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第１章 概要 

膵臓癌および胆道癌は、しばしば胆道浸潤による悪性胆道狭窄を来たし、そ

の結果、閉塞性黄疸を引き起こす。このため、胆道ドレナージが必要となる

が、その際得られる胆汁細胞診の診断精度は十分とは言えないのが現状であ

る。近年、癌細胞において microRNA(miRNA)が抑制的に遺伝子発現を制御

し、癌原遺伝子もしくは癌抑制遺伝子のような役割を持つことが報告され 1、 

癌細胞における miRNAの役割が注目を集めている。 また、miRNAは、その

生物学的安定性と癌の病理生物学における役割から、癌のバイオマーカーとな

り得る可能性についても報告されている 2–5 。そこで、われわれは、膵臓癌及

び胆道癌による悪性胆道狭窄と良性胆道狭窄の鑑別における胆汁中 miRNA定

量解析の有用性について評価を行なった。当研究は 2019年 4月から 2021年 12

月の間に日本大学医学部附属板橋病院にて診断目的、もしくは治療目的に内視

鏡的逆行性胆管膵管造影(ERCP)が行われた際に保存された胆汁を用いた後ろ向

き研究である。合計 113症例（膵臓癌患者 40例、胆道癌患者 38例、良性コン

トロール 35例）が登録された。まず、年齢、性別をマッチさせた膵臓癌、胆

道癌、良性コントロールの各 3例、合計 9例の胆汁サンプルから 2578個のヒ

ト成熟 miRNAを含む miRNAマイクロアレイ解析により網羅的プロファイルを

解析し、定量対象となる miRNAの候補を絞り込んだ。マイクロアレイ解析に

より、膵臓癌と胆道癌において良性コントロールと比較して有意に増加してい

る 4つの miRNA（miR-1275, miR-6891-5p, miR-7107-5p, miR-3197）について、

上記 113例の胆汁サンプルにおいて定量的 real-time PCRを行い、i) 膵臓癌 vs 

コントロール、ii) 胆道癌 vs コントロール、iii) 膵臓癌 vs 胆道癌の 3つ

のペア臨床条件における miRNA発現プロファイルを比較検討した。その結

果、miR-1275は良性コントロールと比較して膵臓癌（p=0.003）と胆道癌
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（p=0.049）で、miR-6891-5pは良性コントロールと比較して膵臓癌（p=0.025）

で、miR-3197は胆道癌と比較して膵臓癌(p=0.015)で有意に発現上昇していた。

胆汁細胞診と胆汁中 miR-1275定量解析を組み合わせた場合、膵臓癌診断の感

度 77.5%（95%信頼区間（CI）, 70.7-77.5%)、特異度 100% (95% CI, 92.2-100%)

であり、 胆道癌診断の感度 84.2%(95% CI, 75.7-87.9%)、特異度 94.3% (95% CI, 

85.1-98.3%)であった。一方、胆汁細胞診と胆汁中 miR-6891-5p定量解析を組み

合わせた場合、膵臓癌診断の感度 77.5％ (95% CI, 69.6-79.5)、特異度 97.1％

(95% CI, 87.2-99.5)であった。特に miR-1275定量解析は胆汁細胞診と組み合わ

せることで、細胞診単独と比較して膵臓癌診断における有意な上乗せ効果を認

めた(p=0.014)。miR-1275及び miR-6891-5pは膵臓癌、胆道癌の新規バイオマー

カーとして有用である可能性が示唆された。
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第２章 緒言 

胆道狭窄の成因、診断 

胆道狭窄は胆膵疾患診療でしばしば遭遇する病態であり、様々な良悪性疾患に

より生じうる。良性胆道狭窄の原因としては、慢性膵炎、原発性硬化性胆管炎、

IgG4 関連硬化性胆管炎、術後胆管狭窄が多く占めるが、様々な原因による続発

性硬化性胆管炎や原因不明の非特異的胆管炎も存在する。一方、悪性胆道狭窄の

原因としては胆道癌、膵臓癌、肝細胞癌、リンパ節転移による狭窄、他臓器癌の

胆管転移などがあるが、膵臓癌と胆道癌が大部分を占める。しかし早期の膵臓癌

や胆道癌は画像上明らかな腫瘤として同定できない場合があり、腹部超音波や

CT などの非侵襲的画像所見のみで良性胆管狭窄との鑑別が困難なことがある。

これらの癌に対する外科手術は侵襲が大きく、確実な術前の良悪性診断が求め

られる。 

胆道狭窄の診断には、非侵襲的検査法として腹部エコー・CT・MRI、侵襲的検査

法として内視鏡を用いた ERCP・EUSがある。一般的に、これらの画像検査所見

から胆道狭窄の存在が明らかになった場合、確定診断のために、引き続き病理学

的検査を行う。悪性胆道狭窄の病理学的診断方法としては、胆汁細胞診、擦過細

胞診、透視下胆管生検、胆道鏡直視下生検などが存在する。胆汁細胞診に関して

は、併発する閉塞性黄疸や胆管炎の治療として施行される胆道ドレナージの際

に得られる吸引胆汁を用いて行われるが、これまで報告されている胆汁細胞診

の悪性腫瘍診断感度は 6〜32％と低く、これだけでは十分とは言えないのが現状

である 6–9。一方、Navaneethan ら 10による meta-analysis( 9 文 献・ 730 例)では、

擦過細胞診による悪性腫瘍診断感度 45%・特異度 99%、透視下胆管生検は感度 

48%・特異度 99%と報告されており、これらも同様に診断感度は満足できるも

のではない。胆道鏡直視下生検は透視下生検や擦過細胞診に比べ有用であると
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する報告が見られるが 11、両者に差を認めないとする報告もあり 12,13 一定して

おらず、また胆道鏡下で用いる生検鉗子は鉗子カップが小さく検体不十分とな

る可能性も指摘されている。近年、透視下胆管生検陰性胆管狭窄に対する超音波

内視鏡下穿刺吸引生検術（EUS-FNAB）の有用性も報告されているが 14、肝門部

領域胆管癌の場合は EUS-FNABによる播種のリスクも報告されており 15、現時

点では手術可能な胆道癌に対しては経皮的に減黄されている場合を除き経乳頭

的以外の生検・細胞診は推奨されていない。 

 

悪性胆道狭窄の主要因である膵臓癌と胆道癌について 

膵臓癌は 5年生存率 8.5%の難治癌であり、我が国の膵臓癌死亡患者数と罹患者

数は 37677人(2020年)と 42361人(2018年)であり、年々増加傾向にある。一

方、胆道癌の 5年生存率は 24.5%と膵癌についで 2番目に低く、我が国の胆道

癌死亡患者数と罹患者数は 17773人(2020年)と 22201人(2018年)であり、今後

も増加することが予想される 16。 特に膵臓癌は本邦における臓器別癌死亡数

では男女全体で肺癌、大腸癌、胃癌に次いで第 4 位 であり、男性では第 4

位、女性では第 3 位であることからも、我が国の公衆衛生上大きな問題とな

っている 16。膵臓癌・胆道癌はいずれも外科切除術のみが根治を期待できる治

療法であるが、発見時には多くの場合で腫瘍進行のために切除不能であり、膵

臓癌の切除率は約 20%17、胆道癌に関しては部位にもよるが特に肝内・肝門部

領域胆管癌、胆嚢癌において切除率は低い 18。これらの悪性腫瘍に対する診断

のファーストステップは、危険因子や臨床症状を認める患者を対象とした腫瘍

マーカーの測定や、腹部超音波検査、CTなどの非侵襲的画像検査である。具体

的に危険因子として挙げられているのが、膵臓癌では家族歴、糖尿病、慢性膵

炎、遺伝性膵炎、膵管内乳頭粘液性腫瘍、膵嚢胞、肥満、喫煙、大量飲酒、胆
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道癌では膵・胆管合流異常、原発性硬化性胆管炎、肝内結石、肝吸虫、陶器様

胆嚢などである。一方、臨床症状に関してはいずれも腹痛が最も多く、次いで

黄疸、腰背部痛、体重減少などであるが初発症状がないことも多く、早期発見

困難の要因となっている。膵臓癌や胆道癌の標準的な血清腫瘍マーカーは CEA

や CA19-9があり、NCCNガイドラインでは CA19-9の測定が推奨されてい

る。しかしながら、CA19-9の診断感度は膵臓癌で 56〜81％19–21、胆道癌では

43〜72％と報告されており 22,23、他の悪性腫瘍と同様に鑑別診断に使用するに

は感度、特異度が十分ではない。 したがって、膵臓癌および胆道癌の診断の

ための潜在的なバイオマーカーの発見が望まれている。 

 

microRNA 

miRNAは、18-25塩基配列からなる短い一本鎖 non-coding RNAである。

miRNAはヒトゲノムの約 1%を占め 24、ヒトではこれまでに 2500種類以上の

miRNAが同定されており、様々な遺伝子の発現制御に関与している。miRNA

の生合成についてであるが、核内でゲノム DNAから数百から数千塩基の長い

転写産物 primary miRNA(pri-miRNA)が転写され、RNaseⅢである Droshaなどの

蛋白質により pre-miRNAへとプロセシングされる 25。Pre-miRNAは exportin-5

によって細胞質へ輸送された後、細胞質において RNaseⅢである Dicerなどの

蛋白質により pre-miRNAが切断され mature型の miRNAが産生される 26。 

miRNAは標的 mRNAに対して不完全な相同性をもって結合し、一般に標的遺

伝子の 3'UTRを認識して、標的 mRNAを不安定化するとともに翻訳抑制を行

うことでタンパク質産生を抑制している。それによって、細胞増殖、細胞分

化、アポトーシス、代謝を含むいくつかの生命現象を調節している 27–30。ま

た、体液中での安定性も報告されており、たとえば血液中には RNA分解酵素

が豊富に存在するため RNAは不安定であると考えられていたが、Mitchellら 31
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により miRNAが血漿中に安定的に存在することが報告された。その後 miRNA

は血清/血漿のみならず、尿、唾液、糞便、脳脊髄液などにも存在することが報

告された。そのような生物学的安定性や発癌との密接な関連性から近年、

miRNAは癌のバイオマーカーとして応用されることが報告されている 2–4,32。 

 

本研究の目的 

胆道狭窄に対する胆道ドレナージの際に得られる胆汁中の miRNAが悪性胆道

狭窄の主要因である膵臓癌及び胆道癌のバイオマーカーとなれば、これらの癌

における新たな低侵襲診断の一助になることが期待される。これまでに胆汁に

おける miRNAの定量解析を膵臓癌または胆道癌の診断に応用した報告は少な

く、また胆汁からの miRNA抽出に使用された手法も一定していない 33–37。本研

究では、膵臓癌と胆道癌診断における胆汁中 miRNA定量的解析の有用性と、

胆汁細胞診との併用でこれらの診断上乗せ効果に寄与するかを評価した。 
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第３章 対象と方法 

研究デザイン 

日本大学医学部附属板橋病院消化器肝臓内科では、胆道狭窄に対する ERCP を

施行した症例に対して病理学的検索もしくは細菌学的検索目的で全例胆汁を吸

引し採取している。そしてインフォームドコンセントが得られた患者の余剰胆

汁は遠心分離を行なった後-80℃で冷凍保存しており、さらなる分子生物学的検

査に備えている。本研究は、2019年 4月から 2021年 12月の期間で、日本大学

医学部附属板橋病院において診断もしくは治療目的で ERCP を施行された際に

採取され冷凍保存されている膵臓癌、胆道癌、良性胆道狭窄患者の胆汁を用いた

miRNA定量解析の後ろ向き研究である。 

対象は悪性胆道狭窄を疑い ERCP で胆汁を採取し、且つ内視鏡的に得られた検

体もしくは外科手術後の検体にて膵臓癌または胆道癌と病理学的に診断された

患者である。膵臓癌、胆道癌に対する特異的 miRNAの有用性を評価するための

コントロールとして、研究期間中に総胆管結石、自己免疫性膵炎（AIP）、慢性膵

炎（CP）からなる良性胆道狭窄患者を、膵臓癌または胆道癌患者の数に応じて

連続登録した。良性胆道狭窄では、内視鏡的に得られた検体の細胞組織学的検査

が陰性であること、患者の臨床経過と CT、内視鏡検査、MRIなどの複数のモダ

リティによる画像検査のコンセンサスに基づいて最終診断を行なった。 

本研究では最初にマイクロアレイによる胆汁中 miRNA の発現スクリーニング

解析を行い、コントロールと比較し膵臓癌と胆道癌において有意な変動を認め

る miRNAを絞り込んだ。次に、絞り込んだ複数の miRNAについて定量的 Real-

Time PCRによる検証を行い、胆汁細胞診を組み合わせた膵臓癌及び胆道癌診断

の有用性について評価を行なった。膵臓癌及び胆道癌に対する化学療法施行歴

のある症例、または他臓器の癌を有する症例は、本研究から除外した。 
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本研究のプロトコールは 1975年ヘルシンキ宣言の倫理指針に準拠し、日本大学

医学部倫理委員会の承認を得ている（RK-200114-5）。すべての患者は、ERCPの

前にさらに分子生物学的検査を行うために ERCP 中に胆汁を採取することにつ

いて、書面によるインフォームドコンセントが行われている。 

 

胆汁採取と保存 

全ての胆汁サンプルは診断、もしくは治療目的で行われた ERCP の際に採取さ

れた。胆管にカテーテルを挿管した後、造影剤を注入する前に胆汁を採取し、細

胞診検査、もしくは細菌学的検査に使用した。さらに残った胆汁の約 1-5mlを採

取し 10,000g、10分間、4℃で遠心分離を行い、上清部分を-80℃で凍結保存した。 

 

microRNAの抽出 

本研究では、miRNeasy Serum/Plasma kit (Qiagen) を用いた。本キットは、

mRNAと miRNAを抽出するキットであり、以下の手順で miRNAの抽出を行

なった。まず、胆汁サンプル 1mlに対し、QIAzol Lysis Reagent 5ml加え、

vortex後に 5分間室温でインキュベーションを行なった。その後クロロホルム

1mlを加え vortex後に室温で 3分間のインキュベーションを行い、12,000g 、

15分間、4℃で遠心分離の後、水層（約 3ml）を新しいチューブに採取した。

これ以下の処理は室温で行なった。ここで水層と同量の 70%エタノールを加え

RNeasy MinElute spin columnを flow-throughさせる処理を追加することで、

mRNAをメンブレンに bindさせ miRNAを flow-throughさせた。Flow-through

させたライセートに miRNAが含まれるので、こちらに対して 1.5倍量の 100%

エタノールを加え、新しいカラムに移し 8,000g 15秒で遠心を行いライセート

がなくなるまで遠心を繰り返した。次に、カラムに Buffer RWT 700μlを注ぎ
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8,000g 15秒間 で遠心後、Buffer RPE 700μlを注ぎ 8,000g 15秒間 で遠心、続け

て 80%エタノール 500μlを注ぎ 8,000g 2分間 で遠心後 columnを、蓋を開けた

状態で 15,000g 5分間 で遠心を加えエタノールを蒸発させた。最後に 14μlの

dH2Oをカラムに注ぎ、3分間の室温でのインキュベーション後、15,000g 1分

間 で遠心分離し得られた溶液を回収して miRNAの精製とした。RNA 濃度は

NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)を用いて測定した。  

 

microRNAマイクロアレイ 

胆汁中 miRNAの発現スクリーニング解析を行うため、性別と年齢をマッチング

させた膵臓癌、胆道癌およびコントロールの各 3 症例（合計 9 症例）に対して

2578種類のヒト成熟miRNAを含むmiRNAマイクロアレイシステムGeneChip™ 

miRNA 4.0 Array(Thermo Fisher Scientific）を用いた網羅的解析を実施した。選択

した 9 症例においては、それぞれの群で交絡因子となり得る他の因子（病期分

類、総ビリルビン値、CRP 値）についてもばらつきがないように対象者を設定

し、またいずれも膵臓癌及び胆道癌に対する化学療法施行歴や、他臓器癌を有さ

ない症例とした。まず、抽出した totalRNA(130ng)を FlashTag™ Biotin HSR RNA 

Labeling Kit(Thermo Fisher Scientific）を用い、プロトコールに従ってラベル化し、

GeneChip™ miRNA 4.0 Arrayにハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション

したマイクロアレイはすべて GeneChip™ scanner(Thermo Fisher Scientific）にて

シグナルの検出を行なった。検出したシグナルは ThermoFisher® Transcriptome 

Analysis Console Softwareを用いて解析を行なった。2578種類のヒト成熟 miRNA

の中から、コントロール群と比較して膵臓癌と胆道癌で発現量が 2 倍以上のア

ップレギュレートされている miRNA、もしくは 0.5 倍以下にダウンレギュレー

トされている miRNA を発現変動 miRNAとし、バイオマーカーの候補としてさ
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らなる検証を行うこととした。 

 

cDNA合成 

miRCURY LNA RT Kit (Qiagen) を用いて以下の手順で cDNA合成を行なった。

抽出した miRNA 8ng に対して 5×miRCURY RT Reaction Buffer 8μ l と

10×miRCURY RT Enzyme Mix 4μl、RNase-free water 20μlを加え全量を 40μlと

し、GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) を用いて、cDNA を合成

（Reverse transcription step 60分 42℃/Inactivation of reaction 5分 95℃/Storage 4℃）

した。 

 

Quantitative-PCR 

miRCURY LNA SYBR Green PCR Kits (Qiagen) を用いて以下の手順で SYBR-

Green ベースのリアルタイム PCR を行なった。30 倍希釈した cDNA 3μl に 2× 

miRCURY SYBR Green Master Mix 5μl、×10 ROX 0.5μl、各 miRNAに特異的な

primer mix 1μl、dH2O 0.5μlを加え全量を 10μlとし、7500 Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems) を用いて 95℃ 10 秒- 56℃ 1 分 のサイクルを 40 回行っ

た。１サンプル 3 wellで行なった。 

細胞外に存在する miRNA の解析では適切なノーマライザーが未だ確立されて

いないのが現状ではあるが、本研究では過去の文献を参考に miRNA解析のノー

マライザーとして多く使用されている miR-16を用いて正規化を行なった 31,38。

定量化には ΔΔCt法を適用した。（各サンプルにおける対象 miRNAの Ct値から

miR-16の Ct値を差し引き、ΔCtを算出。また、対象サンプルの ΔCtからコント

ロール群の平均 ΔCtを差し引き（ΔΔCt値）miRNAの fold changeは、2-ΔΔCTの

式で算出） 



 11 

 

統計解析  

本研究では、i) 膵臓癌 vs コントロール、ii)胆道癌 vs コントロール、iii) 膵

臓癌 vs 胆道癌の 3つのペア臨床条件におけるmiRNA発現プロファイルを比

較検討した。膵臓癌、胆道癌、コントロールの 3群における患者背景や採血結果

の比較については、正規性のある連続変数の検定には分散分析（ANOVA）を、

正規性のない場合はクラスカル-ウォリス検定（Kruskal-Wallis test）を用いた。ま

た、i)〜iii)の各ペア条件における miRNA発現量の比較など 2群間の比較におい

ては正規性のある連続変数の検定には対応のない t検定（unpaired t test）を、正

規性のない場合はマン-ホイットニー検定(Mann-Whitney test)を用いた。カテゴリ

ー変数についてはカイ 2乗検定（Chi-square test）を用いて比較された。すべての

データは Shapiro-Wilk 検定を用いて正規性の検定を行った。各症例の Total 

Bilirubinの数値と miRNA発現量の相関関係の解析については、Spearmanの順位

相関を使用した。それぞれの miRNA 発現の定量解析の診断性能の評価には、

ROC解析と曲線下面積（AUC）を使用し、AUCの値に基づいて診断能を判断し

た（AUC 0.9-1.0：High accuracy、AUC 0.7-0.9：Moderate accuracy、AUC0.5-0.7：

Low accuracy）39。また、胆汁細胞診に胆汁中 miRNA定量解析を加えたときの診

断能を、多変量ロジスティック解析を用いて比較した。カットオフ値は、ROC曲

線解析から感度と特異度の和が最も高くなる値（Youden index）40により決定し

た。 両側 P値＜0.05は統計的に有意差ありとした。統計解析は GraphPad Prism 

9 (GraphPad Software, San Diego, California) と R version 2.6.2 (R Foundation for 

Statistical Computing, http://www.R-project.org)のソフトウェアを使用した。  



 12 

第４章 結果 

研究対象者 

膵臓癌 40例、胆道癌 38例、コントロール 35例の合計 113例が本研究の対象と

なった。年齢、性別、嗜好、併存疾患、臨床病期分類（UICC第 8版）に関する

患者集団の背景を表 1 に示す。膵臓癌群は胆道癌群と比較し女性の割合が有意

に高く、喫煙率は低かったが、膵臓癌群とコントロールでは両者の割合に差を認

めなかった。膵臓癌と胆道癌患者の 35％（27/78）は、胆汁採取時に臨床病期分

類Ⅳであった。検体採取時の各群の血液検査結果を表 2 に示す。コントロール

群と比較して、膵臓癌群、胆道癌群において血清中 CA19-9値と総ビリルビン値

は有意に高値であった．CRP 値は胆道癌群においてコントロール群と比較して

有意に高値であったが、他の項目に関しては 3群間で有意差を認めなかった。 

 

マイクロアレイによる網羅的スクリーニング解析 

膵臓癌と胆道癌において有意な変動を認める miRNAを同定するため、マイクロ

アレイによる網羅的スクリーニング解析を行なった。膵臓癌、胆道癌、コントロ

ールの各群 3 症例（合計 9 症例）の胆汁サンプルにおいてマイクロアレイを行

なった結果、2578種類の miRNAのうち 36種類の miRNAが発現変動 miRNAと

して同定された。そのうち 35 種類の miRNA が膵臓癌と胆道癌においてアップ

レギュレート、１種類の miRNAがダウンレギュレートされていた（P<0.05）(図

1)。これらの発現変動 miRNAのうち、膵臓癌と胆道癌 6症例の平均シグナル値

が 100 以上かつ、その 6 症例内でシグナル値の変動が少ない 6 種類の miRNA

（miR-1275, miR-6891-5p, miR-3162-5p, miR-7107-5p, miR-4532, miR-3197）に対し

てさらなる解析を行った(表 3)。 
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定量的 Real-time PCR 

マイクロアレイによる網羅的解析結果で得られた 6つの発現変動 miRNA（miR-

1275, miR-6891-5p, miR-3162-5p, miR-7107-5p, miR-4532, miR-3197）について

quantitative PCR(qPCR) を行なった。このうち miR-3162-5pと miR-4532は、qPCR

で得られた Ct 値がいずれも低く、さらなる解析から除外し、4 種類の miRNA

（miR-1275,miR-6891-5p,miR-7107-5p,miR-3197）について、113 症例の胆汁検体

（膵臓癌 n=40、胆道癌 n=38、コントロール n=35 ）に対して qPCR を行なっ

た。使用した primer の sequence を表 4に示す。 

113 症例における qPCR 結果を図 2 に示す。miR-1275 はコントロール群と比較

して膵臓癌群（p=0.003）、胆道癌群（p=0.049）で有意に増加していることが示さ

れた。miR-6891-5pについては胆道癌群とコントロール群間で発現量に統計学的

有意差を認めなかったが、膵臓癌群においてコントロール群と比較して有意に

増加している結果であった（p=0.025）。miR-3197 は胆道癌群と比較して膵臓癌

群で有意に増加していることが示された（p=0.015）。miR-7107-5pに関しては各

群間で発現量に統計学的有意差は認められなかった。本研究では膵臓癌、胆道癌

群はコントロール群と比較し黄疸を呈した症例が多い傾向にあったため、黄疸

が miRNA 発現に与える影響を評価するために Spearman の順位相関解析を行っ

たところ、強い相関関係を認めなかった (図 3）。また、性別、喫煙の有無、病期

分類に関しても同様に miRNA定量値との強い関係性はなかった(図 4)。 

 

胆汁中 miR-1275および miR-6891-5p定量解析と胆汁細胞診の併用

による膵臓癌の診断能評価 

4つの miRNAのうち、最終的に 2つの miRNA（miRNA-1275、miRNA-6891-5p）
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が膵臓癌において、コントロール群と比較し有意に発現量が増加していた。これ

らの 2 つの胆汁中 miRNA 定量解析の診断能力を検証するために、ROC 解析を

行った。膵臓癌における ROC曲線の曲線下面積（AUC）値は、miR-1275：0.70

（95% 信頼区間（CI） 0.58-0.82, p = 0.003）, miR-6891-5p：0.65（95% CI 0.53-

0.78 p = 0.025）であった。Youden indexによるカットオフ値を用いた場合、miR-

1275のカットオフ値は 1.57であり、それを用いた膵臓癌診断における感度、特

異度、陽性適中率（PPV）、陰性適中率（NPV）、診断精度は 70.0%、60.0%、66.7%、

63.6%、65.3%であった。また同様に miR-6891-5pのカットオフ値は 0.55であり、

それを用いた膵臓癌診断における感度、特異度、PPV、NPV、診断精度は 80.0%、

40.0%、60.4%、63.6%、61.3%であった。(表 5-1) 

本研究では、膵臓癌とコントロール 75症例における胆汁細胞診単独での膵臓癌

診断の感度、特異度、PPV、NPV、診断精度、AUCは 70.0%、100%、100%、74.5%、

84.0%、0.85 であった。胆汁細胞診に胆汁中 miRNA定量解析を加えることによ

る診断上乗せ効果を評価するために、多変量ロジスティック回帰モデルを用い

た検証を行なった。胆汁細胞診にmiR-1275定量解析を組み合わせた場合の感度、

特異度、PPV、NPV、診断精度、AUCは 77.5%, 100%、100%、79.5%、88.0%、

0.93であり、胆汁中 miR-1275定量解析を加えることで AUCは有意な上昇を認

め、診断能の向上がみられた(p=0.014)。 一方、胆汁細胞診に miR-6891-5p定量

解析を組み合わせた場合の感度、特異度、PPV、NPV、診断精度、AUCは 77.5%、

97.1%、96.9%、79.1%、86.7%、0.89 であり、診断能の向上は見られるものの胆

汁細胞診単独の AUCとの比較で有意な差はみられなかった(p=0.21)(表 5-1,2 図

5) 。 

 

胆汁中miR-1275定量解析と胆汁細胞診の併用による胆道癌の診断能
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評価 

4つの miRNAのうち、miR-1275のみが胆道癌群において、コントロール群と比

較し有意に発現量が増加していた。胆汁中 miR-1275定量解析の胆道癌診断能検

証のため ROC解析を行なったところ、AUCは 0.63（95% CI 0.50-0.77 p = 0.049）

であった。Youden index によるカットオフ値を用いた場合、miR-1275 のカット

オフ値は 3.28 であり、それを用いた胆道癌診断における感度、特異度、陽性適

中率（PPV）、陰性適中率（NPV）、診断精度は 52.6%、80.0%、74.1%、60.9%、

63.0%であった。(表 6)。 

本研究では、胆道癌とコントロール 73症例における胆汁細胞診単独での胆道癌

診断の感度、特異度、PPV、NPV、診断精度、AUCは 65.8%、100%、100%、72.9%、

82.2%、0.83 であった。胆汁細胞診に miR-1275定量解析を組み合わせた場合の

感度、特異度、PPV、NPV、診断精度、AUCは 84.2%, 94.3%、94.1%、84.6%、

89.0%、0.89 であり、診断能の向上は見られるものの胆汁細胞診単独の AUC と

の比較で有意な差はみられなかった(p=0.15)(表 6-1,2 図 6) 。 

 

血清腫瘍マーカーCA19-9 と胆汁中 miRNA 定量解析の胆汁細胞診併

用による膵臓癌、胆道癌診断能の上乗せ効果の比較 

 

膵臓癌及び胆道癌で有意に上昇を認めた miRNA の胆汁中定量解析と胆汁細胞

診の併用が、血清腫瘍マーカーCA19-9と胆汁細胞診の併用と比較し膵臓癌、胆

道癌診断に有意性があるのか検証した結果を表 7-1,2に示す。コントロール群 35

例のうち 10 例が腫瘍マーカー未測定であったためコントロールの合計は 25 例

として検証した。ROC 解析で得られた CA19-9 と胆汁細胞診の組み合わせによ

る膵臓癌診断の AUC は 0.94 であり、miR-1275 と胆汁細胞診併用、及び miR-
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6891-5pと胆汁細胞診併用した場合の膵臓癌診断能はいずれも CA19-9と胆汁細

胞診併用による膵臓癌診断能と比較して優位性を認めなかった (p=0.83、0.43)。

また同様に胆道癌診断においては ROC解析で得られた CA19-9と胆汁細胞診の

組み合わせによる胆道癌診断の AUCは 0.93であり miR-1275と胆汁細胞診併用

における診断能は CA19-9 と胆汁細胞診併用による胆道癌診断能と比較して優

位性を認めなかった(p=0.35)。 

 

 

第５章 考察 

膵臓癌、胆道癌は先進国において発生率、死亡率ともに増加傾向にある最も予後

不良な悪性腫瘍の一つである 41。 これらの悪性腫瘍は、早期には特異的な臨床

症状を伴わないため、早期発見が困難であり、また、解剖学的位置関係や炎症性

変化などの影響により、超音波検査や CT検査を用いても鑑別に苦慮する機会は

少なくない。一方、これらの悪性腫瘍は胆道狭窄による閉塞性黄疸や胆管炎を伴

うことが多く、しばしば胆道ドレナージ術が必要となる。胆汁サンプルは胆道ド

レナージ治療の副産物であるため、胆汁における新しい膵臓癌、胆道癌のバイオ

マーカーが発見されれば、より低侵襲で効率的な膵臓癌、胆道癌の診断が可能に

なると考えられる。今回の研究において我々は膵臓癌、胆道癌による悪性胆道狭

窄患者と良性胆道狭窄患者の胆汁中 miRNA定量解析を行い比較することで、こ

れらが膵臓癌、胆道癌の診断に有用である可能性が示唆された。 

癌のバイオマーカーは、体液中で安定であること、アクセスしやすいこと、疾患

特異的であること、体内での測定が容易であることなどが求められる。miRNA

は様々な複合体を形成することによりRNAと比較し血液中でも安定して存在す

ることができるとされている。21,42–47それゆえに癌のバイオマーカーとして近年
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特に血液中 miRNAは注目されており、乳癌、大腸癌、胃癌、肺癌、卵巣癌、前

立腺癌等、様々な癌種で有用性が既に報告されている 48. また悪性胆道狭窄の主

要因である膵臓癌や胆道癌のバイオマーカーとしても、異なるさまざまな

miRNAが報告されている。Kimらは、膵臓癌、胆道癌および健常対照者の血清

サンプルをそれぞれ検討し、mir-744-5p、mir-409-3p、mir-128-3p の 3 つの血清

miRNAが膵臓癌および胆道癌診断の潜在的バイオマーカーとして有用であると

結論付けている 49。Kojimaらは複数の血清 miRNAを組み合わせることによる、

膵臓癌および胆道癌診断の有用性について報告している 50。一方、血清や血漿以

外の体液である唾液や尿などから抽出された miRNAも、同様に膵臓癌、胆道癌

の診断に有用であることが報告されており 51,52、胆汁中 miRNA定量解析を用い

た報告も複数存在する。Shigehara36 らは胆汁中の miR-9 定量解析が胆道癌の診

断に、Voigtländer34らは健常者と比較し原発性硬化性胆管炎や胆道癌の患者にお

いて胆汁中 miR-412、miR-640、miR-1537、miR-3189が有意に制御を受けている

ことを報告している。また Li5らは胆汁中のエクソソームとよばれる細胞外小胞

に内包されている miRNA を解析し、miR-191 と miR-486-3p の組み合わせが胆

道癌の診断に有用であることを述べている。胆汁中の miRNA定量解析による膵

臓癌診断の有用性に関する論文は一編のみ報告されており、miR-10b、miR-30c、

miR-106b、miR-155、miR-212が膵臓癌と慢性膵炎/健常者との鑑別に有用である

とされている 37。一方、今回のようにマイクロアレイによる網羅的解析を併用し

た胆汁中 miRNAの、膵臓癌と胆道癌のリキッドバイオプシーとしての検討につ

いては未だ報告はない。胆汁は、肝細胞から毛細胆管に分泌され、胆道を通って

十二指腸に循環される過程で胆道上皮に直接暴露されており、血清と比較して

胆道上皮が関与する病態をより早期に反映するのではないかと考えられる。そ

のため、悪性胆道狭窄診断のバイオマーカーを調べる上で胆汁は有用なサンプ

ルであると言える。これまで様々な血中 miRNAが膵臓癌、胆道疾患のバイオマ
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ーカーとして報告されてきているが、本研究結果はより信頼性の高い診断につ

ながる可能性があると考えられる。 

これまでに報告されている胆汁中 miRNA定量解析に関する数編の報告では、

胆汁そのものから miRNA抽出を行なっている報告と、胆汁中のエクソソーム

に内包されている miRNAの解析を行なっている報告が存在する。本研究では

胆汁そのものを miRNAプロファイリングのソースとして使用している。エク

ソソームとは細胞から分泌される直径 50-150nmの顆粒状の物質でありその表

面は細胞膜由来の脂質、タンパク質を、内部には核酸やタンパク質などを含ん

でおり、がん微小環境での新たな細胞間シグナル伝達メカニズムに関与してい

るとされている 53。 遊離細胞由来の miRNAは不安定であるため、エクソソー

ム内の miRNAと比較してがんのバイマーカーには適さないとしている報告が

ある一方で、エクソソームに内包されている miRNAは体液中に循環している

miRNAのごく一部であると述べている報告も存在する 5,54,55。Shigeharaらは、

胆汁サンプルを遠心分離により各分画に分離し、それぞれの分画における

miRNAの発現量を検証しているが、その結果胆汁中 miRNAの多くは細胞外小

胞を含む分画ではなく、全細胞や核に存在することを明らかにしている 36。し

かしながら、miRNAが胆汁中に到達する詳細なメカニズムや胆汁中の各分画

における miRNAプロファイルについては十分な解明がなされていないのが現

状である。本研究では、より臨床に近い形で胆汁そのものをサンプルとした

miRNA定量解析が可能であることを実証し、また miRNA定量解析と胆汁細胞

診を組み合わせることで、胆汁細胞診の上乗せ効果があることを示した。胆汁

中 miRNAの各分画におけるプロファイルについては、さらなる検証が必要で

ある。 

本研究では miRBaseに登録されている 2578種類のヒト miRNAを同時に解析で

きる高感度マイクロアレイを用いて、胆汁内 miRNA発現の網羅的スクリーニン
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グ解析を行い、膵臓癌と胆道癌で特異的に上昇している 4つの miRNA（ 

miR-1275、miR-6891-5p、miR-7107-5p、miR-3197）について 113症例の胆汁サン

プルにおいて定量的 Real-time PCRによる検討を行った。その結果コントロール

と比較して miR-1275 は膵臓癌と胆道癌で、miR-6891-5p は膵臓癌で有意な発現

上昇を示したが、miR-7107-5p と miR-3197 はいずれとの比較においても有意差

を認めなかった。特に、miR-1275 の定量解析と胆汁細胞診の組み合わせによる

膵臓癌の診断精度は優れた結果を示した。膵臓癌は胆道上皮由来の腫瘍である

胆道癌よりもさらに胆汁細胞診の診断能は劣る傾向にあるため 56、胆汁中の

miRNA定量解析は膵癌による胆道狭窄の診断においてより有用である可能性が

考えられた。一方で、胆道癌診断における透視下胆道生検は技量を要し、特に肝

門部胆管癌は EUS-FNAB施行が困難のため、胆道癌の良悪性鑑別はしばしば難

渋する。そのため、miR-1275 が胆道癌診断能上昇に寄与する可能性があること

は、実臨床において重要な発見である。また、今回の研究では胆汁中 miRNA定

量解析と胆汁細胞診併用による膵臓癌、胆道癌診断能が、血清腫瘍マーカーであ

る CA19-9と胆汁細胞診併用による膵臓癌、胆道癌診断能と比較し優れているか

の検証を行ったが、いずれも優位性は示されなかった。しかし CA19-9は早期癌

での陽性率は低いため、今後、より症例数を蓄積した検討により miR-1275 や

miR-6891-5pが膵臓癌、胆道癌早期発見のスクリーニングとしての有用性が示さ

れれば、これらの miRNAは CA19-9以上の役割を担う可能性がある。 

miR-1275はこれまでに様々な臓器における促進的もしくは抑制的な腫瘍調節的

役割について、複数の報告がなされている。例えば非小細胞肺癌、頭頸部扁平

上皮癌、慢性骨髄性白血病の患者において miR-1275の発現上昇がみられると

いう報告がある一方で 57–59、胃癌や咽頭癌では発現が低下しており腫瘍抑制因

子として機能しているとする報告も存在する 60–62。膵臓癌に関連した miR-1275

の役割については一編の報告があるのみであり、Leiらは 20例の膵臓癌の癌部
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組織と非癌部組織で miR-1275の発現量を解析し癌部で有意な低下を認め、さ

らに膵臓癌細胞株で miR-1275を過剰発現させることで癌細胞増殖、転移、浸

潤が有意に抑制された結果を報告している 63。組織と胆汁という、miRNA抽出

の対象となるサンプルの違いはあるが本研究とは異なった結果となっている。

胆道癌と miR-1275との関連性については、これまでに報告はされていない。

miR-6891-5pは、選択的 IgA欠損症で発現が上昇し 64、冠動脈疾患で発現が低

下していると報告されているが 65、現時点で癌のバイオマーカーとしての報告

はない。本研究において膵臓癌、胆道癌患者で miR-1275および miR-6891-5p

の発現異常が示されたメカニズムについては明らかではないが、既報との用い

たサンプルの種類、ノーマライザー、miRNA抽出試薬の種類およびサンプル

保存方法なども影響している可能性が考えられる。 

miRWalkオンラインデータベース(http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/ 

zmf/mirwalk2/index.html) 64–66と Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

pathwayを用いて miR-1275と miR-6891-5pの標的遺伝子の予測とパスウェイ解

析を行なった。その結果、miR-1275の標的遺伝子はMitogen-activated Protein 

Kinase（MAPK）シグナル伝達経路、miR-6891-5pの標的遺伝子は

phosphatidylinositol-3 kinase（PI3K）-Aktシグナル伝達経路に関連したものが多

いことが示された。MAPKシグナル伝達経路および PI3K-Aktシグナル伝達経

路は KRAS遺伝子の下流シグナルであると同時に KRAS遺伝子変異は膵臓癌お

よび胆道癌の発症に関与することが報告されているという事実は 67–69、本研究

における膵臓癌、胆道癌における miR-1275および miR-6891-5pの発現上昇を

支持するものと考えられる。 

胆汁中の miR-3197発現量は、胆道癌と比較して膵臓癌で有意な上昇を示したも

のの（p=0.015）、膵臓癌と胆道癌を識別するマーカーとしては不十分な結果であ

った（診断精度 65.4%、 AUC 0.66）。miR-1275と miR-6891-5pについても miRNA
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定量解析単独の場合診断精度は高くはないが、胆道ドレナージの際に得られる

胆汁を使用して実施できることから、胆汁細胞診と併用することで、悪性胆道狭

窄診断における補助的な診断方法となり得ることが示唆された。今後は膵癌、胆

道癌の早期発見に繋げるため、より低侵襲に採取可能な十二指腸液や血漿、便中

の miR-1275 や miR6891-5p 定量化が、膵臓癌、胆道癌診断に有用かどうかの検

証が必要である。 

本研究の限界として、次の 3点が挙げられる。第一に、本研究は単施設での後ろ

向き研究のためバイアスが存在する可能性があり、他施設における十分な検証

はされていないことである。第二に、本研究のコントロールは総胆管結石などの

良性疾患を罹患した患者であり、疾患を罹患しない健常な症例ではないことで

ある。胆道ドレナージは侵襲を伴うため疾患を持たない健常者の胆汁サンプル

取得は困難であったためである。そのため、健常者との比較は行えていない。第

三に、胆汁からの miRNA抽出方法は一定化されておらず既報と使用した試薬や

ノーマライザーが異なるが、その点についての検証が為されていない点である。 

 

第６章 まとめ 

本研究は、膵臓癌、胆道癌、良性コントロールの各 3例の胆汁サンプルからマイ

クロアレイによる網羅的スクリーニング解析を行い、膵臓癌と胆道癌において

コントロールと比較して有意に増加している 4 つの miRNA（miR-1275, miR-

6891-5p, miR-7107-5p, miR-3197）を絞り込んだ。続けて 113例（膵臓癌 40例、

胆道癌 38例、コントロール 35例）の胆汁サンプルにおいて上記 4つの miRNA

に対する定量的 real-time PCRを行なった。その結果、コントロールと比較して

胆汁中の miR-1275 は膵臓癌と胆道癌で、miR-6891-5p は膵臓癌で有意に発現上

昇しており、特に miR-1275の定量解析は胆汁細胞診と組み合わせることで、膵
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臓癌を鑑別する上で良好な感度、特異度、診断精度が得られた。以上より、胆汁

細胞診に胆汁中miR-1275定量解析を上乗せすることにより膵臓癌の診断能力が

向上する可能性が示唆された。今後はこれらの miRNAについて、より大規模な

コホートで検証し、膵臓癌・胆道癌の予後や治療への反応と相関するマーカーと

しての有用性を評価する必要がある。  
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表 Table  

 

表 1.Patient characteristics.  

Variable 

PC 

(N=40) 

BTC 

(N=38) 

Control 

(N=35) 

P value PC vs Control BTC vs Control PC vs BTC 

Age,mean(s.d.) 74.8(8.8) 73.9(10.4) 70.5(12.9) 0.185    

Female sex,n(%) 24(60%) 12(32%) 14(40%) 0.034 0.08 0.452 0.0118 

Smoking status, n (%)        

Never 22(55%) 10(26.3%) 19(54.3%) 0.0167 0.95 0.0147 0.010 

Ever/Current 18(45%) 28(73.7%) 16(45.7%)     

Alcohol status, n (%)        

  Never 12(30%) 10(26.3%) 11(31.4%) 0.883    

  Current 28(70%) 28(73.7%) 24(68.6%)     

CKD, n (%) 3(7.5%) 2(5.26%) 4(11.4%) 0.618    

Diabetes, n (%) 10(25%) 11(28.9%) 8(22.9%) 0.832    

Tumor Clinical Stage        

Ⅰ〜Ⅲ 25(62.5%) 26(68.4%)  0.583    

Ⅳ 15(37.5%) 12(31.6%)      

Clinical features of the patient. PC: pancreatic cancer, BTC: Biliary-tract cancer, CKD: Chronic Kidney Disease, 
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表 2. Laboratory characteristics 

 

 

 

PC 

(N=40) 

BTC 

(N=38) 

Control 

(N=35) 
P value PC vs Control BTC vs Control PC vs BTC 

CA19-9 U/ml 

median (IQR) 
425(1,536) 102(361) 12(17.4) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.4645 

T-Bil mg/dl 

median (IQR) 
7.5(6.3) 5.4(12.3) 0.8(1.0) 0.0001 <0.0001 <0.0001 >0.9999 

WBC, ×103/μl 

median (IQR) 
5.3(2.9) 6.0(2.6) 5.9(5.0) 0.155    

TP,g/dl  

mean (s.d.) 
6.4(0.9) 6.5(0.8) 6.4(0.8) 0.809    

CRP,mg/dl 

median (IQR) 
0.5(1.3) 0.7(2.8) 0.1(1.6) 0.0235 0.2133 0.0206 >0.9999 

Laboratory characteristics of the patient. PC: pancreatic cancer, BTC: Biliary tract cancer; CA19-9: carbohydrate 

antigen 19-9, T-Bil: total bilirubin, WBC: white blood cells, TP: total protein, CRP: C-reactive protein.  
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表 3. Selected miRNA over-expressed in sets of pooled bile from patients with pancreatic 

cancer and bile tract cancer compared to those from healthy controls. 

 Average signal   

 control PC+BTC Fold-change P-value 

miR-3197 29.4 179.8 6.11 0.004 

miR-6891-5p 4.7 222.9 47.5 0.008 

miR-3162-5p 8.1 154.3 19.2 0.008 

miR-1275 6.2 119.4 19.4 0.009 

miR-4532 89.9 744.4 8.31 0.010 

miR-7107-5p 65.3 398.9 6.13 0.013 

PC: pancreatic cancer, BTC: Biliary tract cancer; 
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表 4. Sequence of primers for quantitative PCR 

hsa-miR- 1275  

5 ́- GUGGGGGAGAGGCUGUC- 3 ́  

hsa-miR-6891-5p 

5 ́- UAAGGAGGGGGAUGAGGGG-3 ́ 

hsa-miR-7107-5p 

5 ́- UCGGCCUGGGGAGGAGGAAGGG- 3 ́ 

has-miR-3197 

5 ́- GGAGGCGCAGGCUCGGAAAGGCG- 3 ́ 
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表 5-1. Diagnostic value of quantitative analysis of miR-1275 and miR-6891-5p 

combined with bile cytology to diagnose biliary stricture with pancreatic cancer 

(pancreatic cancer: n=40, control: n=35) 

 miR-1275 (%) miR -6891-5p (%) ERCP cytology (%) 

miR1275 or 

Cytology (%) 

miR6891-5p or 

Cytology (%) 

Sensitivity  

(95% CI) 

70.0 

(59.5-79.1) 

80.0 

(70.4-88.2) 

70.0 

(63.1-70.0) 

77.5 

(70.7-77.5) 

77.5 

(69.7-79.5) 

Specificity  

(95% CI) 

60.0 

(48.0-70.4) 

40.0 

(29.0-49.4) 

100 

(92.1-100) 

100 

(92.2-100) 

97.1 

(88.2-99.5) 

PPV  

(95% CI) 

66.7 

(56.7-75.4) 

60.4 

(53.1-66.6) 

100 

(90.1-100) 

100 

(91.2-100) 

96.9 

(87.1-99.4) 

NPV  

(95% CI)  

63.6 

(50.9-74.7) 

63.6 

(46.1-78.6) 

74.5 

(68.6-58.3) 

79.5 

(73.4-79.5) 

79.1 

(71.8-81.0) 

Accuracy 

 (95% CI) 

65.3 

(54.1-75.1) 

61.3 

(51.1-70.1) 

84.0 

(76.6-84.0) 

88.0 

(80.7-88.0) 

86.7 

(78.3-88.9) 

AUC  

(95% CI)  

0.70 

(0.58-0.82) 

0.65 

(0.53-0.78) 

0.85 

(0.78-0.92) 

0.93 

(0.87-0.99) 

0.89 

(0.81-0.97) 

PPV: Positive predictive value, NPV: Negative predictive value, AUC: Area under the curve 
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表 5-2. Number of cases by cytology and miRNA quantitative analysis 

 

 

PC: pancreatic cancer, 
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表 6-1. Diagnostic value of quantitative analysis of miR-1275 combined with bile 

cytology to diagnose biliary tract cancer (biliary tract cancer: n=38, control: n=35) 

 miR-1275 (%) ERCP cytology (%) miR1275 or Cytology (%) 

Sensitivity (95% CI) 52.6 (37.3-67.5) 65.8 (58.5-65.8) 84.2 (75.7-87.9) 

Specificity (95% CI) 80.0 (64.1-90.0) 100 (92.1-100) 94.3 (85.1-98.3) 

PPV (95% CI) 74.1 (59.3-85.6) 100 (88.9-100) 94.1 (84.6-98.2) 

NPV (95% CI)  60.9 (52.2-67.6) 72.9 (67.1-72.9) 84.6 (76.3-88.2) 

Accuracy (95% CI) 65.8 (54.8-74.3) 82.2 (74.6-82.2) 89.0 (80.2-92.9) 

AUC (95% CI) 0.63 (0.50-0.77) 0.83 (0.75-0.91) 0.89 (0.80-0.97) 

PPV: Positive predictive value, NPV: Negative predictive value, AUC: Area under the curve 

表 6-2. Number of cases by cytology and miRNA quantitative analysis 

 

BTC: Biliary-tract cancer 
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表 7-1. Comparison of the diagnostic value of quantitative analysis of miR-1275 and 

miR-6891-5p combined with bile cytology and serum CA19-9 combined with bile 

cytology to diagnose biliary stricture with pancreatic cancer (pancreatic cancer: n=39, 

control: n=25) 

 ERCP cytology (%) CA19-9 (%) CA19-9 or cytology (%) 
miR1275 or  

Cytology (%) 

miR6891-5p or  

Cytology (%) 

Sensitivity  

(95% CI) 

71.8 

 (64.9-71.8) 

79.5  

(70.5-85.1) 

92.3  

(84.3-96.7) 

82.1 

(75.4-82.1) 

79.5  

(72.7-79.5) 

Specificity  

(95% CI) 

100  

(89.2-100) 

84.0  

(70.0-92.8) 

84.0  

(71.4-90.9) 

100  

(89.6-100) 

100  

(89.5-100) 

PPV  

(95% CI) 

100  

(89.2-100) 

88.6  

(78.6-94.8) 

90.0  

(82.1-94.3) 

100  

(91.9-100) 

100  

(91.5-100) 

NPV  

(95% CI)  

69.4  

(62.0-69.4) 

72.4  

(60.3-80.0) 

87.5  

(74.4-94.7) 

78.1  

(70.0-78.1) 

75.8  

(67.8-75.8) 

Accuracy  

(95% CI) 

82.8  

(74.4-82.8) 

81.3  

(70.3-88.1) 

89.1  

(79.2-94.4) 

89.1  

(80.9-89.1) 

87.5 

 (79.3-87.5) 

AUC  

(95% CI)  

0.86  

(0.79-0.93) 

0.82  

(0.72-0.92) 

0.94  

(0.89-0.99) 

0.93  

(0.87-0.99) 

0.90 

 (0.82-0.98) 

PPV: Positive predictive value, NPV: Negative predictive value, AUC: Area under the curve 
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表 7-2. Comparison of the diagnostic value of quantitative analysis of miR-1275 

combined with bile cytology and serum CA19-9 combined with bile cytology to diagnose 

biliary stricture with biliary tract cancer (biliary tract cancer: n=38, control: n=25) 

 

 

 ERCP cytology (%) CA19-9 or cytology (%) miR1275 or Cytology (%) 

Sensitivity (95% CI) 65.8 (58.7-65.8) 92.1 (83.9-96.6) 84.2 (77.5-84.2) 

Specificity (95% CI) 100 (89.1-100) 84.0 (71.5-90.9) 100 (89.8-100) 

PPV (95% CI) 100 (89.1-100) 89.7 (81.7-94.2) 100 (92.0-100) 

NPV (95% CI)  65.8 (58.7-65.8) 87.5 (74.4-94.7) 80.6 (72.4-80.6) 

Accuracy (95% CI) 79.4 (70.8-79.4) 88.9 (78.9-94.4) 90.5(82.3-90.5) 

AUC (95% CI) 0.83 (0.75-0.91) 0.93 (0.88-0.99) 0.90 (0.81-0.98) 

PPV: Positive predictive value, NPV: Negative predictive value, AUC: Area under the curve 
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図 Figure  
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図 2. 

 

 

  

  



 35 

 

図 3. 
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図 4. 
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図 5. 
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図 6. 

 

 

 

図説 Figure Legends 

 

図 1.  9症例（膵臓癌 3例、胆道癌 3例、コントロール 3例）の胆汁サンプル

における miRNA発現量を表すヒートマップ。2578種類の miRNAのうち 36種

類の miRNAが発現変動 microRNAとして同定された。 

 

図 2. 膵臓癌（n=40）、胆道癌（n=38）およびコントロール（n=35）の胆汁中の

miRNA相対発現量。横線は各 miRNAの中央値を表す。MiR-1275は、膵臓癌お



 39 

よび胆道癌でコントロールと比較し有意に上昇していた。MiR-6891-5pは、膵臓

癌でコントロールと比較し有意に上昇していた。MiR-3197は、胆道癌と比較し

膵臓癌で有意に上昇していた。 

 

図 3. 黄疸の数値と各 miRNA発現量の関係性（Spearmanの順位相関係数）。い

ずれの miRNAにおいても黄疸との強い相関関係を認めなかった 

 

図 4. 性別、喫煙の有無、病期分類と miRNA発現量の関係について（マン-ホ

イットニー検定）。いずれも項目も miRNA 発現量との間に強い関係性はないよ

うであった。 

 

図 5 胆汁細胞診に胆汁中 miR-1275、及び miR6891-5p定量解析を組み合わせた

場合の診断能を示す ROC 曲線（膵臓癌による胆道狭窄と良性胆道狭窄の鑑別） 

 

図 6. 胆汁細胞診に胆汁中 miR-1275 定量解析を組み合わせた場合の診断能を示

す ROC曲線（胆道癌による胆道狭窄と良性胆道狭窄の鑑別） 
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