
和 文 抄 録

半導体マイクロチップ技術を利用した次世代
DNAシーケンサーは，比較的長いリード長や迅速
な解析等の利点から急速に普及しつつある．また，
がんなどの疾患を標的としたアンプリコンライブラ
リー作製技術も進展し，両者を組み合わせた大規模
変異遺伝子解析がより身近なものになった．現在
我々の研究室で行っている解析を例に，臨床サンプ
ルを用いたがん関連遺伝子体細胞変異同定法につい
て紹介する．

は じ め に

近年の大規模遺伝子解析技術の進展は目覚まし
く，ベンチトップの機器を用いたギガベース規模の
ゲノム解析も可能となり，小規模の研究グループで
も利用可能になってきた．Life Technologies社製
Ion PGMシーケンサーは半導体マイクロチップを
利用してDNA伸長時に放出されるプロトンを検出
する世界初の次世代シーケンサーである（図１）．
塩基の蛍光標識や光学的検出方法が不要で迅速な解
析（１週間以内で解析終了）が可能である．現在１
回のランで最大１GB（ギガ塩基）の配列しか読め
ないという問題はあるが，他の大規模次世代型シー
ケンサーが１リード（１回の解析の長さ）75 bpに
対し，Ion PGMは200 bp以上読めるため，比較的

配列ギャップが生じにくい利点がある．このため，
微生物のゲノムなど比較的ゲノムサイズが小さいサ
ンプルの解析に主に用いられている．
このベンチトップ型次世代シーケンサーの特長を

利用して指定した領域の配列だけをPCRで増幅し，
短時間で大量のシーケンスを行う実験方法が行われ
始めている．特にがんのサンプルでは変異が生じや
すい染色体上のホットスポット領域が報告されてお
り，この領域では多種類の変異が検出されている．
このホットスポット領域を短時間で解析する必要が
あり，私たちは，次世代シーケンサーを用いてがん
のホットスポット領域のアンプリコンシーケンス法
を行っている．
この方法は，46種類のがん関連遺伝子（Cancer

Panel）に存在する739箇所の変異箇所を１本のチュ
ーブでPCR増幅を行い，１回のランですべての領域
を数百回シーケンス解析する方法である．この方法
を行うことで臨床検体に腫瘍細胞と正常細胞が混在
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図１ DNA伸長反応と水素イオンの検出



するという複雑なサンプルでも，コホートの体細胞
変異を正確に解析することが可能である．

サンプルライブラリーの作製

正常組織あるいはがん組織より市販のゲノム
DNA抽出キットを用いて高分子DNAを抽出した．
そ の 後 Ion AmpliSeq Cancer Panel（ Life

Technologies社）及び専用のアダプタープライマ
ーキットのプロトコールに従い多検体処理用バーコ
ード配列付きのライブラリーを作製した（図２）．
Ion AmpliSeq Cancer Panelは190種類のプライマ
ーミックスが含まれており，このプライマーミック
スを用いてKRAS，BRAF，EGFRなど46種類のが

ん関連遺伝子に存在する739箇所の変異を解析した
（表１）．

シーケンス解析

機器に付属するIon OneTouchシステムを用いて
テンプレート調整を行った．これは１個のビーズに
1DNA断片が取り込まれる条件でエマルジョンPCR

を行い，同じ配列のDNA断片が増幅されたビーズ
を精製するものである．このサンプルを106以上の
リード仕様のIon 316チップを用いて200 bpリード
で解析を行った．Ion PGMシーケンサーは，各
dNTP溶液の送液，DNAポリメラーゼによる伸長，
半導体チップ上で放出された水素イオン濃度の検出
を繰り返すことにより配列データを得るものであ
る．データ解析は機器に付属するソフトウェア
Torrent SuiteおよびCLCバイオ社のGenomics

Workbenchを使用し，ヒトゲノムへのマッピング
及び変異検出を行った．

解 析 結 果

解析データ（表２）では，得られたDNA配列が
60‑140 bpの長さに分布しており，2.3メガリード，
170 MbpがCancer Panelのアンプリコンに対するリ
ファレンス配列にマッピングされた．私たちは１回
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表１ Cancer Panelで解析可能な46種類のがん関連遺伝子

表２ Cancer Panelを用いた解析

図２ Ion PGM解析の概略
Cancer Panelターゲット領域をPCRにより増幅後，DNA

断片の両端にシーケンスを行うためのアダプターを結合
させる．その後１ビーズに1DNA断片が取り込まれる条件
でエマルジョンPCRを行い，同じ配列のDNA断片をビー
ズ上に増幅する．精製したビーズはピペットでマイクロ
チップに流し込み，半導体チップをIon PGMシーケンサ
ーにより解析する．Ion PGMシーケンサーは，dNTPを順
番にマイクロチップに送液し，DNAポリメラーゼによっ
てDNAが伸長する際に放出される水素イオン濃度を半導
体チップ上で検出する．Ion PGMシーケンサーのデータ
は，専用のTorrentサーバーに転送され，目的に応じた解
析を行う．



の実験で４サンプルにバーコードを付加し同時に反
応を行った．その後，バーコード毎に振り分けて解
析したが，各サンプル平均して40.8 Mbpがマップ
された．それぞれのターゲットカバー率100%，平
均のカバー数（領域を読んだ平均回数）は2930であ
り，このカバー数であれば癌組織に１％しか存在し
ないレアな変異も検出可能である．実際に体細胞変
異の検出を行った結果，新規の変異が複数検出され
ており，これらの配列はいずれもキャピラリーシー
ケンサーで確認することができた．
このように次世代アンプリコンシーケンス法では
理論上，数％しか存在しないがん細胞の変異も検出
可能であり，今後解析例が増えていくと予想される．

Cancer Panel解析プロトコール

① 凍結組織からDNA抽出
② Cancer Panelプライマープールを用いて，抽出

DNAをテンプレートにしてターゲット領域を増
幅（15から19サイクル）

③ プライマー配列の酵素切断とバーコードアダプ
ター付加

④ AMpure XP（常磁性微小ビーズ，ベックマンコ
ールター）とマグネティックラックを用いて，
反応液からアンプリコンDNAを回収

⑤ Bioanalyzer（アジレント）を用いて増幅DNA

が130から210 bpに分布していることを確認
⑥ 20 pMに希釈したライブラリー5 μLをIon PGM

に付属するIon OneTouch Duoシステムを用い
てエマルジョンPCR（１ビーズに1DNA断片が
取り込まれ，オイル中のエマルジョン内で増幅）
とビーズ精製

⑦ Ion PGMシーケンサーと半導体チップによるシ
ーケンス解析と解析ソフトによるデータ処理

解析の拡張性

半導体マイクロチップ対応シーケンサーのアプリ
ケーション拡張は目覚ましく，様々な種類のアンプ
リコンシーケンスプライマーが販売され始めてい
る．Ion AmpliSeq Comprehensive Cancer Panel

では409種のがん遺伝子およびがん抑制遺伝子内の
エクソン領域をターゲットとしている．またIon

AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2はCOSMIC

（Catalogue of Somatic Mutations in Cancer）に登
録されているホットスポット領域の約2800の変異を
カバーしており，幅広い変異プロファイリングに対
応している．また， Ion AmpliSeq Inherited

Disease Panelも既に販売されており，このプライ
マープールを用いることにより神経筋疾患，心疾患，
発育障害，代謝異常など，700種以上の遺伝性疾患
に関連する328種の遺伝子のエクソンの解析が可能
である．さらに個別の研究用アンプリコンシーケン
シングのためのプライマーデザインも可能で有り，
1536までのアンプリコンを簡便かつ大規模に解析で
きる．プライマーデザインは，ライフテクノロジー
ズ社のホームページから遺伝子を指定することで容
易に行える．但し，１本のチューブに入れるプライ
マーの数が増加すると増幅ミスも増える傾向にあり
1000種以内に抑えた方が効率良く解析することがで
きた.

具体的な解析例については，小児多形黄色星細胞
腫のホルマリン固定サンプルより抽出したDNAよ
りライブラリーを作製し，MET遺伝子の点変異を
同定した研究１）や，胃がん組織における体細胞変異
の大規模解析２），大腸がん患者における生殖細胞変
異を同定した報告３）を参照されたい．

次世代シーケンサーによるアンプリコンシーケンス
の問題

解析においてサンプル調製はかなり重要である．
損傷の激しいサンプルでは，必ずしも正しいデータ
を反映しているとは限らない．特にホルマリン固定
サンプルについては，固定時に変異が入る可能性も
ある．また，PCR増幅中に生じる変異も無視できな
いため，できるだけDNA量を確保して増幅回数を
減らす工夫が必要である．
次世代シーケンサーの信頼性についてはまだ十分

な確認がとれているとは言えないため，得られたデ
ータは必ず何らかの方法で精査する必要がある．キ
ャピラリーシーケンサーは，20％以下の変異を検出
できないため，次世代シーケンサーのデータと必ず
しも一致するとは限らない．このためPCRなどで次
世代シーケンサーのデータを検証する方法が研究さ
れている.
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また，Ion PGMに付属している解析ソフトは操
作が簡便であるが，デフォルト設定では，シーケン
スミスも変異として検出する可能性がある．配列を
目視で確認したり，別の解析ソフトで解析し直すな
どの操作が必要である．
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