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はじめに 

 

  かつては遺伝子検査といえば先天性の遺伝性疾患や血栓症、種々の酵素欠損をはじめとする

代謝疾患を対象とした体細胞変異に基づいた疾患を裏付ける検査として行われていました。これら

の検査も実施できる施設は限られており、研究レベルで実施することが多く、病院など医療機関で

の検査室で行われることは極めて稀でした。時代とともに、感染症、癌の診断に PCR 法が導入され

るようになり、肝炎ウイルスや結核菌、そして今では Covid19 の検査は PCR(RT-PCR)法で行われ、

自動化も進み、多くの検査室で行われる時代になりました。悪性腫瘍などにおいても造血器腫瘍

の遺伝子検査など多くの検査を行うようになり、実際に検査を担う技師の能力も徐々に向上しつつ

あります。病理診断においては、肺癌のコンパニオン診断が行われるようになり、一つ一つの遺伝

子異常を PCR 法やサンガーシークエンス法で行うには追いつかないほどたくさんの情報を要求さ

れるようになり、ついに次世代シークエンス（NGS）の出番となりました。 

一方で、DNA, RNA の精度も要求されるようになり、しかも生のサンプルからの核酸抽出だけでは

なく、何年も保存されたホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）から DNA,RNA を抽出することもでき

るようになりました。このような技術の進歩がある一方で、組織や血液などのサンプルから核酸を抽

出し、遺伝子解析の結果が出るまでの過程は専門技術によって処理されてしまい、また自動化も

進むことで、ブラックボックス化してしまいました。パッケージ化されたパネル解析はデザインされた

遺伝子の数も多く、情報量も極めて豊富であり、一見よさそうに見えますが、実際に利用するとなる

と非常に高価で、その利用価値すらはっきりしないこともあり、研究や検討レベルではなかなか手

が出せないことも多く、常に確定診断を迫られる病理医にとって日常の病理診断業務において使

いたくても使いにくい雲の上の存在になってしまっています。 

そこで、もっと身近に、かつパネル検査に近い情報量を使って病理診断の質を向上させようという

目的で小規模の癌遺伝子パネル解析を試みています。 

今回は、「Molecular biologist」としての知識と技術を「病理医」として生かすために当病理診断学

講座で展開している小規模の「遺伝子パネル解析」の基本から実践までをご紹介します。 

 

 

 

                                   ２０２１年７月 

                                   奈良県立医科大学病理診断学講座 

                                   藤井 智美 
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1. 核酸の基礎知識 

 

PCR（RT-PCR）法を基本とした遺伝子解析には通常は生の血液、細胞、組織から抽出した DNA、

RNA を用いますが、病理では一般的にホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織から DNA や

RNA を抽出し、解析を行うので、薄切した「未染標本」からの核酸抽出を行うことを前提に解説しま

す。 

 

1.1 染色体 

 病理診断の上で最も身近な遺伝子

解析は FISH 法です。FISH 法でわか

ることは肺癌、肉腫や脳腫瘍、造血器

腫瘍でよく見られる染色体転座による

融合遺伝子の存在です。切断点を有

する遺伝子上の一部の配列に相補的

なプローブを設計し、蛍光色素を標識

して組織にハイブリダイズします。

DAPI で核の対比染色を行い、核内の染色体の位置から融合もしくは分離シグナルを確認します。

慢性骨髄性白血病の t(9;22)でみられる bcr/abl 融合遺伝子のように融合パートナーが明白で、切

断点も明らかな染色体転座については、融合シグナルが観察されるようなプローブを容易に設計

できます。一方で、肺癌の ALK や ROS1 融合遺伝子などはパートナーが複数想定される場合は

切断されたことを確認する分離シグナル（スプリットシグナル）を確認することで、検出します。 

 FISH 法を用いた解析としては、遺伝子増幅の検出が有用です。乳癌や胃がんの HER2, 脂肪

肉腫の CDK4, MDM2 などは通常、タンパクの過剰発現を免疫組織化学染色で HER2/neu、

CDK4, MDM2 の染色を行います。これらのタンパク質の過剰発現は遺伝子の増幅が原因である

ことが知られており、これらの染色体上の DNA をプローブで標識することにより、遺伝子の増幅す

なわち DNA の過剰複製を観察することができます。従って FISH 法では構造的もしくは数的異常

を生じた DNA の異常を観察していることになります。 

 

1.2 genomic DNA 

 病理診断領域では EGFR、BRAF、

KRAS の遺伝子異常、すなわち点突然

変異は従来的にはサンガーシークエン

ス法によるシークエンス配列解析、制限

酵素切断による RFLP 法がよく行われ

ていました。現在では、PCR 法をベー

スにした Roche 社の cobas 変異検出キ
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ットや NGS によるオンコマイン Dx 

Target Test マルチ(Thermo Fisher 

Scientific 社)が行われるようになり、ます

ますブラックボックス化しています。点突

然変異としては、塩基置換や塩基欠失

(deletion), 塩基挿入(insertion)があり、

これらは配列を直接見ることで正確に確

認することができます。技術的には

genomic DNA を抽出し、該当する領域

を PCR 法で増幅したものをシークエンス

反応を行い、シークエンス解析を実施したり、変異部位に特異的な制限酵素サイトがあれば制限

酵素による切断を行い、電気泳動で変異の有無を確認することができます。遺伝子の配列を解析

する場合には DNA が対象となります。RNA→cDNA を合成し、cDNA を解析することも可能です

が、操作過程における PCR エラーなどを減らすためにも配列解析はあくまで DNA で行うことが無

難です。 

 

1.3 RNA (cDNA) 

RNA を対象にした解析としては、融合遺伝子を RT-PCR 法で検出する目的が一般的です。研究

レベルでは遺伝子発現を見ることができます。RT-PCR 法の正確性を担保するために、融合遺伝

子の配列については切断点を含む領域をサンガーシークエンス法で確認することはある意味重要

です。 

 

1.4 NGS で可能な遺伝子解析 

DNA、RNA いずれにおいても PCR をベースとした遺伝子解析であればなんでも出来ます。 

DNA を対象とした解析としては、点突然変異や塩基の欠失・挿入などが可能であり、RNA を対象

とした解析では融合遺伝子の検出、遺伝子発現、さらにはマイクロ RNA の発現解析も可能です。 

 

 

   Memo 
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2. 遺伝子解析実施の判断 

 

病理診断における遺伝子解析の目的は、癌の遺伝子変異・融合遺伝子を検索し、見出すことで、

癌の増幅の鍵となるドライバー遺伝子における変異を特定することです。この結果、適応となる分

子標的療法を見つけることが出来ます。白

血病や悪性リンパ腫ではかなり以前から行

われていますが、今では肺癌を始め多くの

癌に適応が広がっています。さらに今では

臓器横断的に分子標的療法の適応を探す

べく、癌遺伝子パネル検査が行われている

時代になり、遺伝子解析が診断にも治療に

も重要な位置付けとなっていることは誰もが

知るところです。 

 病理組織標本から得られる情報は、HE 染色標本からは形態学的な情報、免疫組織化学染色、

特殊染色から得られる蛋白発現のプロファイリング、そして FISH 法や遺伝子解析による分子レベ

ルでのプロファイリングも重要かつなくてはならない情報になっています。 

 

2.1 癌の遺伝子パネル解析 

 

NGS を用いた遺伝子パネル解析、その中

でもターゲットシークエンスでは数十種類

〜数百種類の遺伝子配列を調べることで

遺伝子変異を効率よく見出すことが出来ま

す。一方で、利点と欠点があり、それぞれ

を理解した上で、実施し、解釈しなければ

いけません。NCC オンコパネルや Foundation One による大規模な癌遺伝子検索は網羅する遺

伝子も多く、情報量も多いため有用性が高いですが、非常に高価で検査を行うための適応基準を

クリアするには条件が厳しく、手続きも煩雑です。治療法を見出すための検査であるため、結果が

治療に生かされることが期待されるわけですが、実際に検査を実施できたとしても有効な治療にた

どり着けるのは現時点で約 10%と意外に少ないのが現状です。 

以下に、現状の癌遺伝子パネル解析の利点と欠点を挙げてみます。 

[利点] 

① １つの組織片から DNA・RNA を抽出し、１度にライブラリーを作成し、シークエンサーにかける

ことで遺伝子変異が検出できる。 

② 臓器横断的な遺伝子変異を見出すことで、これまでに適応のなかった分子標的薬の利用可

能性が広がる。 



 7 

③ 個別に治療方針がプランできる。 

 

[欠点] 

① 必ずしも遺伝子変異が見つかるとは限らない。 

② 見つかったとしても分子標的薬として未開拓の遺

伝子異常のことも多い。 

③ 実際に遺伝子変異に基づいた治療へ繋げられる

のは１０％程度。 

 

こういった背景を抱える遺伝子パネル解析ですが、病

理診断領域にとって NGS は時には非常に有用性の高いツールであることは間違いありません。 

 病理診断にとって遺伝子パネル解析がどのように有用性が高いかを検討したいと思います。例え

ば、EGFR 遺伝子変異解析の場合、コンベンショナルな遺伝子検査（cobas 変異解析など）では治

療に適応可能な 42 種類の EGFR 遺

伝子変異が検出できます。一方で、

NGS では網羅的にプライマーを設計

し、遺伝子変異の hot spot を含むエ

クソン配列全てを検索することができ

るため、その領域にある遺伝子変異

は全て検出できます。ところが、稀な

遺伝子変異は治療効果のエビデンス

がなく、治療に結びつかないため、現

状では有効性は保証できません。それでも解析する側としては、病理診断上、形態学的特徴と関

連性を見出すきっかけとなり、解析経験を積むことで、結果と予後との関連性や新たな薬剤開発へ

の道を模索するきっかけとなる情報を提供することとなります。とはいえ、コストや機器のキャパシテ

ィの面からは毎回大規模の遺伝子パネル解析をやるわけにはいきません。そこで、もっと小回りの

きく、小規模のパネルをたくさん準備し、病理形態診断の中での「コンパニオン診断」的役割を果た

してくれるような解析ができることが理想です。 

 では、病理診断においてどんな時に NGS が役に立つかを挙げてみると、 

 

① 治療を目的とした遺伝子変異の検出→コンパニオン診断、癌パネル検査 

② 免疫染色によるタンパク発現亢進の確認検査 

③ あくまで診断を確信するための遺伝子解析 

④ 組織量不足など本来の癌パネル検査から脱落したが、情報として必要な解析 

 

①は保険診療内の検査の範疇なので、お任せしてしまいましょう。 
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②は 前述の通り、FISH 法でもできますが、PCR ベースでも copy number variation(CNV)としての

解析が可能なので、意外と役に立ちます。しかも、ターゲット領域を多く設定できるため、FISH 法

で検出できなかった場合でも実際にあれば検出できる可能性が高いです。 

③は①とほぼ同義ですが、治療には結び付かなかったり、診断的意義でしか知られていない場合

でも実際に解析してみて検出できれば、診断の裏付けにはなるので、疾患概念として既存の遺伝

子異常を証明したい、あるいは新たに概念を見出したいなど病理診断として本当の意味で役に立

つ可能性を十分に秘めています。 

④は組織量が少量で解析に至らなかった場合、それでも結果が知りたいという時には小規模パネ

ルであれば解析できることも多いです。ただし、固定までの時間、固定時間、ホルマリンの濃度など

種々の不確定要素により核酸抽出ができないこともあるため、注意が必要です。 

 

2.2 病理組織像を裏付ける遺伝子の変化 

 

病理組織診断の上で、難解症例とし

て最もよく出会うのは原発不明癌かと

思います。既往がわからなければ、転

移巣の組織像を見ても原発巣が特定

できないことは多々あります。たとえ特

定できたとしても重複癌でどの腫瘍が

転移したものかを見極める上でも形

態学的所見を裏付ける情報があれば

非常にありがたいと思います。そこ

で、大腸癌の上行結腸と横行結腸の

重複癌で No.203 リンパ節転移がどこ

から来たものかを遺伝子解析で特定し

た例を示します。この症例は領域リンパ

節の位置と組織像から推定は可能でし

たが、推定される病変とは異なる部位の

方が深達度は進行していました。すな

わち形態学的にはリンパ節転移巣の像

と上行結腸癌は類似していましたが、上

行結腸癌は SM 癌で早期癌でした。一

方横行結腸癌は pT4a の進行癌でし

た。この 3 病変について５０の癌遺伝子

を対象としたターゲットシークエンスパネ

ルの Cancer Hot Spot V2 パネル（Illumina 社）を使って DNA の遺伝子変異解析を行ったところ、
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リンパ節転移巣と上行結腸癌の遺伝

子変異パターンが一致していました。

この結果からも組織像、領域リンパ節

の位置、遺伝子プロファイルが一致し

たことが証明できました。 

 免疫組織化学染色では判断できな

い転移病変の推定や長期間生存の

後に発生した癌が再発か de novo か

を判断する材料にもなり得ます。 

 

 

2.3 免疫組織化学染色を裏付ける遺伝子増幅 

 

乳癌や胃癌においては HER2 の遺伝子

増幅を免疫組織化学染色で判定します。

DNA を抽出し、NGS で解析することで

FISH 法と同じように遺伝子の増幅が copy 

number variation(CNV)として検出できま

す。これは、 Amplicon ベースの NGS 解

析では read depth すなわちコピ-数を非

腫瘍組織をベースにして比較することによ

りコピー数の増加を算出

することが出来ます。この

技術を使うと、DNA から

遺伝子変異と CNV が同

時に検出できることになり

ます。このように CNV が

有用である遺伝子を一つ

のパネルとしてまとめて

作成しておくことで、乳癌

や胃癌だけではなく脂肪

肉腫、脳腫瘍の一部など

他の腫瘍にも応用できま

す。欠点としては、広範

囲の遺伝子欠失があり、検出できない場合もあるため、遺伝子の中でも広くカバーするようにプライ

マーを設計するなどの工夫が必要です。 
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Memo 



 11 

3. 標本の準備 

 

3.1 標本選択 

 

NGS で解析をしたいと思う標

本中の癌組織の量は多いに

越したことはありませんが、

小規模パネルの解析では

DNA のインプット量が少な

めでも解析が可能なことが多

いため、できるだけマクロダ

イセクションで非腫瘍部や壊

死組織を減らして解析に進

みます。経年保存期間は 4

年以内が理想的ですが、場

合によっては１０年でも解析

が可能なこともあります。一方で、固定液、固定までの時間、固定時間などは重要で、年数にかか

わらず、解析できるかどうかはプレアナリシスの影響は大きいです。 

 

3.2 未染標本の準備 

 

腫瘍が含まれる組織切片を選択したら、最大限にコンタミネーションを防ぐため、未染標本作成時

はミクロトームの刃を新しいものにする、浸透のための温水は専用にする、スライドガラスに他のパ

ラフィン組織片が付着することのないように環境をきれいにして作業する、ことを念頭に作成を依頼

します。厚さは５−8μm, 大

きさによりますが、大体５枚く

らい使用します。オンコマイ

ンや Foundation One ほど厳

密にする必要はありません

が、十分量ある方が安心し

て核酸抽出に進めます。 
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4. 核酸抽出 

 

核酸抽出は NGS 解析のみならず定量的 PCR 法やサンガーシークエンス法、遺伝子発現解析い

ずれにおいても基本操作となります。使うキットはいろいろありますが、QIAGEN 社のキットが一番

安定している印象です。当ラボでも QIAGEN 社のキットを最もよく使っているので、紹介します。

DNA、RNA 抽出および後述するライブラリー調製に共通する必要な機器、消耗品は以下の通りで

す。 

（メーカー問わず） 

[機器] 

ブロックインキュベーター 

冷却遠心機（1.5-2.0ml チューブ用） 

分光光度計（核酸の濃度を測れるもの） 

エッペンドルフチューブたて 

ギルソンピペッター一式もしくはエッペンドルフピペッター一式 

[消耗品] 

エッペンドルフチューブ(1.5ml) 

ファルコンチューブ（15ml, 50ml） 

チップ一式 

RNase free H2O 

エタノール 

イソプロパノール 

クロロホルム 

キシレン 

 

4.1 DNA 抽出・RNA 抽出 

 

ここでは、QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 

(QIAGEN 社)を用いた抽出法について紹

介します。 

RNA についてもほぼ同様のステップです

が、DNase 処理を行うなどのステップがあり

ます。 

 

① 脱パラフィン 

エッペンドルフチューブに入れた組織切片

にキシレンを添加し、ボルテックスにより十
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分組織切片と混和し、パラフ

ィンを溶解します。

Deparaffinization solution 

(QIAGEN)や NucleoSpin® 

totalRNA FFPE（TaKaRa 

Bio）ではキシレンフリーの

Paraffin Dissolver による脱パ

ラフィンを行うため、ドラフトが

設置された場所での抽出など

特別な環境整備が簡略化で

きる方法です。 

② Protenase K 処理 

 キシレンなどの有機溶媒を

用いて脱パラフィンを行った

場合、遠心分離法により上清の有機溶媒を除去し、エタノールなどの両親媒性有機溶媒を添加

し、残存するキシレンを十分取り除いた後、Protenase K 処理を行います。Protenase K による高温

処理により、ホルムアデヒドによるクロスリンクが部分的に外れ、核酸の検出が容易になりますが、

長時間インキュベーションを行うと、断片化が進むため、注意が必要です。なお、NucleoSpin DNA 

FFPE XS（TaKaRa バイオ）などでは脱クロスリンク専用の試薬（Decrosslink Buffer D-Link）が組み

込まれている場合もあり、Protenase K による高温処理を避ける工夫もされています。 

③ カラム吸着 

DNA 溶解液に buffer とエタノールを添加し、ピペッティングにより混和し、沈殿物とともに抽出用の

カラムにアプライします。もし、RNA free の DNA が必要であれば、この前に RNase 処理を行うこと

もあります。10,000rpm、15 秒でスピンダウンし、フロースルーを捨てながら全量吸着し終えるまで

繰り返します。 

⑤ カラム洗浄 

 エタノールと混合した洗浄用 buffer をカラムの容量に合わせて添加し、10,000rpm、15 秒でスピ

ンダウンします。洗浄操作はキットによって至適回数が示されているため、キットの説明書を参考に

行います。 

⑥ 溶出 

 カラムを新しい 1.5ml のコレクション用チューブ（エッペンドルフチューブ）にセットし、15-50μl の

滅菌水をカラムのメンブレンに直接添加し、13,500rpm、1 分遠心し、DNA を溶出します。 

⑦ 保存 

 得られた DNA や RNA は解析を行うまで、-80℃の deep freezer で長期保存可能です。 
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4.2 核酸の濃度測定 

 

分光光度計で測定するのが一般的です

が、NGS に進む場合は厳密な核酸の濃度

が必要なので、Tapestation (Agilent 社)な

どを使って行います。 

厳密に測定された濃度でライブラリー調製

のインプット量を決定します。なお、この時

に FFPE から得られた DNA、RNA は明ら

かに分解が進んでいますが、分解の程度

を示すとされている DIN 値や RIN 値はラ

イブラリーの出来不出来にはあまり関係

がないようです。 

 

4.３ RNA における逆転写反応および

cDNA の評価 

 

RNA の場合は NGS 進む最初の段階と

して逆転写反応による cDNA の合成を

行います。サーマルサイクラーを使い、

合成した後、ライブラリーに進む前に定

量的 PCR 法でアクチンや GAPDH や

18s rRNA といったハウスキーピング遺伝子の発現量を測定し、cDNA を評価します。ここで cDNA

ができていればライブラリー調製に進みます。 
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5. ライブラリー調製 

 

ライブラリー調製は、サンガーシークエンス法で言うところのシークエンス反応に相当する手順で

す。もちろん、サンガーシークエンス法のようにシークエンスプライマーで鋳型 DNA を増やして、

Dye terminator といった４種の蛍光色素と片側プライマーで反応させてカラムを通して精製するの

みという簡単な手順ではありません。しかもインプットする DNA の量も非常に厳密です。核酸の扱

いに熟練した技術者による作業が望まれます。 

ここでは、例として Illumina の Ampliseq を使ったライブラリー調整の原理と手順について、解説し

ます。 

 

5.1 ライブラリー調製の準備 

 

抽出した DNA および RNA より逆転写反

応した cDNA の品質評価および濃度測

定が終わったら、ライブラリーの鋳型にイ

ンプットする濃度に調整します。この時、

オーバーロードするとシークエンス反応

自体がうまくいかず、しかもマルチプレッ

クスで解析するため、すべて（miniseq で

のターゲットシークエンスでは 24sample）

解析できないという大損失事態になるの

で、厳密な操作が必要です。なお、DNA

も RNA も DIN 値や RIN 値など断片化の

指標がありますが、これらはほぼあてに

はなりません。なぜなら、どちらも最終的には 150bp 前後の小さいアンプリコンを生成するため、電

気泳動で確認できるサイズ、だいたい 300bp はほぼクリアしています。これまでの経験でライブラリ

ーが作成できなかったサンプルを想定すると、むしろ PCR 反応に影響するであろう種々の化学修

飾や構造変化（ホルマリンによるクロスリンクやタンパク修飾など）が問題になると考えられます。 

使用するパネルの準備はキットのマニュアルを参照し、カスタムパネルの場合は、アンプリコン数

も確認して調製の準備をします。 

 

5.2 ライブラリーとは 

 

ここでいう“ライブラリー”について簡単に説明します。 

 NGS 解析でいうライブラリーとは、DNA または cDNA サンプルをランダムに断片化し、シークエン

サーで読み取れるようにアダプターを 5’側と 3’側にライゲーションにより付加する操作のことで、
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最終的にはマルチプレックス化するためのインデックス（いわゆるバーコード）を付加して、それぞ

れのアンプリコンを識別しながらシークエンス解析を行えるようにすることをいいます。 

そのステップとして、 

① DNA の断片化：DNA の長さを 200-600bp 程度に断片化（フラグメンテーション）する 

② アダプタ配列とプライマー配列を付

加する（フローセル上の一本鎖

DNA とハイブリし、DNA 鋳型増幅

を行う） 

③ 複数サンプルを識別させながら同

時にランする（マルチプレックス化）

ための技術として、サンプル同士を

識別するためのインデックス（バー

コード）配列の付加を行う 

という操作になります。 

 

5.3 ライブラリー調製の実際 

 

まず RNA でスタートする場合、逆転写反

応にて cDNA を合成します。次に

DNA/cDNA を鋳型にしてターゲット領域

の増幅を行います。ここまではサンガーシ

ークエンス法と似ていますが、サンガーシ

ークエンスでは Dye terminator を用いて、

片側プライマーのみで反応し、蛍光色素

を標識したターミネーター塩基の付加により

種々の長さのアンプリコンが出来上がり、長さ

の違いを利用して配列を読み取る原理です。

NGS ではここから種々のコンポーネントを付加

する反応が続きます。まず、プライマー部分を

部分分解する FuPa 処理を行い、次にインデ

ックスーアダプターをライゲーションします。こ

こで一旦ライブラリをビーズ精製します。ビー

ズ精製には AMPureXP ビーズを用います。次

にライブラリーを増幅し、再びライブラリーを精

製しますが、この時の精製では二段階精製を

実施します。精製の原理としては AMPureXP
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ビーズ溶液と核酸溶液の体積比よって、ビーズに結合する核酸のサイズが変わるのを利用し、不

要な高分子量および低分子量の DNA を除去します。すなわち、１段階目では不要な高分子量

DNA を除去し、２段階目で低分子量 DNA を除去します。これによって目的となる大きさのアンプリ

コンのみを回収することになります。 

 

 

 

 

 

 

Memo 
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6. NGS の基本 

 

調製されたライブラリーはロードに適する量に希釈調製およびプールし、アルカリ変性ののち、機

器へ投入するカートリッジにインプットします。 

 

6.1 ライブラリーの希釈 

 

種々の付加を伴ったライブラリーはおよそ 300bp のバンドサイズの DNA が完成します。これを

Tapestation で確認し、濃度を測定すると良好であれば 100〜200ng/μl のライブラリーが生成され

ます。シークエンスにかけるために

はフローセルにインプットされる

DNA 分子数が重要なので、ここで、

ライブラリーは濃度をモル濃度に換

算します。ライブラリーのバンドサイ

ズと濃度、核酸の平均分子量を用

いて計算します。算出されたライブ

ラリーを 1nM に希釈し、これを 1μl

ずつ取り、解析するサンプル全てを

プールします。 

 

6.2 ライブラリーの変性と最終濃度の調製 

 

ライブラリー変性に必要な試薬は、0.1N NaOH 及び 200mM Tris-HCl pH7.0 です。 

ライブラリーに変性する NaOH は１.０N のストック溶液を毎回 0.1N に希釈して使います。変性は

プールしたライブラリーを５μl、０.１N NaOH ５μl を混和し、５分間室温で行います。変性後

220mM Tris-HCl (pH7.0)を 5μl 加えて中性化し、添付の HT1(Hybridization Buffer)を 985μl 添

加して１０００μl にします。この時、ライブラリーは 5 pM の濃度になっています。これを 500μl の

1.1pM ライブラリーを作成するために、5pM ライブラリー110μl と HT1 を３９０μl 混和して調製し

ます。 

 

6.3 ライブラリーのインプットと Miniseq のセッティング 
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500μl のライブラリー溶液をカートリッジの lording spot に全量注入します。なおカートリッジは冷

凍保存なので、室温、水浴にて解凍しま

す。完全に解凍するには 1−2 時間かか

りますので、ライブラリーの最終調製の前

に冷凍庫から出しておく必要があります。

フローセルは十分に室温に戻してからア

ルミの包装を開封します。 

Miniseq はあらかじめ電源を立ち上げ、

QuickWash を済ませておきます。 

 

 

6.4 ランのセッティング 

機器のアプリケーションに則ってサンプル情報のセッティングを行い、スタートできる状態にします。 

（Miniseq では Local Run Manager というアプリケーションを使っています） 

カートリッジとフローセルをセットし、スタートします。フローセルは読み取り部分をレンズクリーナー

で綺麗に磨き、読み取りに支障のない状態にしてセッティングします。スタートするとまず機器のチ

ェックが始まり、フローセルが汚れているとエラーが出ます。その場合は再度戻り、磨き直してスタ

ートします。 

 

6.5 シークエンスの一次解析 

 

シークエンスは 17-20 時間程度で終

わります。終了後はシークエンスがう

まくいったかどうかをリード数や読み

取りの精度などを確認します。 

この時にシークエンスがうまくいって

いなければ、生成された解析ファイ

ルも全て無効になります。うまくいっ

ていたら、次のアノテーション解析に

進みます。 

 

6.6 シークエンスデータの解析（基本） 

 

たくさんのデータファイルが生成されますが、次のアノテーション解析に必要なファイルは Fastq フ

ァイルです。Fastq ファイルを使って参照配列との照合などをアプリケーション上で行なっていきま

す。 
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使うアプリケーションは Illumina 社のクラウドソフトで BaseSpace (有償)を使います。このクラウドソフ

トは解析や後述のカスタムパネルの作成など Ampliseq システムでの NGS 解析に必要な作業がほ

ぼできるようになっています。なお、当ラボで使用している Archer 社のサルコーマパネルは

Ampliseq ではないので、このシステムは使えません。Archer 社の提供する解析アプリを使用して

います。それぞれのメーカーやキットで解析の仕方は異なりますがシークエンスの一次解析で生成
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される「Fastq」ファイルはどのアプリケーションでも機器が対応している限りは共通です。Fastq ファ

イルを DNA amplicon にアップロードし、生成されたファイルから、それぞれのサンプルの report を

チェックします。これによって個々のサンプルがどの程度読めたか、シークエンス解析が有効にで

きたかを確認します。レポートからリード数、有効に読めたリードの割合、カバレッジなどが確認でき

ます。 
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6.7 シークエンスデータのアノテーション解析(DNA amplicon) 

 

個々のシークエンスデータが十分読み取れたことを確認できたら次はスタンドアローンで解析でき

る Variant Studio (Illumina 社)を使って解析します。このソフトは Windows にインストールして使用

できるアプリケーションソフトで、一般的な変異データベースと比較解析できます。ここに DNA 

amplicon で生成された「vcf.gz」ファイルを BaseSpace 上の DNA amplicon のデータからダウンロー

ドし、Variant Studio にインポートします。 

取り込んだデータをアノテーション解析し、Excel ファイルとして出力します。その結果を再度リード

数などをチェックした上で、バリアントが有効かどうかを判定します。アノテーション解析で 5%未満

の頻度はあらかじめ拾わないように設定するので、前述のシークエンスクオリティーが十分達成で

きていれば、ほぼ全てのバリアントは有効として読み取ることができます。 

バリアントの判定はまずエクソン領域に見られる塩基置換、欠失、挿入が対象になります。アミノ

酸置換を伴う missense variant が代表的ですが、小さな欠失や挿入はこの解析で検出することが

できます。 
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7. 病理組織診断に役立つパネルの企画デザイン 

 

各 NGS 取扱メーカーから既に出来上がった便利なパネルが商品として出されているので、まずは

比較的安価な規模の小さいパネルから使ってみることが NGS との触れ合いとしていいきっかけに

はなります。しかし、これらは安価といっても決して気楽に使えるものでもありません。できれば免疫

組織化学染色のセットのようにある程度決まったパターンの遺伝子解析が小規模でできる方がコス

トパフォーマンス的にもありがたいので、慣れてきたらカスタムパネルを作成して品揃えしておくこと

も病理診断医として利用価値が上がることが期待できます。 

 

7.1 カスタムパネルを作る前に知っておくべきこと 

 

カスタムパネルを作るといってもその組み合わせはできれば限定的にならないほうが使いやすさは

増します。そのようなことから、作る側、利用する側すなわち診断医としてのどのようなものがいいか

を想定しながら組み立てていきます。一番のポイントはダーゲットとなる遺伝子を何にするかです。 

作る側としては、 

① なるべく低コストで作りたい(アンプリコン数、すなわちプライマーセットの数を少なくしたい） 

② 遺伝子の数は少なく設定したいが過不足なく作りたい 

③ 複数の腫瘍に共通するパネルにできたらありがたい 

ということが、利用する側としては、 

① 情報量は多い方がいい 

② できるだけカバレッジが高い方がいい（遺伝子検索領域に漏れがないようにする） 

③ 疾患特異的なものは落としてほしくない 

④ エビデンスにあったものがみたい 

ということが経験的には希望するところと考えられます。 

まず作りやすさから考えると、できるだけ疾患に合わせたパネルにすればコンパクトなパネルにでき

るので、臓器を対象にデザインしてみることがスムーズな企画になります。参照するデータは基本

的に「ユーザーの希望」ではありますが、そうは言っても十分網羅できなかったり、実際に何を見た

いかを考えるだけでも大変です。そこで、実際には日本癌治療学会・日本癌学会・日本臨床腫瘍

学会の三学会が作成している種々のガイダンス資料を参考に組み立て、その中から適宜取捨選

択をしながら組み立てていくほうが比較的簡単にデザインすることができます。 
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7.2 カスタムパネル作成の実際 

 

遺伝子をリストアップしたら、「igv」という遺伝子マッピングのフリーアプリケーションソフトを入手し、

igv を使って参照配列（hg19）を元にプライマーをデザインします。これで FFPE の場合、150bp 前

後のアンプリコンを想定しな

がらエクソン領域を中心に

（少しイントロンの部分も含

みつつ）みたい領域を取り

上げていきます。 
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デザインした領域の情報を Excel ファイルにコピーし、テキストファイルに変換して Basespase の

「Design Studio」にアップロードします。ここでカバレッジなどの条件を整えた形でプライマーがデザ

インされます。いくつか作成された候補パネルのアンプリコン数やカバレッジをチェックし、作成す

るパネルを決めて発注します。発注したカスタムパネルは１.５ヶ月から 2 ヶ月ほどかかって手元に

届きます。 

 

以下に使用する種々の資料を挙げます。 

IGV   

https://software.broadinstitute.org/software/igv/download 

 

日本癌治療学会診療に関するガイドラインなど 

http://www.jsco.or.jp/jpn/index/page/id/55 

 

次世代シークエンサー等を用いた遺伝子パネル検査に基づくがん診療ガイダンス 第２版 

http://www.jsco.or.jp/jpn/user_data/upload/File/sequencer_ver2_200526.pdf 

 

別表１エビデンス分類 

http://www.jsco.or.jp/jpn/user_data/upload/File/55/sequencertable1.pdf 

 

別表２エビデンスレベル 

http://www.jsco.or.jp/jpn/user_data/upload/File/55/sequencertable2.pdf 

 

別表３治療薬エビデンスレベル参考データベース 

http://www.jsco.or.jp/jpn/user_data/upload/File/55/sequencertable3.pdf 
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（補足１） NGS の運用コスト 

 

NGS を運用するにあたり、最も気になるコストですが、とにかくお金がかかります。でも使い始めると

得られる情報のありがたさもあり、当ラボでは結構稼働しています。現時点でのおよそのコストを参

考までに挙げておきます。 

 

[ハード面] 

次世代シークエンサー：800 万円〜2000 万円 

Tapestation：600 万円 

分光光度計：10 万円（キュベットタイプ）〜150 万円（超微量） 

サーマルサイクラー：50 万円〜150 万円 

リアルタイム PCR 装置：300 万円〜500 万円 

冷却遠心機：50 万円 

ブロックインキュベーター：5 万円〜10 万円 
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(補足２) 現在運用中パネル 

 

当ラボで運用しているパネルを紹介します。 
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（補足３） 病理遺伝子解析のミニ知識 

 

役にたつかどうかわかりませんが、遺伝子用語の代表的なものなどを挙げました。 
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（補足４）当ラボでの受託解析 
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