
    
    
    
    
    
    
    
 表 題  	 膵癌患者における血中 KRASクローンモニタリングの有用性	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
    
    
    
    
 論 文 の 区 分  博士課程 
    
    
    
    
    
 著 者 名  渡部	 文昭 
    
    
    
 担当指導教員氏名  力山	 敏樹	 教授 
    
    
    
 所 属  自治医科大学大学院医学研究科 
   地域医療学系専攻 
   総合医学分野 
   外科系総合医学 
    
    
    
   ２０１９年１月１０日申請の学位論文 
    
    
    

  



 1 

目次 

           はじめに	                                                                                               P 2-5 

 

 

           研究対象と方法                                                                                     P 6-13 

 

 

           結果                                                                                                           P 14-36 

 

 

           考察                                                                                                            P 37-41 

 

 

           結論                                                                                                             P 42 

  

 

           謝辞                                                                                                             P 43 

 

 

           参考文献                                                                                                      P 44-50 



 2 

はじめに 

膵がんは、Siegelら 1によると米国において男女ともにがんによる死因の第 4位と重要

な位置にあり、日本の 2016年集計の全国がん（成人病）センター協議会の調査による

と、同様に死因の第 4位である。加えて、膵がん 5年相対生存率（2004年〜2007年）

は 9.2%、10年相対生存率（1999年〜2002年）は 4.9%であり、固形がんの中でも非常

に予後不良な疾患であることが知られている 2。膵がんの根治的治療としては、主に外

科的切除が選択されるが、多くの場合進行期に発見されるため、外科的手術が可能な患

者は全体の 15〜20%に留まっている 3。また根治切除できたとしても、多くの患者で 1

年以内に再発する可能性が高く、切除後の 5年生存率も 25%に留まっている 1。そのた

め、 近では予後を改善するために術前化学療法などの臨床試験が試みられている。さ

らに、切除不能膵がん患者の予後は切除可能膵がんより一層悪く、その予後の中央値は

5-9ヶ月とされる 3。近年、日本国内での新たな治療法として、2013年、2014年に切除

が不能な患者を対象としたオキサルプラチン、イリノテカン、ロイコボリンと 5FUの

併用療法である FOLFIRINOX4を用いた化学療法およびゲムシタビンとナブパクリタキ

セルを併用した化学療法 5がそれぞれ保険収載された。これらの化学療法はゲムシタビ

ン単独の効果と比較して生存期間の延長が認められている。一方で、これらの化学療法

は副作用も強いため、予後に応じて、薬剤強度を考慮した抗がん剤の選択が重要と考え

られる。従って、抗がん剤の選択の基準となる予後を判断する膵がんのバイオマーカー

の発見は非常に重要な課題と言える。	
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これまでの膵がんに対する既存の血液バイオマーカーとしては CA19-9 (carbohydrate 

antigen 19-9)や CEA (carcinoembryonic antigen)、DUPAN2などが挙げられる。CA19-9は

大腸がん培養細胞 SW116を免疫源として、マウスを免疫して作製したモノクローナル

抗体 NS19-9が認識する抗原であり、異常高値を示す疾患として膵がんや胆道がんが挙

げられる。また CEAは大腸がんから抽出され、正常胎児大腸にも存在することから上

記の名称で呼ばれ、糖質を約 50%含む、分子量約 18万〜20万ダルトンの糖蛋白群であ

り多くの臓器がんで陽性となる。DUPAN2はヒト膵がん培養細胞 HPAF-1を免疫抗原

として作成したモノクローナル抗体が認識する抗原で、血清中で膵がん、胆道系がん、

肝臓がんで高い陽性率を示す。この中でも CA19-9は、膵がんの診断や切除やフォロー

アップの際に使用する も一般的なバイオマーカーであるが 6、胆管炎や膵炎、肝炎な

どの良性疾患でも上昇する。また、CA19-9は血液型抗原の一種であるルイス Aにシア

ル酸が付加した糖鎖抗原であるため、ルイス式血液型陰性者では偽陰性となる 7。さら

にこれまでに膵癌の進行度や予後による CA19-9 のカットオフの検討も多数の文献で行

われており 7, 8、CA19-9のみで膵がん患者を選別し、個別化医療に応用することは困難

と考えられる。 

近になり、CA19-9などの既存の腫瘍マーカーに替わるバイオマーカーとして注目さ

れているのが血中の循環腫瘍 DNA (circulating tumor DNA; 以下 ctDNAと表記)や循環腫

瘍細胞、または正常細胞やがん細胞から分泌される脂質二重膜に包まれた細胞外小胞で

あるエクソソームであり、それらを探索するいわゆる“リキッドバイオプシー”は浸潤癌

における診断や化学療法中の治療効果の評価に有効と言われている 9-13。しかし、その
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中でも腫瘍細胞のネクローシスやアポトーシス時に放出される ctDNAの量は血液内で

微量であるため 14、その評価には高感度の PCRシステムが必要であった。しかし、高

い感度で検索可能な BEAMing、デジタル PCR、次世代シーケンスなどの技術が開発さ

れることにより、様々な浸潤癌において ctDNAの有用性が示されてきた 15, 16。また、

リキッドバイオプシーは血液や尿などの体液を利用するため、内視鏡や経皮的生検に比

較すると低侵襲である。そのため複数回採取し、長期的なモニタリングを行うことでリ

アルタイムに腫瘍の動態を捉えることが可能であり、当科でも大腸がんにおける KRAS

変異型 ctDNA (KRAS-mutated ctDNA)の長期的モニタリングを行い、様々な化学療法に

対する患者個別の腫瘍動態を報告した 17。ところで、大腸がんの症例において KRAS遺

伝子の変異は全体の約 50％に認められるが、膵がんでの変異は 90%に見出される 3。ま

た、膵がんの場合、腫瘍内における KRAS遺伝子変異の heterogeneityはごく少数でのみ

観察されること 18、さらに原発巣と転移した腫瘍間での KRAS遺伝子変異の不均衡は少

ないことが報告されている 19。従って、膵がんの転移の有無や予後を予測する因子とし

て血中の KRAS遺伝子をモニタリングすることは、膵がんの個別治療に対するバイオマ

ーカーとして有効と考えられる。膵がん患者の KRAS-mutated ctDNAの探索は、1999年

に Castells ら 20により初めて行われて、KRAS-mutated ctDNA の出現する膵がん患者は

予後不良であると報告している。その後いくつかの同様の報告がなされているものの、

再発の予測や化学療法の効果に対する一定の見解はなく 21-26、その理由として手術前後

や化学療法前後などの 1回もしくは数回の評価の結果しか報告されておらず、長期的な

モニタリングが行われていないことが原因ではないかと考えられた。そこで本研究では

膵がん患者における KRAS-mutated ctDNAの有用性を示すために、長期的なモニタリン
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グを行い、予後や化学療法に対する奏効を検討した。また、同時に血清 CA19-9値も比

較検討した。 
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研究対象と方法 

研究デザイン 

2014年 3月から 2017年 12月の期間に自治医科大学附属さいたま医療センターで手

術、化学療法または緩和医療が施行された 78名の膵がん患者を対象として、手術ある

いは内視鏡下生検で得られたがん組織と 422の血液検体を用いた。図 1に研究デザイン

を示す。78名の膵がん患者の内訳は手術群 39名と化学療法または緩和医療を施行した

非手術群 39名である。その患者背景を表 1と表 2に示す。また 終観察期間は 2018年

6月までとした。手術群では術後に少なくとも 3回連続して採血した患者を対象とし

た。非手術群では少なくとも 2回連続して採血した患者を対象としたが、原病死のため

１回しか採血が行えなかった 4名の患者を含めた。非手術群の内訳としては、American 

Joint Committee on Cancer (AJCC) ガイドラインで定義される stage III/ IV 35名と再発 4

名であり、治療時期との関連では 26名は本研究開始後に化学療法が導入されたが、8

名においては既に治療が開始されていた。また残りの 5名は緩和医療であった。 

本研究は自治医科大学遺伝子解析倫理委員会において承諾を得たもので、研究目的な

どの研究内容の概略、組織採取による合併症などについて書面および口頭で対象者に対

して説明を行い、研究に関する同意を書面で得た。また、本研究において開示すべき利

益相反はない。 
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図 1.  研究デザイン；患者選別とエンドポイント 

 

 

 

 

 

 

 

3A. 生存解析 (N=39) 3B. 生存解析 (N=39)

2A. KRAS-mutated ctDNAとCA19-9
のモニタリング (N=39)

4A. 術後1年以内のKRAS-mutated 
ctDNAの評価と再発または予後との関係

(N=39)

1A. KRAS-mutated ctDNA (N=30)と
CA19-9 (N=39)の術前評価と再発また

は予後との関係

2B. KRAS-mutated ctDNAとCA19-9
のモニタリング (N=39)

1B. KRAS-mutated ctDNAとCA19-9
の一次化学療法前評価と治療効果または

予後との関係 (N=26)

4B. 化学療法後半年以内のKRAS-
mutated ctDNAの評価と治療効果また

は予後との関係 (N=26)

手術群 (N=39) 非手術群 (N=39)

膵癌患者 (N=78)
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表１. 手術群における患者背景 

Characteristic Value 
  (N=39) 
Sex   
  Male 21 (53.8%) 
  Female 18 (46.2%) 
Age at operation (median, 69.5 years)  
  <70 years 19 (48.7%) 
  ³70 years 20 (51.3%) 
Neo adjuvant chemotherapy  
  Yes 7 (17.9%) 
  No 32 (82.1%) 
Operation methods  
  SSPPD and total pancreatectomy 23 (59.0%) 
  Distal pancreatectomy 16 (41.0%) 
Tumor size  
  £2 cm 10 (25.6%) 
  >2 cm 29 (74.6%) 
Pathological differentiation  
  Well 26 (66.7%) 
  Moderately and *others 13 (33.3%) 
AJCC T factor   
  T1/T2 6 (15.4%) 
  T3/T4 33 (84.6%) 
Lymph node metastasis  
  Positive 25 (64.1%) 
  Negative 14 (35.9%) 
AJCC stage  
  IA/IB/IIA 14 (35.9%) 
  IIB/III/IV 25 (64.1%) 
Pre-operative CA19-9 status  
  £37 U/mL 11 28.2%) 
>37 U/mL 28 (71.8%) 

Recurrence  
 Yes 22 (56.4%) 
 No 17 (43.6%) 
Chemotherapy after recurrence  
  Yes 18 (46.2%) 
  No 4 (10.3%) 
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Date presented as n (%). *Others include poorly, scirrhous and adenosquamous; SSPPD, subtotal 

stomach-preserving pancreaticoduodenectomy; AJCC, American Joint Committee on Cancer; 

FOLFIRINOX, oxaliplatine+irinotecan+folnic acid and fluorouracil. 

表 2.  非手術群における患者背景 

Characteristic Value 
  (N=39) 
Sex  
  Male 16 (41.0%) 
  Female  23 (59.0%) 
Age (median, 69.5 years)  
  <70 years 21 (53.8%) 
  ³70 years 18 (46.2%) 
AJCC stage  
  Stage III  13 (33.3%) 
  Stage IV 22 (56.4%) 
Treatment  
  Chemotherapy-naïve status 26 (66.7%) 
  Treated chemotherapy 8 (20.5%) 
  Palliative treatment 5 (12.8%) 
Regimen of 1st line chemotherapy (N=26)  
  FOLFIRINOX 7 (26.9%) 
  Gemcitabine+nab-paclitaxel 17 (65.4%) 
  Gemcitabine 2 (7.7%) 

 

Date presented as n (%). AJCC, American Joint Committee on Cancer; FOLFIRINOX, 

oxaliplatine+ irinotecan+ folnic acid+fluorouracil. 

 

組織の KRAS遺伝子変異検索 

リンパ節や生検検体も含め、膵がん組織における KRAS遺伝子変異解析は、FFPE 

(Formarine-Fixed Paraffin-Embedded tumor tissues)を用いて RASKET 27とドロップレット

デジタル PCR（droplet digital Polymerase Chain Reaction, ddPCR）で行った。RASKETは



 10 

臨床現場では大腸がんの KRAS遺伝子変異を探索する方法で、RAS遺伝子のエクソン 2, 

3, 4の変異解析を行うことが可能であり、マルチプレックス PCRにより、コドン 12、

13、61などの点変異解析を行い、その感度は１％と言われている 27, 28。まず、その

RASKETで膵がん組織 67症例に対して変異解析を行った。解析は臨床で変異解析時に

委託している SRL (Special Reference Laboratories) 社で行われた。その後 73症例の膵癌

組織から QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen社製)を用いて DNAを抽出し、リキッド

バイオプシーと同様の方法で ddPCRを用いて点変異を解析した。膵がん組織において

は G12V, G12D, G12Rの点変異が 90%以上で、その他の点変異は稀であることから 21, 29, 

30、全症例において G12V, G12D, G12Rの点変異を解析し、さらに RASKETで Q61Hの

点変異が同定された 4症例に関しては ddPCRで Q61Hの点変異を解析した。5症例に

おいては組織からの DNA抽出が難しく解析困難とした。 

膵癌における heterogeneity解析 

39症例の手術検体の腫瘍細胞が含まれる FFPE検体より、自治医科大学附属さいたま

医療センター病理部に委託し、10µの厚さの Hematoxyline-Eosin染色標本の作成を依頼

した。標本作成の際のスライドは Leica microsystems社の PEN membrane slidesを使用し

た。図 2のように腫瘍の中心を Tumor center (TC)、腫瘍の辺縁を Invasion front (IF)とし

て LMD7000（Leica microsystems社製）を用いて、39症例それぞれの 2カ所のレーザー

マイクロダイセクションを行なった。採取された組織は QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 

(Qiagen社製)を用いて DNAを抽出し、主に G12V, G12D, G12Rの点変異解析を ddPCR
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で行った。さらに、転移巣や局所再発が採取できた 13症例の FFPEより DNAを抽出

し、同様に ddPCRで解析した。 

    

 

 

 

 

 

 

図 2. 組織標本（Hematoxyline-Eosin染色）：Tumor center (TC) と invasion front (IF) 

 

血中遊離 DNAの抽出 

採血時に追加で 7mlを研究用として採血し、原則として 5時間以内に 3000g 20分の遠

心分離後、さらに 16000g 10分の遠心分離にかけ、分離された血漿を解析まで-80℃で保

存した。血漿 2mlから QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen社製)を用いて DNA

を抽出し、溶出量は 80µlで行なった。 

デジタル PCRを用いた KRAS変異解析 

血中遊離 DNAの変異解析には QX200 Droplet Digital PCRシステム (Bio-Rad社製)を用

いた。血中の KRAS変異解析は組織の変異と一致する点変異で解析した。プライマーと

プローブは ddPCR KRAS assay (Bio-Rad社製)を用いた。反応組織は 10µl of 2×ddPCRTM 

TC 

IF 
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Supermix、250nM of forward and reverse primers、62.5 nM mutant and wild-type probe、10µ

サンプル、計 22µで行なった。DG8TM Cartridge (Bio-Rad社製)に反応液をアプライし、

推奨プロトコールに沿って、Droplet Generator (Bio-Rad社製)でドロップレットを作成し

た。作成したドロップレットを 96ウェルプレート (Eppendorf社製)に移し、シーリング

後に Verti thermal cycler (Thermo Fisher Scientific社製)で PCRを行なった。PCR条件は、

95℃ 10分、94℃ 30秒、55℃ 90秒を 39サイクルで行なった。励起光の照射によって蛍

光を発する蛍光色素である FAMで変異型を、HEXで野生型を標識し、ドロップレット

の解析は QX200TM Droplet Reader (Bio-Rad社製)を用いて蛍光強度を測定し DNA量を測

定した。また、本研究では我々が以前に報告しているカットオフに従って、ポジティブ

ドロップレット数が 2つ以上の場合を KRAS-mutated ctDNAが陽性と判断した 17。 

統計学的解析 

本研究のエンドポイントとして、recurrence-free survival (RFS), progression-free survival 

(PFS) and overall survival (OS) の評価を行った。手術群における RFS, OSの解析は術前

の KRAS-mutated ctDNAの出現の有無と CA19-9 status (37 U/ml>CA19-9 versus 37 U/ml 

£CA19-9 )の 2群に分けて解析を施行し、1年以内の KRAS-mutated ctDNAの変化に伴う

RFS, OSの解析は、術後 1年以内に KRAS-mutated ctDNAが出現した群と出現しない群

の 2群に分けて解析を行った。また非手術群において、本研究で一次化学療法が施行さ

れた 26症例を対象に治療前 KRAS-mutated ctDNAの出現の有無と CA19-9 status (37 U/ml 

>CA19-9 versus 37 U/ml £CA19-9 )の 2群に分けて PFS, OSの比較を行った。さらにその

26名を対象に化学療法を開始して 3ヶ月から半年以内に KRAS-mutated ctDNAが出現し
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ている群と、出現のないまたは消失した群の 2群に分けて PFS, OSの比較を行った。な

お、予後に関わると考えられる危険因子を手術群と非手術群で単変量解析と多変量解析

で解析した。モニタリングの途中で出現した KRAS-mutated ctDNAや CA19-9 statusの変

化 (CA19-9> 37 U/ml) は時間依存性変数とした。また、CA19-9のカットオフ値は 37 

U/mlのみで検討を行った。時間依存性変数を用いない生存曲線は Kaplan-Meier法でグ

ラフを作成し、時間依存性変数を用いた生存曲線は Simon-Makuch法でグラフを作成し

た。カテゴリーデータの解析には Fisher’s exact test を使用し、いずれも P<0.05を統計

学的有意差ありとし、統計学的解析には EZR version 1.31 (Saitama Medical Center, Jichi 

Medical University)と R commander (The R Foundation for Statistical Computing, version 

3.5.1version 1.6-3) を用いた。腫瘍の化学療法による効果は RECIST (Response Evaluation 

Criteria in Solid Tumors)で判定した 31。 
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結果 

組織の KRAS変異解析と膵癌における heterogeneity 

ctDNAの KRAS変異解析を行う前に、まず膵がん組織 67症例における KRAS変異解析

を RASKETで施行した。変異型は 59例に認められ、野生型が 8例であり、変異率は

88.1%であった。さらに ddPCRによる 73症例の組織の KRAS変異解析を行い、

RASKETの変異型と ddPCRによる 1%以上の変異は 100% (59/59)で一致した (図 3)。  
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図 3. 膵がん組織における RASKETと ddPCRによる KRAS変異探索の比較。RASKET

による変異型と ddPCRによる 1%以上の KRAS変異は赤、ddPCR による 1%未満の

KRAS変異はピンク、野生型は水色で示した。ddPCRで変異なしは空白とした。未解析

の項目は N.D (not determined) と記載した。 

 

さらに、手術群 39症例の膵がん組織における TCと IF、13症例の原発巣と転移巣の

それぞれに対して ddPCRを用いて KRAS変異解析を行った。腫瘍内 TCと IFにおける

1%以上の KRAS変異の一致率は 94.7%であり(図 4)、原発巣と遠隔転移巣における 1%

以上の KRAS変異の一致率は 90.9% (図 5)であり、膵がん組織において KRAS変異の

heterogeneityは稀であった。 
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図 4. ddPCRを用いた手術検体の Tumor centerと Invasion frontにおける KRAS変異探

索。ddPCRによる 1%以上の KRAS変異は赤、ddPCR による 1%未満の KRAS変異はピ

ンクで示した。変異なしは空白とした。未解析の項目は N.D (not determined) と記載し

た。 No. 18, No. 36の症例以外の全ての 1%以上の KRAS変異が一致し、一致率は

36/38=94.7%であった。 
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図 5. ddPCRを用いた原発巣と転移巣、再発における KRAS変異探索。ddPCRによる 1%

以上の KRAS変異は赤、ddPCR による 1%未満の KRAS変異はピンクで示した。空白は

変異なし、未解析の項目は N.D (not determined) と記載した。No. 10の症例以外の全て

の 1%以上の KRAS変異が一致し、一致率は 10/11=90.9%であった。 LN lymph node. 

Local; local recurrence in residual pancreas.  

 

手術群における KRAS-mutated ctDNAと CA19-9 

1A. KRAS-mutated ctDNA (N=30)と CA19-9 (N=39)の術前評価と再発または予後との関

係 

手術群において術前に KRAS-mutated ctDNAが認められた症例は 7例 (7/30, 23.3%)で、

一方で CA19-9が高値の(CA19-9> 37 U/ml) 症例は 28例  (28/39, 71.8% ) であった。ま
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た、術前の KRAS-mutated ctDNAの出現と CA19-9 が高値であること (CA19-9> 37 U/ml)

は術後の再発や予後予測因子ではなかった（図 6と図 7）。

 

図 6. 術前の KRAS-mutated ctDNA の出現の有無と CA19-9 status (CA19-9£ 37 U/ml versus 

CA19-9> 37 U/ml)による無再発生存曲線。それぞれ再発予測因子ではなかった (KRAS-

mutated ctDNAの有無; 中央値 16.9 ヶ月 versus 32.4 ヶ月, P=0.38) , (CA19-9£ 37 U/ml 

versus CA19-9> 37 U/ml; 中央値 17.1 ヶ月 versus 16.9 ヶ月, P=0.7)。 
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図 7. 術前の KRAS-mutated ctDNA の出現の有無と CA19-9 status (CA19-9£ 37 U/ml versus 

CA19-9> 37 U/ml)による生存曲線。いずれも予後予測因子ではなかった (KRAS-mutated 

ctDNAの有無; 中央値 27.2 ヶ月 versus 32.4 ヶ月, P=0.58) , (CA19-9£ 37 U/ml versus 

CA19-9> 37 U/ml; 中央値 17.1 ヶ月 versus 16.9 ヶ月, P=0.99)。 

 

2A. KRAS-mutated ctDNA と CA19-9のモニタリング (N=39) 

図 8に手術群における KRAS-mutated ctDNA と CA19-9の長期的モニタリングと再発、

予後との関係を示す。手術群における術後の KRAS-mutated ctDNAの出現の有無と

CA19-9 status (CA19-9£ 37 U/ml versus CA19-9> 37 U/ml)の長期的モニタリングを行い、

予後との比較を行った。手術群では 39例中 25例が生存しており、そのうち KRAS-

mutated ctDNAはモニタリング中に 2例のみに出現したが、死亡した 14例では、KRAS-

mutated ctDNA はモニタリング中に 12例に出現していた。また CA19-9 statusは、生存
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している 25例の症例中 14例でモニタリング中に CA19-9は高値となり、死亡した 14

例中の 13例でも高値となった。これらを Fisher’s exact testで検定を行うと KRAS-

mutated ctDNAの出現の有無と CA19-9 status (CA19-9£ 37 U/ml versus CA19-9> 37 U/ml)

は有意差を持って予後と関連することが示された(P<0.001, P=0.017)。ここで、この長

期的モニタリングにより KRAS-mutated ctDNAが腫瘍動態を示した 1例を示す（図

9 ）。 
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図 8. 手術群における KRAS-mutated ctDNA と CA19-9 の長期的モニタリング。モニタリ

ングした CA19-9 と KRAS-mutated ctDNA は “ CA19-9” and “KRAS-mutated ctDNA “の下

のセルに術後に採取された血液の順に (1®12)に記載している。 CA19-9£ 37 U/mlと

KRAS mutated-ctDNAが検出されない場合は青、 CA19-9> 37 U/mlと KRAS-mutated 

ctDNAが検出された場合は赤で記載している。治療効果は“Prognosis” と“Recurrence”の

下のセルに記載しており、生存または再発なしは白、死亡または再発は灰色である。セ

ルの一つが 約 3ヶ月を示しており、4つのセルで約 1年を表している。未解析の項目は

N.D (not determined) と記載した。	 
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図 9. 膵頭部がんに対して、subtotal stomach-preserving pancreaticoduodenectomyが施行

され術後補助療法が施行された患者。当初術後再発はなかったが (a)、画像診断や

CA19-9の上昇の前に KRAS-mutated ctDNAが検出された。その後 CTでリンパ節再発を

認め (b, 白矢頭)、ゲムシタビンとナブパクリタキセルを併用した化学療法が施行され

た。一時リンパ節転移は縮小したが(c)、その後、原病死した。 

 

3A. 生存解析 (N=39) 

手術群において、13の臨床的病理学的因子を用いて overall survivalに対する単変量解

析と多変量解析を行った。単変量解析で、術前化学療法有りと分化度 (moderately and 

others > well)、モニタリング中の CA19-9> 37.0 U/ml、モニタリング中の KRAS-mutated 

ctDNAの出現が予後因子として抽出された。モニタリング中の CA19-9> 37.0 U/mlを除

いて多変量解析を行ったところ、モニタリング中の KRAS-mutated ctDNA出現が有意差

を持った予後因子であった (P<0.001, 表 3)。なお、モニタリング中の KRAS-mutated 

ctDNA と CA19-9の 2つの時間依存性変数を用いた多変量解析を行うには症例数が少な

いと判断されたので、モニタリング中の CA19-9の時間依存性変数による多変量解析は

行わなかった。またこれらを Simon-Makuch法でグラフを作成した（図 10）。 
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表 3. ⼿術群における単変量解析と多変量解析 
  Univariate analysis Multivariate analysis 

Prognostic factors Hazard ratio (95% 
CI) P Value Hazard ratio (95% 

CI) P Value 

Sex     

  Male 1 Reference   

  Female 0.76 (0.26-2.21) 0.61   

Age at surgery (median, 69.5 years)     

  <70 years 1 Reference   

  ³70 years 1.31 (0.45-3.80) 0.62   

Neo adjuvant chemotherapy     

  No 1 Reference 1 Reference 
  Yes 3.10 (0.82-11.7) 0.09 0.62 (0.13-2.85) 0.53 
Operation methods     

  SSPPD and total pancreatectomy 1 Reference   

  Distal pancreatectomy 0.72 (0.24-2.21) 0.57   

Tumor size     

  £2 cm 1 Reference   

  >2 cm 2.98 (0.66-13.5) 0.16   

Pathological differentiation     

  Well 1 Reference 1 Reference 
  Moderately and *others 4.12 (1.38-12.3) 0.01 1.93 (0.57-6.49) 0.29 
AJCC T factor     

  T1/T2 1 Reference   

  T3/T4 3.05 (0.397-23.37) 0.28   

Lymph node metastasis     

 Negative 1 Reference   

 Positive 0.81 (0.28-2.33) 0.69   

AJCC stage     

  IA/IB/IIA 1 Reference   

  IIB/III/IV 0.81 (0.27-2.33) 0.69   

Pre-operative CA19-9 status     

  £37 U/ml 1 Reference   

  >37 U/ml 0.99 (0.31-3.16) 0.98   

Presence of ctDNA before surgery     

  Negative 1 Reference   

  Positive 0.66 (0.14-3.0) 0.58   

CA19-9 status in monitoring 9.4 (1.23-72.2) 0.03   

Emergence of ctDNA in monitoring 57.2 (7.4-442.4) <0.001 54.5 (6.64-447.6) <0.001 
 

*Others include poorly, scirrhous, and adenosquamous; CI, confidence interval; SSPPD, subtotal stomach-

preserving pancreaticoduodenectomy; AJCC, American Joint Committee on Cancer;. 
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図 10. (A) 手術群における Simon-Makuch 法による KRAS-mutated ctDNAの出現の有無

による予後曲線。 (B) 手術群における Simon-Makuch 法による CA19-9 statusによる予

後曲線。 

 

4A. 手術群における術後 1年以内の KRAS-mutated ctDNA の出現の有無と CA19-9 status

による再発または予後との関係 

長期的モニタリングを臨床的に応用するためにまず手術群における術後 1年以内の

KRAS-mutated ctDNAの出現の有無で再発または予後との関連を検討したところ、1年

以内に KRAS-mutated ctDNAが出現することは有意差を持って再発または予後予測因子

となることが示された (図 11と図 12)。  
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図 11.  手術群による 1年以内の KRAS-mutated ctDNA の出現の有無による無再発生存曲

線。 (KRAS-mutated ctDNAの有 versus 無; 中央値  6.2ヶ月 verses 24.2ヶ月, P<0.001) 。 

 

図 12.  手術群による 1年以内の KRAS-mutated ctDNA の出現の有無による生存曲線。 

(KRAS-mutated ctDNAの有 versus 無; 中央値  13.4ヶ月 verses not applicable, P<0.001) 。 

 

非手術群における KRAS-mutated ctDNAと CA19-9 

1B. KRAS-mutated ctDNAと CA19-9の一次化学療法前評価と治療効果と予後との関係 

非手術群で一次化学療法が導入された 26例において治療前に KRAS-mutated ctDNA が

認められた症例は 12例 (12/26, 46.2%)で、 CA19-9が高値である症例(CA19-9 > 37 U/ml)

は 20例 (20/26, 76.9% )であった。化学療法前の KRAS-mutated ctDNAの出現は治療効果
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予測因子や予後不良因子の可能性が認められたが、CA19-9 statusは治療効果予測因子や

予後予測因子とはならなかった (図 13と図 14)。 

 

図 13. 化学療法群による治療前 KRAS-mutated ctDNA の出現の有無と CA19-9 status 

(CA19-9£ 37 U/ml versus CA19-9> 37 U/ml)による無増悪生存曲線。それぞれ治療効果予

測因子ではなかった (KRAS-mutated ctDNAの有無; 中央値 14.3ヶ月 versus 4.6 ヶ月, 

P=0.09) , (CA19-9£ 37 U/ml versus CA19-9> 37 U/ml; 中央値 19.8 versus 16.6 ヶ月, 

P=0.74)。 
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図 14. 化学療法群による治療前 KRAS-mutated ctDNA の出現の有無と CA19-9 status 

(CA19-9£ 37 U/ml versus CA19-9> 37 U/ml)による生存曲線。それぞれ予後因子ではなか

った (KRAS-mutated ctDNAの有無; 中央値 33.7 ヶ月 versus 15.8 ヶ月, P=0.07) , (CA19-9 

U/ml £ 37 versus CA19-9> 37 U/ml; 中央値 19.8 ヶ月 versus 16.6 ヶ月, P=0.86)。 

 

2B. KRAS-mutated ctDNA と CA19-9のモニタリング (N=39) 

図 15に非手術群における KRAS-mutated ctDNA と CA19-9の長期的モニタリングと予

後との関係を示す。手術群と同様に Fisher’s exact testで検定を行うと KRAS-mutated 

ctDNAの出現の有無は有意差を持って予後と関連したが (P=0.005)、CA19-9 は多くの症

例で高値(CA19-9> 37 U/ml)となり、予後と関連しなかった (P=0.692)。また、この長期

的モニタリングにより KRAS-mutated ctDNAが腫瘍動態を示した症例を示す（図 16）。 
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図 15. 非手術群における KRAS-mutated ctDNA と CA19-9 の長期的モニタリング。モニ

タリングした CA19-9 と KRAS-mutated ctDNA は “ CA19-9” and “KRAS-mutated ctDNA 

“の下のセルに術後に採取された血液の順に (1®15)に記載されている。手術群と同様に

CA19-9£ 37 U/mlと KRAS mutated-ctDNAが検出されない場合は青、 CA19-9> 37 U/mlと

KRAS-mutated ctDNAが検出された場合は赤で記載されている。治療効果は“Prognosis” 

の下のセルに記載されており、生存は白、死亡は灰色である。セルの一つが 約 3ヶ月

を示しており、4つのセルで約 1年を表している。未解析の項目は N.D (not determined) 

と記載した。 
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図 16. 超音波内視鏡下生検で、病理学的に膵体部がん (d, 黄矢頭)と傍大動脈リンパ節転

移 (d, 黄矢印)と診断された患者。1次治療として FOLFIRINOX が開始され速やかに

KRAS-mutated ctDNAは消失した。その後 17サイクル後に末梢神経障害のために

FOLFIRIに変更した。評価の PETで集積なく、画像上完全奏効の診断となった (e, 黄矢

印と黄矢頭)。PET, Positron emission tomography; FOLFIRI, irinotecan, folnic acid and 

fluorouracil 
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3B. 生存解析 (N=39) 

非手術群においても手術群と同様に 6の臨床病理学的因子を用いて単変量解析と多変

量解析を行ったところ、モニタリング中の KRAS-mutated ctDNA出現が唯一の予後因子

として抽出された (P<0.001, 表 4)。非手術群においてはほとんどの症例でモニタリング

開始から CA19-9> 37 U/mlであり、時間依存性変数としての解析は行わなかった。生存

曲線を Simon-Makuch法でグラフを作成した（図 17）。 
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表 4. ⾮⼿術群における単変量解析と多変量解析 
  Univariate analysis Multivariate analysis 

Prognostic factors Hazard ratio 
(95%CI) 

P Value Hazard ratio 
(95%CI) 

P Value 

Sex     

  Male 1 Reference   

  Female 0.82 (0.38-1.78) 0.61   

Age (median, 69.5 years)     

  <70 years 1 Reference   

  ³70 years 1.73 (0.80-3.71) 0.16   

AJCC stage     

  Stage III 1 Reference   

  Stage IV 1.27 (0.55-2.92) 0.58   

CA19-9 status*     

  £37 U/ml 1 Reference   

  >37 U/ml 1.02 (0.45-2.28) 0.97   

Presence of ctDNA*   
  

  Negative 1 Reference   

  Positive 2.12 (0.99-4.57) 0.05 0.55 (0.22-1.39) 0.21 

Emergence of ctDNA in 
monitoring 6.75 (2.23-19.9) <0.001 10.4 (2.95-37.0) <0.001 

CI, confidence interval; CA19-9, carbohydrate antigen 19-9; ctDNA, circulating tumor DNA; AJCC, 
American Joint Committee on Cancer; *Initial evaluation in a monitoring 
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図 17.  非手術群における Simon-Makuch法による KRAS-mutated ctDNAの出現の有無に

よる予後曲線。 

 

4B. 化学療法後、半年以内の KRAS-mutated ctDNAの評価と治療効果または予後との関

係 (N=26)  

さらに、非手術群における長期的モニタリングを臨床的な意義を検討するために 3ヶ

月から半年以内に KRAS-mutated ctDNAが出現しているか、出現していないまたは消失

した 2群に分けて予後との関連を検討したところ、3ヶ月から半年以内に KRAS-mutated 

ctDNAが出現することは化学療法に奏効せず、予後が改善しないことが示された (図 18

と図 19)。 
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図 18. 非手術群のうち本研究時に一次治療が開始された 26名における 3ヶ月から半年

以内の KRAS-mutated ctDNA の出現と出現なしまたは消失の 2群による無増悪生存曲

線。 (KRAS-mutated ctDNAの有 versus無; 中央値 3.8 verses 14.9 ヶ月, P<0.001) 。  



 36 

 

図 19. 非手術群のうち本研究時に一次治療が開始された 26名における 3ヶ月から半年

以内の KRAS-mutated ctDNA の出現と出現なしまたは消失の 2群による生存曲線。 

(KRAS-mutated ctDNAの有 versus無; 中央値 12.0ヶ月 verses 33.7 ヶ月, P=0.002) 。  
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考察 

本研究では、膵がん患者の KRAS-mutated ctDNAを長期的にモニタリングすること

で、その出現は手術群でも非手術群でも予後予測因子となることを示した。さらに、手

術群では、1年以内に KRAS-mutated ctDNAが出現しない症例は予後がよく、非手術群

では半年以内に KRAS-mutated ctDNA出現しないまたは消失した症例は、治療に奏効し

予後が良いことを示し、一定間隔でのモニタリングがその後の治療効果を予測すること

を示した。 

今回、膵がん患者の KRAS-mutated ctDNAを探索するにあたり、まず膵がん組織の

KRAS評価と heterogeneityの検証を行った。腫瘍内や原発巣と転移先の heterogeneityは

以前から報告されているが 32-34、それらは様々な治療に対する抵抗性に関係していると

言われている 35。一方で、橋本ら 18は膵がんにおいて腫瘍内や原発巣とリンパ節転移間

において KRAS変異の heterogeneityは少ないと報告しており、さらにMakohon19らも

KRAS や SMAD4などのドライバー遺伝子は、膵癌において原発巣と遠隔転移巣での

heterogeneityは少ないと報告している。本研究でも、膵がん組織の腫瘍内と原発巣と転

移先の KRAS変異は 90%以上で一致しており、膵がん組織においてその heterogeneityは

稀であると考えられた。これらの結果より、KRAS-mutated ctDNAを探索する際に、原

発巣の KRAS変異で評価を行うこととした。 

我々の研究では、手術前の KRAS-mutated ctDNAの出現の有無で再発を予測すること

はできなかった。これまでに術前の ctDNAの評価で再発を予測する報告はないもの

の、術前の ctDNAの出現は予後予測因子であるという報告がある 36。この報告は手術
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症例 105例での検討で、その術前の KRAS-mutated ctDNAの検出率は 31%であったが、

我々の検討では手術群 39例のうち術前に KRAS-mutated ctDNAを検索した 30例の中で

の検出率は 23.3%と先行論文と比較すると症例数が少なく、かつ検出率がやや低いため

に予後予測因子とならなかった可能性がある。また、非手術群においても我々の結果か

らは治療前の KRAS-mutated ctDNAの出現は予後予測因子とはいえず、Del Reら 25や

Tjensvollら 26も同様の報告を行っていることから、ワンポイントの評価だけで予後を

予測することは難しいと考えられる。そこで我々は、リキッドバイオプシーは低侵襲で

あるため、複数回採取することができるという利点に着目し、KRAS-mutated ctDNAの

長期的モニタリングを行った。その結果、手術の有無にかかわらず、KRAS-mutated 

ctDNAの出現の有無が膵がんの予後に関連すること示し、また KRAS-mutant ctDNAを

時間依存性変数として扱い、その出現は膵がんの切除にかかわらず、予後と関連するこ

とも示した。これまでに膵がんの KRAS-mutated ctDNAに着目し、長期的モニタリング

を行っている報告はほとんどなく、膵がん患者に対する手術群と非手術群の KRAS-

mutated ctDNA のモニタリングがそれぞれ一報ずつ報告されている。手術群におけるモ

ニタリングは Sausan37らが 20人の膵がん患者を対象として術後の複数回のタイミング

で KRAS-mutated ctDNA の評価を行い、その 20人の膵がん患者のうち 10人に術後のい

ずれかのタイミングで KRAS-mutated ctDNA が出現しており、その出現している患者は

再発予測因子であると報告している (P=0.0199)。しかし彼らの報告は KRAS-mutant 

ctDNAを時間依存性変数として扱っていない。本来、生存解析を行う場合、術後に出

現する KRAS-mutant ctDNAは時間依存性変数として扱い、解析しなければならないの

で、彼らの結果から術後の KRAS-mutant ctDNAの出現が再発予測因子であるとは正し
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くは言えない。また、Bernardら 24は膵がんの KRAS-mutated ctDNAと exosome DNAの

長期的モニタリングを行い化学療法との治療効果に対する検討を行っているが、彼らは

exosome DNAのモニタリングの化学療法の治療効果に対する有用性を示す一方で

KRAS-mutated ctDNAの有用性を示すことはできなかった。これらの違いの理由とし

て、彼らは exosome DNAと KRAS-mutated ctDNAの検出率の差と結論付けており、そ

の検出率は転移性膵がんで exosome DNAは 85%、 KRAS-mutated ctDNAは 57.9%、局所

膵がんの検出率は exosome DNAで 67%、 KRAS-mutated ctDNAで 45.5%であった。さら

に KRAS-mutated ctDNAの血中の出現の機序は腫瘍が自発的に分泌する他に、ネクロー

シスやアポトーシスにより腫瘍から放出されるが、exosome DNAは循環している viable

な細胞から分泌されることから腫瘍動態を反映しやすいとし、exosome DNAが有用と

している。このように、exosome DNAが腫瘍動態を反映したという報告がある一方

で、我々は長期モニタリングを行い、その結果、KRAS-mutated ctDNAの変化が腫瘍動

態と相関していると思われた手術症例と化学療法症例の 2症例を経験した。手術症例で

は、画像で再発が同定されるよりも早く、KRAS-mutated ctDNAが上昇し、化学療法症

例では一次治療後、速やかに KRAS-mutated ctDNAが消失し、画像上、完全寛解であっ

た。また、これまでに大腸がん患者において KRAS-mutated ctDNAと腫瘍動態の相関に

ついて当科からも報告をしたが 17、Tjensvoll26らも化学療法を行なった膵がん患者にお

いて、腫瘍が増大した症例は、KRAS-mutated ctDNAが増加すると報告している。 

今回の検討では、我々は、切除群では 1年以内に KRAS-mutated ctDNAが出現しない

症例は予後がよく、非切除群では半年以内に出現しない、消失する症例は、化学療法に
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奏効することを示し、これらの結果から KRAS-mutated ctDNAを一定期間評価すること

で、予後に応じた膵癌患者の選別が可能であること示した。Marzia25らも化学療法患者

に関して、化学療法後早期の KRAS-mutated ctDNAの変化が予後に関連すると報告して

おり、これは我々の結果を支持するものである。 

	 一方で、カットオフ値を 37 U/mlとした場合の術前や化学療法前の CA19-9の値は

手術群においても非手術群においても再発や予後を予測することはできなかった。ま

た、手術群において CA19-9を時間依存性変数として扱った場合、CA19-9が 37 U/mlよ

り高値は予後予測因子であるが、非手術群ではほとんどの症例で治療開始時から CA19-

9は異常値であるため予後予測因子としては成り立たない。これまでにも膵がんに対す

る CA19-9のカットオフに関する論文は多数報告されている 8。Ferroneら 6の報告では

AJCCのステージ別による CA19-9の中央値は、ⅠA; 20.5 U/ml, ⅠB;  86 U/ml, ⅡA; 105 

U/ml, ⅡB; 164 U/ml, Ⅳ; 182 U/mlであるが、一方で Kimら 38はⅠA; 40.05 U/ml, ⅡA; 

469.64 U/ml, ⅡB; 747.79 U/ml, Ⅳ; 3239 U/mlと報告している。さらに、術前の CA19-9

の値と予後と関係では、37 U/mlをカットオフ値とする報告は少なく 39、Wasanら 40は

1096 U/ml、Maiseyら 41は 958 U/ml、Kondoら 42は 500 U/mlをカットオフ値とし予後と

の関連を報告している。このように膵癌患者における進行度や予後を予測する CA19-9

の値に関する一定の見解はなく、適格な値の再考は重要であると考えられる。 

本研究では、術前や化学療法前の KRAS-mutated ctDNAのワンポイントの評価で再発

や予後を予測することはできなかったが、その後長期的なモニタリングを行うことによ

り切除群、非手術群にかかわらず、KRAS-mutated ctDNAの出現は予後に関連すること
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を示した。現在、次世代シーケンスによる多数の遺伝子変異などの解析を行い、腫瘍情

報を臨床現場に取り入れることがすでに米国では FDAで認可されているが、一般的な

次世代シーケンスによるコストは 10〜40万円と高額である。従って、この方法でモニ

タリングすることは現実的ではない。しかし、今回のような KRAS-mutated ctDNAのモ

ニタリングで 1つの点変異を検索するのであれば、イニシャルコストはやや高いが、プ

ライマーとプローブの費用を省いた場合、約 1000円/回である。従って、今後、治療前

に多数の遺伝子情報を次世代シーケンスで評価し、その後ターゲットとなる遺伝子を今

回のような方法でモニタリングすることは現実的と考えられる。 

また我々は、手術群においては 1年以内、非手術群においては半年以内の KRAS-

mutated ctDNAの出現が予後と治療効果に関連することを新たに示した。今後、一定期

間の KRAS-mutated ctDNAの評価を行い、膵がん患者の選別に応用できる可能性があ

る。特に化学療法後の 3ヶ月から 6ヶ月後に ctDNA中の KRAS変異が出現した患者に

ついては、予後が悪いことが予想される。これらの予後不良が予測される患者の治療に

ついては、今後、免疫チェックポイント阻害剤などを含めた新規抗がん剤の導入などの

適切な対応につながることが期待される。	
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結論 

	 本研究は、膵がん患者において KRAS-mutated ctDNAの長期的なモニタリングを行

い、その出現は切除にかかわらず予後に関連することを示し、また術後と化学療法後の

一定期間の KRAS mutated ctDNAの評価が、治療効果に関連することを明らかにした

初の報告となる。しかし、本研究は、症例数や単施設の研究であることの課題も残して

いる。今後、さらに多くの施設で多くの症例を前向きに集積することで、我々の研究を

検証することが必要である。 
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