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研究要旨：本研究は、肝がんを対象に次世代シークエンサーを駆使して血液循環 DNA 

(cell-free DNA: cfDNA)のゲノムシークエンス解析を試み、切除標本から腫瘍の変異プ

ロファイルとの比較検討を行って cfDNA シークエンス解析により変異診断方法を確立

することを目的とする。広島大学にて採取された３例の肝がん患者の血漿より cfDNA

を抽出し、同患者の切除腫瘍標本およびリンパ球からの DNA とともに、全エクソンのシ

ークエンス解析を施行し、血漿 cfDNA と腫瘍で同定した体細胞変異の比較検討を行っ

た。１例については、血漿 cfDNA シークエンスにて 43%の腫瘍体細胞変異を同定できた

が特異性が低く、２例については 10%の体細胞変異しか検出できず感度に問題があっ

た。シークエンス深度および変異検出のアルゴリズムの改善が必要と考えられる。 
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ん症例について、適切なインフォームドコ

ンセントを得たうえで、TACE 後の血漿を採

取した。これらの血漿より QIAGEN キットを

用いて、血漿 cfDNA の抽出を行った。 

血漿中の cfDNA の性質として、微量かつ

150-200bp の大きさに断片化しており、通

常の NGS のライブラリー構築の方法では解

析ができない。そこで、Illunmina Nano DNA 

sample Prep kit、Nextera DNA Sample Prep 

Kit, Rubicon ThriPLEX-FD, 新規でリリー

スされた KAPA HyperPrep Kit を用いて、

50ng の血漿 cfDNA より NGS ライブラリーを

構築し、NGS でのシークエンスを行い、そ

れぞれの NGS ライブラリーの評価を行った。 

 

 

（倫理面への配慮） 

本研究の実施に当たっては、平成 25 年 2

月 8 日改正告示の「ヒトゲノム・遺伝子解

析研究に関する倫理指針」に基づいて、イ

ンフォームドコンセントが得られた連結可

能な匿名化された検体のみを用い、患者の

プライバシーが守られることに配慮した実

験計画に基づいて行われた。臨床検体採取

を行う広島大学医学部および理化学研究所

の倫理委員会にて承認された（横浜 H20-11

（11））。 

 

 

Ｃ．研究結果 

10 例の肝臓がん症例について、広島大学

にて血漿の採取が行われ、これら 1 mL の血

漿より cfDNA の抽出を、QIAGEN キットを用

いて試みた。すべての血漿より 10ng 以上の

cfDNA が抽出できた。 

血漿中の cfDNA の性質として、微量かつ

150-200bp の大きさに断片化をしており、

現在の NGS のライブラリー構築の方法では

解析ができない。アダプター結合能力を向

上させた NGS ライブラリー構築キット 

KAPA HyperPrep Kit を新規に導入して、ア

ダプター濃度や PCR などの条件検討を行い、

10-50ng の cfDNA 用に最適化した NGS ライ

ブラリー構築方法を確立した。NGS により

シークエンス解析の結果、この方法が、他

の NGS ライブラリー構築方法と比べて、PCR 

重複が少ない複雑性が高く、最良であった。 

比較的多くの cfDNA が抽出でき、また、

該当する肝臓がんの切除凍結組織が確保で

きた３症例（RK258,RK342,RK350）について、

cfDNA、腫瘍組織から抽出した DNA、および

リンパ球由来の DNA より NGS 用のライブラ

リー構築を行った。cfDNA については、上

記の KAPA HyperPrep kit を用いて NGS ライ

ブラリー構築を行い、腫瘍およびリンパ球

由来の DNA は、通常の SureSelect の方法で

NGS ライブラリー構築を行った。次に、そ

れぞれのライブラリーについて、全エクソ

ン を 標 的 と し た 配 列 約 50Mb を

hybridization に て 濃 縮 を 行 い 

（SureSelect Human Exome V5）、NGS にて

全エクソンシークエンスを行った。cfDNA

については x200、腫瘍およびリンパ球由来

のDNAについてはx100でのシークエンス深

度が得られた。cfDNA-リンパ球 DNA、腫瘍-

リンパ球 DNA のシークエスデータの対比を

行い、Mutect を基本とした変異検出アルゴ

リズムを用いて、それぞれの cfDNA と腫瘍

での体細胞変異の検出を行い、対比を行っ

た。 
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