H175 Before NAT KRAS p.G12V 0.08% 

H178 Before NAT KRAS p.G12C 0.66% 

H187 After NAT KRAS p.G12S 0.02% 

H212 Upfront surgery KRAS p.Q61H 0.24% 

H221 Upfront surgery KRAS p.G12D 0.02% 

S004 Upfront surgery KRAS p.V14I 0.10% 

S048 Before NAT KRAS p.G12V 0.08% 

S067 After NAT KRAS p.G12V 0.64% 

S078 Before NAT KRAS p.G12V 0.03% 

S092 Before NAT KRAS p.G12V 0.05% 

S123 After NAT KRAS p.G12D 0.05% 

S130 After NAT KRAS p.G12D 0.08% 

S142 Before NAT KRAS p.G12C 0.06% 
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⑥ ctDNA と再発予測 
 LBx のみと TIA での ctDNA 検出と再発の Kaplan-Meier 曲線を図 9 に⽰す。
ctDNA 検出と再発に関連を認めなかった。（p=0.6638、p=0.5283） 

次に腫瘍と LBx で⼀致した ctDNA のみを対象とすると、ctDNA 陽性症例は
ctDNA 陰性症例よりも有意に再発を認めた。（図 10） 
⼀致した ctDNA のみを対象としても KRAS 以外の⼀致では再発と関連を認めなかっ
た（p=0.4746）。また、KRAS は⼀致の有無に関わらず KRAS ctDNA 陽性であれば有
意に予後不良であった（p=0.0082）（図 11）。 
さらに KRAS と TP53 を併せ持つ症例は⾮常に予後が悪いことが⽰唆された
（p<0.0001）（図 12）。 
 腫瘍マーカーである CA19-9 との⽐較検討では、CA19-9 単独では再発しやすい傾
向を⽰すまでであったが、ctDNA と CA19-9 を組み合わせることで、ctDNA 陽性か
つ CA19-9 が基準値以上の症例は再発リスクが⾼いことが⽰された（図 13）。 
 
 

図 9  LBx のみと TIA での ctDNA 検出と再発の関連 
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図 10 TIA で⼀致した ctDNA と再発の関連 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 11 KRAS の有無と再発との関連 
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図 12 TIA で⼀致した KRAS のみと KRAS と TP53 を併せ持つ症例の予後について 
 
 

 
図 13 CA19-9 と TIA で⼀致した ctDNA との再発の関連 
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考察 
 

本研究では膵臓癌における LBx の有⽤性を明らかにすべく、145 の膵臓癌切除症例
を対象に 409 のがん関連遺伝⼦を対象とした遺伝⼦パネル、52 のがん関連遺伝⼦を
対象とした遺伝⼦パネルの 2 つを⽤いたターゲットシークエンス、KRAS を対象とし
た ddPCR を⾏った。その結果 LBx 単独ではなく TIA を⽤いる⽅が変異の検出率向
上と予後の予測に有⽤であることが⽰された。 
 先に述べたように膵臓癌では ctDNA の検出率は低く、膵臓癌の腫瘍体積が少ない
ことによる腫瘍細胞含有量が少ないこと（Strijker et al，2020）や膵臓癌の⽣物学的
特徴によって ctDNA が⾎中に放出されにくいことが知られている（Neesse et al，
2019；Sivapalan et al，2021）。そのため MAF が低い変異や変異数が 1 コピーしかな
い変異は、ctDNA ではなくシークエンスエラーによる偽陽性の変異や cfDNA 由来の
変異である可能性があり、LBx のみでの評価では解析の信頼性が低下する可能性が考
えられた。そのため本検討では、変異頻度の低い ctDNA の検出率を⾼めるために分
⼦バーコードを⽤いたターゲットシークエンス、TIA による解析を⾏ったが、145 症
例全体での ctDNA 検出率は 35.2%（51/145）と低く、先⾏研究と同程度であり
（Guo et al，2020）、TIA でも ctDNA 検出率は 47.6%（69/145）と低かった。しか
し、図 6 で⽰したように治療介⼊の有無で症例を分けて検討すると、介⼊前の症例に
よる LBx のみの評価では ctDNA 検出率が低かったが（39.4％）、TIA を⾏うことで
有意に ctDNA 検出率が向上（57.7％）した。⼀⽅治療介⼊後の症例では TIA でも
ctDNA 検出率の有意な向上を認めなかった。また、図 7 で⽰すように治療介⼊後の
症例では治療介⼊前の症例と⽐べ KRAS 検出率が有意に低かった。この結果から
KRAS ctDNA は術前治療によって消失していると考えられ、画像検査、腫瘍マーカ
ーのみならず、ctDNA ダイナミクスも術前治療の効果判定に有⽤である可能性が⽰
された。そのため治療介⼊前後でのサンプル解析が重要である。 
 膵臓癌において KRAS は 90％以上の症例で変異しており、その多くがコドン G12
と Q61 であることが知られている（The Cancer Genome Atlas Research Network， 
2017）。本検討の NGS 解析では腫瘍中の KRAS は 77.2％と検出率が低かった。その
ためより感度の⾼い ddPCR でも KRAS の有無を評価したところ、91.7％の症例で
KRAS の変異が確認された。検出された変異の変異頻度は NGS と ddPCR の間で⾼
い相関を認めており、KRAS の評価は ddPCR の併⽤が有⽤と考えられた。NGS での
KRAS 変異検出率が低かったことは、腫瘍のゲノムプロファイリングには切除検体を
⽤いており、多くの症例（77.2％）が術前治療を施⾏していたため、治療によって
KRAS が消失、あるいは検出感度以下まで変異頻度が低下したためと考えられた。ま
た、腫瘍組織においては TP53 変異のみが再発と有意な関連を⽰した。既報において
も TP53 変異は予後不良因⼦であることが⽰されている（Zhang et al，2021）。ま
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た、図 14 で⽰すように TP53 変異の検出は PanIN から膵臓癌への進⾏に寄与してお
り（Guo et al，2016）、腫瘍組織における TP53 変異を有する症例は、TP53 変異の
ない症例と⽐べ、膵臓癌が進⾏している可能性が考えられた。 
図 14 膵臓癌の遺伝的発癌モデル（Guo et al，2016） 

膵臓癌の発癌において正常細胞から PanIN へと進⾏する際に KRAS、CDKN2A 変異
が⽣じ、膵臓癌へ進⾏する際に TP53、SMAD４が関連している。 
 

KRAS 変異との共存変異で評価した場合においては CDKN2A 変異のみ再発しやす
い傾向を認めた。Doyle らは腫瘍組織において CDKN2A 変異を有する症例のみが有
意に全⽣存率に関連があることを⽰しており（Doyle et al，2019）、膵臓癌では TP53
と同様に CDKN2A も腫瘍の進⾏度と関連が⾼い可能性が考えられた。 

TIA を⽤いたか否かに関わらず、LBx で検出された ctDNA すべてを対象とした場
合、ctDNA 検出と再発に関連を認めなかった。これは⾎液中の cfDNA を完全に除外
できず ctDNA の選択性が低くなっているためと考えられる。そこで TIA で⼀致した
変異は確実に ctDNA であるため、これらを対象として評価すると再発と有意な関連
を認めた。しかし、TIA で⼀致した ctDNA を対象としても KRAS を除いた場合、再
発との関連を認めなかった（図 11）。KRAS は検出された 25 症例のうち 2 症例を除
いた 23 症例が TIA で⼀致した ctDNA であったため、KRAS 単独での再発リスク評
価では LBx のみで検出された ctDNA を含めても再発と関連を認めた。さらに症例数
は少ないが KRAS と TP53 の ctDNA を併せ持つ症例は 7 症例と少ないものの、術後
から再発までの観察期間中央値で 85 ⽇（61-439 ⽇）であり、⾮常に予後不良であっ
た。本検討の結果から ctNA の内、最も予後に関与しているのは KRAS であることが
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⽰された。本検討は術前サンプルを⽤いた解析であるため、術前の LBx によって
KRAS ctDNA が検出された症例では、KRAS ctDNA の陰性化を確認できるまで NAT
を継続する、また KRAS ctDNA 陰性症例では、NAT をせずに早期に⼿術を⾏うとい
うように⼿術までの治療戦略の決定に LBx による KRAS ctDNA の評価が有⽤である
ことが⽰された。また、TP53 ctDNA 検出を評価することで予後予測の精度向上が⽰
唆されたが、本検討の結果、NGS と ddPCR の検査の簡便さ、ランタイム、感度、費
⽤対効果を考えた際に NGS による遺伝⼦パネル評価ではなく ddPCR による KRAS
評価が良いと考えられた。 

腫瘍マーカーである CA19-9 が術前に基準値である 37 以上であった症例は CA19-9
が測定されていた 140 症例中 86 症例（61.4%）であった。これは TIA による ctDNA
検出率よりも⾼かった。しかし基準値をカットオフとして CA19-9 と再発の関連を評
価すると、再発しやすい傾向を⽰すにとどまった（図 13）。これは基準値をカットオ
フとすると CA19-9 が腫瘍⾃体によって上昇したものだけではなく、腫瘍による胆道
狭窄や胆管炎などの⾮腫瘍原性の CA19-9 による上昇も含まれているためと考えられ
た。TIA による評価と CA19-9 の測定を組み合わせることで、再発リスクが⾼い症例
を選別することが可能であった。また、図 14 にあるように CA19-9 が基準値以下の
症例においても ctDNA が検出されている。CA19-9 は Lewis 抗原陰性のため上昇し
ない症例もあることため、LBx による ctDNA の評価は Lewis 抗原陰性症例において
も病勢の評価が可能になるため有⽤と思われる。 

本検討の課題として腫瘍のゲノムプロファイリングが切除検体であることがあげら
れる。術後化学療法については切除検体から得られた情報を基に化学療法を選択でき
るが、術前に得られるサンプルは⾎液のほか膵液、⽣検組織となる。膵液を⽤いた
LBx の報告は散⾒され、Choi ら（Choi et al，2019）は膵臓癌患者 21 症例の切除検
体と、術中に主膵管から採取した膵液のゲノムプロファイリングを⾏い、膵液から
21 症例中 20 症例（95％）で KRAS 変異が検出され、17 症例（80％）で複数の
KRAS 変異が検出された。また、18 症例（86％）が腫瘍組織と⼀致した KRAS 変異
であった。内視鏡的逆⾏性胆管膵管造影（endoscopic retrograde 
cholangiopancreatography：ERCP）で採取した膵液の ddPCR で KRAS ctDNA が検
出可能であることも報告されている（Okada et al，2018）。また、Wang ら（Wang et 
al，2022）は超⾳波内視鏡下穿刺吸引法（endoscopic ultrasound-guided fine-needle 
aspiration：EUS-FNA）で採取した⽣検組織 105 症例のうち、85 症例（81％）から
KRAS 変異が検出されたと報告している。本検討で LBx の評価に⽤いた遺伝⼦パネル
は市販の汎癌遺伝⼦パネルであり、CDKN2A が含まれていない。NGS の評価も膵臓
癌に特化したカスタムパネルを作成・利⽤することで、検査の感度・費⽤を改善する
ことができる可能性があるため検討の余地がある。 

また、本検討は NGS 解析に多くのサンプル量を使⽤しているため、LBx サンプル
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では ddPCR を⾏うことができなかった。ddPCR を⾏うことで KRAS の検出率が向
上する可能性があるため、さらなる検討が望まれる。 
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総括および結論 
 

① 本研究から得られた新知⾒ 
・TIA を⾏うことで LBx による ctDNA 検出率を向上させることが可能であった。 
・NGS と ddPCR で検出された KRAS 変異の検出には⾼い相関が⾒られた。 
・TIA での評価で、治療介⼊前サンプルは ctDNA 検出率が有意に⾼くなったが、治
療介⼊後サンプルでは、ctDNA 検出率に有意差を認めなかった。 
・TP53 ctDNA は KRAS とあわせ持つことで予後と関連を認めたが、膵臓癌におい
て単独の検出で予後に関与しているのは KRAS のみであった。 
 
② 新知⾒の意義 

これまで膵臓癌における LBx の評価は、ddPCR による KRAS 単独の評価が主流で
あり、NGS による評価が少なく KRAS 以外の ctDNA と予後との関連について明らか
ではない部分があった。本検討により、膵臓癌における ctDNA と予後との関連が明
らかになり、KRAS ctDNA のみが単独で予後と関連を認めたため、LBx での評価は
NGS ではなく ddPCR による KRAS ctDNA の評価が有⽤で、LBx は膵臓癌の治療戦
略決定に利⽤可能であることが⽰された。 

 
③ 本研究で得られた新知⾒に基づく今後の研究の展開 

術後早期に複数のタイムポイントのサンプルを収集し、ddPCR によって KRAS 
ctDNA を評価することで微⼩残存病変の評価が可能となる。また治療後のサンプル
を⽤いた縦断的モニタリングによって ctDNA の検出と画像再発までのリードタイム
の評価も可能となり、KRAS ctDNA による再発の早期発⾒に関連する研究が可能と
なる。また術後 ctDNA 陽性となった症例では画像上再発が確認される前でも治療介
⼊を⾏うといった研究も可能となるため、膵臓癌の予後の改善が得られることを期待
する。 

 
④ 今後の課題 

本検討では市販の汎癌遺伝⼦パネルを⽤いているため CDKN2A が LBx での評価に
含まれておらず、膵臓癌で Big4 と呼ばれる遺伝⼦変異である KRAS、TP53、
SMAD4、CDKN2A のすべてを対象として検討ができていない。また、切除検体を⽤
いた TIA であるため、腫瘍のゲノムプロファイリングが化学療法の影響を受けてい
る。正確な検討を⾏うためには EUS-FNA での⽣検検体を⽤いたゲノムプロファイリ
ングを⾏う必要があり、そのためにはゲノムプロファイリングに必要な⽣検組織量の
決定など更なる研究が必要である。 
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