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Ａ．研究目的 
がんゲノムは、がんの進行や治療反応に伴

って変化する高い柔軟性と、個々のがん細胞

が異なった変異をもつという不均一性を有

し、ゲノム情報を指標としてがんの個別化治

療やゲノム医療を実践していくには大きな

障害となっている。その柔軟性に対応してい

くためには、治療の過程においてがんゲノム

を随時モニターしていかなければならない

が、造血系腫瘍と異なり、固形腫瘍において

は病態の変化に伴って経時的に連続して生

検を行うことは不可能である。また、個別化

医療やゲノム医療の適応となるのは主に切

除不能の進行・再発症例であり、分子プロフ

ァイル作成のためのがん組織の採取を生検

にて行うのは浸襲性が高く困難なことが多

く、採血によってがんの分子プロファイルを

作成するという「liquid biopsy」の概念が、

がんの個別化医療やゲノム医療において注

目されている。本研究は、これまで我々が取

り組んできた肝臓がんゲノム(Nature 497, 

108, 2013)を対象に、次世代シークエンサ

ーを駆使して、容易に採取できる血液循環

DNA (cell-free DNA: cfDNA)のゲノムシーク

エンス解析を試み、同じ症例の切除標本から

複数個所採取した腫瘍 DNA でのゲノムシー

クエンス解析も行って、腫瘍の変異プロファ

イルとの比較検討を行う。理化学研究所にて

は、cfDNA 特有の問題（微量で断片化）を考

慮にいれた、網羅的ゲノムシークエンス解析

を行うための、次世代シークエンサー（NGS）

用のライブラリー構築の方法の確立を試み

る。 

 

 
Ｂ．研究方法 
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、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、

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

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
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Ａ．研究目的 
がんゲノムは、がんの進行や治療反応に伴

って変化する高い柔軟性と、個々のがん細胞

が異なった変異をもつという不均一性を有

し、ゲノム情報を指標としてがんの個別化治

療やゲノム医療を実践していくには大きな
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除不能の進行・再発症例であり、分子プロフ

ァイル作成のためのがん組織の採取を生検

にて行うのは浸襲性が高く困難なことが多

く、採血によってがんの分子プロファイルを

作成するという「liquid biopsy」の概念が、

がんの個別化医療やゲノム医療において注

目されている。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、容易に採

取できる血液循環 DNA (cell-free DNA: 

cfDNA)のゲノムシークエンス解析を試み、同

じ症例の切除標本から複数個所採取した腫

瘍 DNA でのゲノムシークエンス解析も行っ

て、腫瘍の変異プロファイルとの比較検討を

行う。 

Ｂ．研究方法 
がん患者の血漿 cfDNA の解析を行う最大

の問題点は、血球などからの正常組織由来の

cfDNA が圧倒的に多い背景のもと、腫瘍由来

の cfDNA がわずかしか存在しないことであ

る。これまでの cfDNA の解析では、血球由来

DNA のバックグラウンドを減らす目的で、

EDTA 採血直後の血漿-血球分離のための遠

心後に、2 回目の遠心を行ってきているが、

臨床への導入を考えた場合、一回の遠心分離

操作での試料の確保が望ましい。そこで、こ

の 2回目の遠心分離の必要性の評価を、2回

目の遠心分離後の沈殿物を顕微鏡にて観察

した。 

進行・再発肝がんにおいては術前に血管塞

栓療法（TACE）を行うことが多く、その際に

大量の腫瘍由来の cfDNA の検出が期待され、

cfDNA のゲノム解析に非常に適したがん種

である。広島大学消化器内科において、治療

抵抗性が予測される進行肝臓がん患者より、

cfDNA が含まれる血漿、およぶ外科的切除よ

り腫瘍組織を収集した。本年度は、10 例の

肝がん症例について、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

および NORGEN キットを用いて、血漿 cfDNA

の抽出を行った。 
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シーが守られることに配慮した実験計画に
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およびさらなる血漿と腫瘍組織の採取と臨
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