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研究要旨 

全ゲノム解析は、これまで行われた全エキソン解析や標的シークエンスでは捉えることができない異常

を検出することで、より広範な異常のプロファイルが得られることが期待できる一方、標的を限定した

解析方法と比べると検出感度が低下し、小さな変異やサブクローン構造の把握には適さない可能性があ

る。そこで、本研究では大腸癌検体をもちいた高深度の全ゲノムシークエンスや、経時的に採取された

造血器腫瘍検体の全ゲノムシークエンスを解析し、全ゲノムシークエンスの実行可能性や解析性能の評

価を行った。その結果、全ゲノムシークエンスに対して、解析に GPUを用いることで必要時間が大きく

短縮できること、腫瘍 100～200x、正常 50x強の深度を用いたシーケンスにより腫瘍内サブクローン構

造の解析が可能であること、100x の深度では低アリル域の感度が低いこと、経時的検体の解析によって

クローン構造の変化が観察できることなどが示された。現在、異なるデータ解析手法の比較や、全ゲノ

ムメチル化シークエンスや、全ゲノムシークエンスを中心とした様々な解析を組み合わせることで包括

的な病態の解明を進めるべく、大腸オルガノイドを用いた長鎖シークエンスなど新規技術の検討が進行

中である。 

A. 研究目的 

本研究では①全ゲノム解析におけるシークエンス深度と検出感度の関係を調べること、②深度を高めた

全ゲノム解析(腫瘍 200x, 正常コントロール 100x)の実行可能性と、変異やサブクローン構造の検出性

能を検証すること、③同一患者から経時的に複数のポイントで採取された検体を用いて全ゲノム解析を

行うことで、病態の変化に伴うクローン構造の変化の検出の可能性を検証することを目的とする。 

B. 研究方法 

研究項目①：ヒト大腸癌 5 症例(腫瘍 5 検体、正常コントロール 5 検体、計 10 検体)について、従来法

(深度：腫瘍 50x、正常 30x)よりもよりディープにシーケンスを行う(深度：腫瘍 200x、正常 100x)。 
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研究項目②：得られたシーケンスデータをヒトリファレンスゲノムにマッピングする際に、従来の CPU

を用いた演算法と新たな GPUを用いた演算法の実施時間を計測し、解析に要する時間を比較する。 

研究項目③：サブクローンの検出能力の比較は、得られたシーケンスデータをランダムにダウンサンプ

リングし(深度：腫瘍 100x および 50x、正常 50xおよび 30x)、データ量によって検出できるサブクロ

ーンの腫瘍内分画サイズを検討する。また、アーチファクトについても検討する。 

研究項目④：時系列的なクローン構造の変化を評価するため、複数のタイミングで検体が採取された 25

症例の造血器腫瘍の症例について、異なるタイミングの検体の全ゲノムシーケンスを実施した（図 1）。

1 症例あたり 1-5 回の測定を実施した（図 2）。

シーケンス解析の深度は x100 を基本としたが、

解析深度の増加に伴う精度の改善を評価するた

め、一例では x150 で評価を行った。これらの症

例では標的シークエンスが行われているため、標

的シークエンスをゴールドスタンダードとした

際の全ゲノム解析の感度も検討した。このうち７

例は、2020 年の調査で生存が確認されている。 

（倫理面への配慮） 

本研究で実施される臨床検体を用いた遺伝子解析研究は、「ヒトゲノム・遺伝子研究に関する倫理指針」

を遵守し、事前に臨床検体提供施設の倫理委員会の承認を得た上で、研究対象者から文書による同意を

得た上で研究を行う。本研究計画にある遺伝子解析研究内容を含む研究計画は京都大学「医の倫理委員

会」に承認されている（「固形腫瘍における遺伝子異常の網羅的解析(G605)」、「造血器腫瘍における

遺伝子異常の網羅的解析(G608)」）。本研究目的に採取された検体は、採取施設において連結可能匿

名化がなされ、個人情報を有さない試料が遺伝子解析施設に提供され、遺伝子解析およびデータ解析に

携わる者は、個人情報を知ることはない。これらの情報は厳重な管理を行い、第三者に知られないよう

に通常可能な最大限のセキュリティ対策のもと、解析担当者以外はデータにアクセスできないように管

理し、情報の漏えいの防止に努める。 

組換え DNA 実験に関しては、遺伝子組換え生物等の第二種使用等拡散防止措置を講じ、機関承認を受

けた上で遺伝子改変マウスに関わる実験を行う。 動物実験に関しては、動物愛護の観点から、平成 18 

年文部科学省告示第 71 号「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針」および所属機関

ごとにそれぞれ「京都大学における動物実験の実施に関する規程」「慶応義塾動物実験規定」を遵守し

て行う。 
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C. 研究結果 

研究項目①：

腫瘍および正常コントロール検体から抽出したゲノム DNAを用いて

PCR Free でシーケンスライブラリを作成し、Illumina 社 NovaSeq 

6000 でシーケンスを実施した。 

腫瘍および正常検体について、概ね目標深度のデータを取得した

（図 3）。 

研究項目②： 

東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターのスーパーコン

ピュータ Shirokane において、得られたシーケンスデータをヒ

トリファレンス配列にマッピングを行った。この際、演算装置

として従来の CPU を用いたパイプラインと、新たに GPU を用い

たパイプラインによる解析を実施し、両者で解析に要する時間

を比較した。 

深度 100xでは GPUは CPUに比較して 4.9-7.2倍、深度 200xで

は 11-13倍高速であった（図 4）。 

本解析では 1つのデータあたり GPU4基を使用し、深度 100xで

平均 1.45日、深度 200xで平均 6.88日を要した。現在、Shirokaneでは GPU 演算装置 80基 (8基

×10 ノード)を備えているが、将来、大規模に全ゲノム解析を実施する際には GPU 演算装置の拡充

は必須であると考えられた。 

研究項目③： 

germline SNP および体細胞変異コールは Shirokaneの Genomon2パイプラインを用いて実施した。 

(i) 体細胞変異コールへの germline SNPのコンタミネーションの評価 

germline SNP と判明している variant が腫瘍細胞検体に誤ってコール

されることがある。その偽陽性コールはシークエンス深度に依存するた

め、正常コントロールの深度によって偽陽性コールがどの程度検出され

るかを検討した。正常コントロールの深度が 30x でも SNP のコンタミ

ネーション数は～4個と非常に少なかった（図 5）。この観点からは正常

コントロール検体の深度は 30xで十分であると考えられた。 
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(ii) 体細胞変異の検出感度・正確性の

評価 ～正常コントロールの深度～ 

腫瘍検体の深度を一定としたときに、

正常コントロール検体の深度が体細胞

変異コールに与える影響を検討した。

各ペア検体において、深度：腫瘍 200x、

正常コントロール 100xでシーケンスし

た際の変異コール結果をゴールドスタ

ンダードとして用いた。偽陽性(アーチ

ファクト)の割合は正常コントロール

の深度が増えることで減少した（図 6）。

一方、感度は正常コントロール検体の

深度が 50xで飽和しつつあった（図 7）。

正常コントロールの深度 50x でも偽陽

性コールの割合

は十分に低く、検

出感度・偽陽性率

の観点から正常

コントロールの

深度は 50x 強で

よいと考えられ

た。正常コントロ

ー ル の 深 度 を

50x としたときの、腫瘍検体の深度による遺伝子変異の検出感度を検討したところ、腫瘍検体の深

度が増加するほど感度が上昇した（図 8）。偽陰性となった変異コールの変異アリル頻度の分布を

検討したところ、腫瘍の深度 50x ではメジャークローンとともにサブクローンが有する変異を検

出できていないことが判明した。腫瘍の深度 100x でも約 10%の変異を検出できておらず、メジャ

ークローンおよびサブクローンの変異を感度高く検出するためには腫瘍の深度として 100～200x

が必要と考えられた（図 9）。 

以上の結果から、本検討の結論として深度：腫瘍 100～200x、正常 50x 強でのシーケンスにより腫

瘍内サブクローンが有する遺伝子変異を高感度に検出できると考えられた。

研究項目④： 
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標的シーケンスと比較した場合、全ゲノムシーケンスにおける遺伝子変

異の検出感度はクローンサイズに依存し、アリル頻度の低い変異では感

度の低下を認めたものの、アリル頻度 30%以上では 9割以上の感度を得

た（図 10）。一方でコピー数異常については、標的シーケンス解析で検

出可能な異常の全てが全ゲノムシーケンスでも検出可能であった。ま

た、時系列解析を行なった症例については、体細胞変異のアリル頻度の

経時的な変化に基づいて、クローン構造の変化を明確に捉えることが可

能であった。例として、

TP53 変異と複雑核型を伴

う MDS症例について時系列

解析を行なったが、標的シ

ーケンス解析のみでは明

確でなかったクローンの

拡大・消退を捉えることが

できた(図 11)。また、JAK2

変異陽性 MPNから、JAK2変

異陰性、TP53 変異陽性の MDS が発症した症例では、JAK2 変異を含み MDS 発症時に消失したクローン、

TP53 変異を含み MPN 発症時には存在せず MDS 発症時に新たに出現したクローンのほかに、MPN, MDS の

時期を通じて存在したクローンの存在が明らかになった（図 12）。以上の結果から、解析深度 100x の

全ゲノムシーケンスは変異検出とクローン構造の推定において十分な精度を達成できること、標的シー

クエンスでは検出できないクローン構造の変化が観察されることが示された。 

以上の解析によって、全ゲノムシークエンスに対して、解析に GPUを用いることで必要時間が大きく短

縮できること、深度：腫瘍 100～200x、正常 50x強でのシーケンスにより腫瘍内サブクローン構造の解

析が可能であること、100x の深度では低アリル域の感度が低いこと、経時的検体の解析によってクロー

ン構造の変化が観察できることなどが示された。現在、異なるデータ解析手法の比較や、全ゲノムメチ

ル化シークエンスや、全ゲノムシークエンスを中心とした様々な解析を組み合わせることで包括的な病

態の解明を進めるべく、大腸オルガノイドを用いた長鎖シークエンスなど新規技術の検討が進行中であ

る。 

D. 研究危険情報 

特になし 

E. 研究発表 
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1: Frequent abnormalities in TP53 and increased genetic instability in myxofibrosarcoma. Yas
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uhide Takeuchi  American Association for Cancer Research Annual Meeting 2020:(April 24-29,
 2020)" 

2: CTX-712, a novel CLK inhibitor targeting myeloid neoplasms with SRSF mutation . Akinori Yo
da  The 82nd Annual Meeting of the Japanese Society of Hematology:(2020/1010/-10/12)Kyoto 

3: CTX-712, a novel CLK inhibitor targeting myeloid neoplasms with SRSF mutation . Akinori Yo
da  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10/3)Hiroshima 

4: Clonal evolution of proliferative lesions into breast cancers. Tomomi Nishimura  American
 Association for Cancer Research Annual Meeting 2020:(44004) 

5: Clonal evolution of proliferative lesions into breast cancers. Tomomi Nishimura  The 79th 
Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(44105)Hiroshima 

6: 乳管上皮増殖性病変から乳癌へ至るクローン進化. 西村 友美.  The 28th Annual Meeting of the
 Japanese Breast Cancer Society:(44117)Aichi 

7: Analysis of mechanisms underlying clonal evolution of MDS and AML by single-cell DNA/RNA 
sequencing. Ryosaku Inagaki  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/

10/1-10/3)Hiroshima" 
8: Analysis of mechanisms underlying clonal evolution of MDS and AML by single-cell DNA/RNA s

equencing. Ryosaku Inagaki  The 82nd Annual Meeting of the Japanese Society of Hematology:
(2020/1010/-10/12)Kyoto 

9: Analysis of Clonal Evolution of AML Using Simultaneous Single-cell DNA/RNA Analysis. Ryos
aku Inagaki  63nd ASH Annual Meeting and Exposition:(2020/12/11-12/14)Virtual 

10: Genetic profiling and prognosis of blast crisis in chronic myeloid leukemia 慢性骨髄性白
血病急性転化の遺伝学的機序と予後. Yotaro Ochi  The 79th Annual Meeting of the Japanese Ca
ncer Association:(2020/10/1-10/3)Hiroshima" 

11: Prognostic Relevance of Genetic Abnormalities in Blastic Transformation of Chronic Myeloi
d Leukemia. Yotaro Ochi  63nd ASH Annual Meeting and Exposition:(2020/12/11-12/14)Virtual 

12: COMBINED COHESIN-RUNX DEFICIENCY SYNERGISTICALLY PERTURBS CHROMATIN LOOPING. Yotaro Ochi 
 25th Congress of the European Hematology Association :(2020/06/11-6/21)Virtual" 

13: Distinct ethnic, clinical, and genetic characteristics of der(1;7) in myelodysplastic syn
dromes. Rurika Okuda  25th Congress of the European Hematology Association :(2020/06/1
1-6/21)Virtual" 

14: Distinct ethnic, clinical, and genetic characteristics of der(1;7) in myelodysplastic syn
dromes. Rurika Okuda  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/10/
1-10/3)Virtual 

15: Distinct ethnic, clinical, and genetic characteristics of der(1;7) in myelodysplastic syn
dromes. Rurika Okuda  The 82nd Annual Meeting of the Japanese Society of Hematology:(2020/
1010/-10/12)Virtual 

16: Multiple paragangliomas showed parallel evolution with unique HIFα mutations in cyanotic
 congenital heart disease. Tatsuki Ogasawara  The 79th Annual Meeting of the Japanese Canc
er Association:(2020/10/1-10/3)Virtual 

17: The role of germline and somatic DDX41 mutations on myeloid malignancies. Yasuhito Nannya 
 The 82nd Annual Meeting of the Japanese Society of Hematology:(2020/1010/-10/12)Virtual 

18: Precision medicine for AML in Japan and identification of novel therapeutic target. Yasuhi
to Nannya  The 82nd Annual Meeting of the Japanese Society of Hematology:(2020/1010/-10/1
2)Virtual 

19: The role of germline and somatic DDX41 mutations on myeloid malignancies. Yasuhito Nannya 
 The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10/3)Virtual 

20: Frequent mutational alterations to evade the immune system in colorectal cancer with POLE 
gene mutation. Yoshikage Inoue  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Associatio
n:(2020/10/1-10/3)Virtual 

21: Frequent genomic alterations to evade the immune system in colorectal cancer with POLE gen
e mutation. Yoshikage Inoue  American Association for Cancer Research Annual Meeting 2020:
(April 24-29, 2020)San Diego, California, United States of America 

22: Analysis of clonal expansion in epithelium affected by ulcerative colitis reveals frequen
t mutations affecting IL- signaling pathway and novel cancer vulnerability. Nobuyuki Kaki
uchi  American Association for Cancer Research Annual Meeting 2020:(April 24-29, 2020)San
 Diego, California, United States of America, Virtual meeting. 

23: Analysis of clonal expansion in epithelium affected by ulcerative colitis reveals novel ca
ncer vulnerability/潰瘍性大腸炎における大腸上皮クローン進化から明らかとなった大腸がんの脆
弱性. Nobuyuki Kakiuchi  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/
10/1-10/3)日本・広島 

24: Tissue remodeling by positively selected clones in esophagus and colon/遺伝子変異クローン
による食道および大腸組織の再構築の解明. Nobuyuki Kakiuchi  The 79th Annual Meeting of the
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 Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10/3)日本・広島 
25: 潰瘍性大腸炎における大腸上皮細胞のクローン進化について. 垣内 伸之  第57回日本消化器免疫学

会総会:(44014)日本・京都・誌上開催 
26: 潰瘍性大腸炎における大腸上皮細胞のクローン進化と発がん. 垣内 伸之、妹尾 浩、小川 誠司  Jap

an Digestive Disease Week :(2020/11/05-11/08)日本・神戸 
27: Analysis of clonal expansion in epithelium affected by ulcerative colitis reveals frequen

t mutations converging on NFKBIZ and novel cancer vulnerability/潰瘍性大腸炎における上皮
細胞のクローン進化と大腸発がん. Nobuyuki Kakiuchi and Seishi Ogawa  The rd Annual Meeting
 of the Molecular Biology Society of Japan:(2020/12/2-12/4)日本・オンライン開催 

28: 潰瘍性大腸炎における上皮細胞のクローン進化. 垣内 伸之  第29回日本癌病態治療研究会:(2021/1
/14-1/15)日本・群馬・誌上開催 

29: 炎症性腸疾患の発癌メカニズム. 垣内 伸之  日本消化器病学会近畿支部 第65回教育講演会:(4425
4)日本・オンライン開催 

30: Genetic analysis of metachronous pancreatic cancers. Tomonori Hirano  American Associatio
n for Cancer Research Annual Meeting 2020:(April 24-29, 2020)Virtual 

31: Genetic analysis of metachronous pancreatic cancers. Tomonori Hirano  The 79th Annual Meet
ing of the Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10/3)Virtual 

32:The functional role of compound DDX41 germline and somatic R525H mutations in the developme
nt of myeloid neoplasms. Kon A  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Associatio
n:(2020/10/1-10/3)Virtual 

33: The functional characterization of compound DDX41 germline and somatic R525H mutations in
 the development of myeloid malignancies. Kon A  The 82nd Annual Meeting of the Japanese S
ociety of Hematology:(2020/1010/-10/12)日本・京都 

34: Functional characterization of compound DDX41 germline and somatic RH mutations in the dev
elopment of myeloid malignancies. Kon A  63nd ASH Annual Meeting and Exposition:(2020/12/1
1-12/14)Virtual 

35: Distinct molecular subtypes and a high diagnostic urinary biomarker of Upper Urinary Tract
 Urothelial Carcinoma. Yoichi Fujii  American Association for Cancer Research Annual Meeti
ng 2020:(April 24-29, 2020)San Diego, California, United States of America (Online) 

36: Molecular subtypes and novel diagnostics of upper urinary tract urothelial carcinoma. Yoi
chi Fujii  European Urology Association Annual Meeting 2020:(2020/07/17-07/20)Amsterdam, 
Netherlands (Online) 

37: Distinct molecular subtypes and  a high diagnostic urinary biomarker of  upper urinary tra
ct urothelial carcinoma. Yoichi Fujii  American Urology Association Annual Meeting :(//)W
ashington, District of Columbia, United States of America (Online) 

38: 上部尿路上皮癌の変異に基づく分子病型分類. Yoichi Fujii  第108回日本泌尿器科学会総会:(2020
/12/22-12/24)Kobe, Japan (Online) 

39: 上部尿路上皮癌の変異に基づく分子病型分類とその臨床応用の可能性. Yoichi Fujii  第108回日本
泌尿器科学会総会:(2020/12/22-12/24)Kobe, Japan (Online) 

40: Molecular classification and novel diagnostics of upper urinary tract urothelial carcinom
a. Yoichi Fujii  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10/
3)Virtual 

41: Combined Landscape of Gene Mutations and Copy Number Alterations in Clonal Hematopoiesis:
 Analysis in , Japanese Individuals. Ryunosuke Saiki  63nd ASH Annual Meeting and Expositi
on:(//)Virtual 

42: INTEGRATED LANDSCAPE OF GENE MUTATIONS AND COPY NUMBER ALTERATIONS IN CLONAL HEMATOPOIESI
S: ANALYSIS IN , JAPANESE INDIVIDUALS. Ryunosuke Saiki  25th Congress of the European Hema
tology Association :(2020/06/11-6/21)Virtual" 

43: Integrated Analysis of Gene Mutations and Copy Number Alterations in Clonal hematopoiesis.
 Ryunosuke Saiki  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10
/3)Hiroshima 

44: Landscape of Gene Mutations and Copy Number Alterations in Clonal Hematopoiesis. Ryunosuk
e Saiki  The 82nd Annual Meeting of the Japanese Society of Hematology:(2020/1010/-10/12)K
yoto 

45: Distinct pathogenesis of clonal hematopoiesis revealed by single cell RNA sequencing inte
grated with highly sensitive genotyping method. Masahiro M Nakagawa  63nd ASH Annual Meeti
ng and Exposition:(2020/12/11-12/14)Virtual 

46: Early Clonal evolution of myeloid malignancies. . Masahiro M Nakagawa  The 79th Annual Mee
ting of the Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10/3)Hiroshima 

47: Distinct pathogenesis of clonal hematopoiesis revealed by single-cell RNA/DNA sequencing.
 Masahiro M Nakagawa  The 82nd Annual Meeting of the Japanese Society of Hematology:(2020/
1010/-10/12)Kyoto 
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48: Distinct pathogenesis of clonal hematopoiesis revealed by high throughput single cell RNA
 sequencing integrated with highly sensitive genotyping method. Masahiro M Nakagawa  25th 
Congress of the European Hematology Association :(2020/06/11-6/21)Virtual" 

49: JAK STAT Pathway is a Promising Therapeutic target in Acute Erythroid Leukemia. June Taked
a  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer Association:(2020/10/1-10/3)Virtual 

50: 急性赤白血病に対するJAK STAT パスウェイ阻害薬の有用性の検討. June Takeda  The 82nd Annual
 Meeting of the Japanese Society of Hematology:(2020/1010/-10/12)Kyoto 

51:  NOVEL MOLECULAR PATHOGENESIS AND THERAPEUTIC TARGETS IN ACUTE ERYTHROID LEUKEMIA. June Ta
keda  25th Congress of the European Hematology Association :(2020/06/11-6/21)Virtual" 

52: Genotype-Phenotype Relationships and Therapeutic Targets in Acute Erythroid Leukemia. Jun
e Takeda  63nd ASH Annual Meeting and Exposition:(2020/12/11-12/14)Virtual 

53: 加齢に伴うゲノム異常と発がん. Seishi Ogawa  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cance
r Association:(44107)Virtual 

54: Mutaions in normal tissues. Seishi Ogawa  The 79th Annual Meeting of the Japanese Cancer A
ssociation:(44107)Virtual 

55: がんの起源について. Seishi Ogawa  第31回日本消化器癌発生学会総会:(44162)Virtual 
56: がんの起源について. Seishi Ogawa  第84回日本皮膚科学会東京支部学術大会 :(44156)Virtual 
57: Cancer mutations in normal tissues. Seishi Ogawa  CVMW2020:(2021/3/12-13)Virtual 

F. 知的財産権の出願・登録状況 

作成上の留意事項    

１．「Ａ．研究目的」について  
 ・厚生労働行政の課題との関連性を含めて記入すること。   
２．「Ｂ．研究方法」について  
(1) 実施経過が分かるように具体的に記入すること。  
(2) 「（倫理面への配慮）」には、研究対象者に対する人権擁護上の配慮、研究方法による研究対象者

に対する不利益、危険性の排除や説明と同意（インフォームド・コンセント）に関わる状況、実験に動物
対する動物愛護上の配慮など、当該研究を行った際に実施した倫理面への配慮の内容及び方法について、
具体的に記入すること。倫理面の問題がないと判断した場合には、その旨を記入するとともに必ず理由
を明記すること。なお、ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針（平成２５年文部科学省・厚生労
働省・経済産業省告示第１号）、人を対象とする医学系研究に関する倫理指針（平成２６年文部科学省・
厚生労働省告示第３号）、遺伝子治療等臨床研究に関する指針（平成３１年厚生労働省告示第４８号）､
厚生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実施に関する基本指針（平成１８年６月１日付厚
生労働省大臣官房厚生科学課長通知）及び申請者が所属する研究機関で定めた倫理規定等を遵守すると
ともに、あらかじめ当該研究機関の長等の承認、届出、確認等が必要な研究については、研究開始前に所
定の手続を行うこと。
３．「研究結果」について    
・当該年度の研究成果が明らかになるように具体的に記入すること。 

４．「健康危険情報」について
  ・研究分担者や研究協力者の把握した情報・意見等についても研究代表者がとりまとめて総括研究報
告書に記入すること。
５．その他

(1) 日本工業規格Ａ列４番の用紙を用いること。 
(2) 文字の大きさは、10～12ポイント程度とする。
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