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要 旨

次世代シークエンサーを用いた包括的な癌関連遺伝子変異解析により，大腸癌を含む固形癌

患者に対するPrecisionMedicineが可能となる．次世代シークエンサーによる遺伝子変異解析

においては， ホルマリン固定パラフィン包埋サンプルの精度管理が重要である． ホルマリン固

定パラフィン包埋サンプル作製において重要な点は， 10％中性緩衝ホルマリン固定液を使用す

ること，固定時間は48時間以内とすることである． また， ホルマリン固定パラフィン包埋サ

ンプルの経年劣化を考慮して7年以内に解析を行うことである．

これまで大腸癌を含む固形癌患者に対する薬物療法は，臓器ごとに縦割りに行われてきた．

しかし，現在ではドライバー遺伝子変異により，対応する薬剤が臓器横断的に使用されるよう

になってきている．例えば,HER2陽性の乳癌および胃癌に対して,抗HER2療法が有効である．

近年では,HER2陽性の大腸癌に対しても,抗HER2療法の有効性が示されている． このように，

今後はHER2などの分子標的薬と関連するバイオマーカーを基盤とした臓器横断的分類が重要

となると考えられる．

キーワード：大腸癌, PrecisionMedicine,次世代シークエンサー

NGSのためのサンプルの精度管理はじめに

次世代シークエンサー (Next-generation

sequencer:NGS)を用いた大規模な癌ゲノム解

析の結果，大腸癌を含む固形癌のさまざまな遺伝

子変異が明らかとなってきている')． さらに， こ

れらの解析から固形癌に対する分子標的薬の効果

を予測するドライバー遺伝子変異が詳細にわかる

ようになってきた． その結果，かつては同一の化

学療法レジメンで治療されていた癌腫が，現在で

はドライバー遺伝子変異ごとに対応する分子標的

薬で治療される時代となってきている． こうした

流れの中, 2015年1月20日に米国のオバマ前大

統領は，一般教書演説で"PrecisionMedicine

Initiative"を打ち出し，ゲノムなどのさまざまな

情報を駆使して，個人に最適な疾患の治療法・予

防法を開発すると発表した．

NGSによる遺伝子変異解析は， 多くの遺伝子

変異を効率よく解析することができるため，

PrecisionMedicineへの応用が期待されている．

本項では， まず固形癌のNGSに必要なサンプル

作製方法を示す．次にNGSの臨床応用の例とし

て, HER2増幅を有する大腸癌に対する抗HER2

療法について述べる．

NGSを利用して遺伝子変異に関する情報を得

るための方法として, wholegenomesequencing,

wholeexomesequencing,そしてtargetsequencing

の3つがある．最大で数百程度までの癌関連遺伝

子変異を対象にしたtargetsequencingは，配列

を読む領域を短く設定できるため， ホルマリン固

定によりある程度断片化が進んだDNAも解析可

能である． よって, targetsequencingでは日常臨

床で広く普及しているホルマリン固定パラフィン

包埋(Formalin-fixed,paraffin-embedded:FFPE)

サンプルを利用することが可能である．

今回我々が行うNGSでは, FFPEサンプルか

らHE標本1枚と未染色プレパラート (201'm厚）

2～5枚を作製する. FFPEサンプルでは， ホル

マリン固定によるDNAの断片化が生じるため，

各医療施設での病理標本固定条件（ホルマリン濃

度，中性緩衝／酸性，固定時間）がDNAの質に

影響する. FFPEサンプル作製において重要な

点は, 10%中性緩衝ホルマリン固定液を使用する

こと，固定時間は48時間以内とすることである．

また, FFPEの経年劣化を考慮して7年以内に

NGSを行うことである （図1).
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| >NGSによるHER2陽性大腸癌の診断

FFPE作製 N雲10FFPE作製
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ロ固定時間：48時間以内

HER2陽性大腸癌：

5％

NGS:next-generationsequencer
I

HERZ陽性大腸癌の診断における

NGSと免疫組織化学の比較
フ・ﾚﾊﾞﾗｰﾄ作製

DFFPE保存期間:Z年以内

NGS(HER2増幅）

あり なし

10 0

0 l91

I

免疫組織化学
(HER2発現）

あり

なし

N=201,P<0.001｡

1

DHE 1枚,未染色(20I｣m)2～5枚＊
*5枚でほぼすべての症例に対応

’
診断一致率

100％
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(A)サンプルの精度管理：次世代シークエンサーによる造仏子変異解析には， ホルマリン|Ⅱ定パラフィ

ン包埋サンプルの粘度管理が重要である

(B)HER2陽性大腸猟:HER2陽性大腸癌の診断において，次世代シークエンサーは免疫組織化学と|ﾛl

等である

大腸癌における抗HER2療法の可能性 のため，大腸癌の抗HER2療法の適応を決める

ためには, HER2statusと|口1時にKRAS遺伝子

変異の有無を解析する必要がある．

我々は， 日本人大腸癌201例においてNGSに

よりH〃『2増帷を有する患者が5％存在するこ

と3)， さらにNGSによる/mR2増|幅は，従来の

HER2statusの診断法である免疫組織化学法およ

OEFluorescence insituhybridizationと比較して

尚い診断一致率を示すことを報告した4) （図l).

また, NGSでは, HER2受容体の下流に存在す

るKR4Sなどの遺伝子変異を網羅的に解析する

ことができることから,mHER2療法の適応症

例を絞り込み最適化することがIII能であると考え

ている．

これまで固形癌に対する薬物療法は，臓器ごと

に縦割りに行われてきた． しかし，現在ではドライ

バー遺伝子変異により，対応する薬剤が臓器横断

的に使用されるようになってきている． 乳癌で

HER2陽性患者に対して有効性が示された抗

HER2療法は， 胃癌でもHER2陽性患者に対して

高い治療効果を示すことが明らかとなり，本邦にお

いて進行・再発胃癌に対しても適応が拡大された．

近年，海外の臨床試験でHER21場性大腸癌に

対して,mHER2療法の有効性が示された2) . た

だし，大腸癌における抗HER2療法の効果は，

HER2受容体の下流に存在するKRASに変異が

ないパ凡4S野生型大腸癌に限定されている． そ
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おわりに

NGSを用いることにより，癌のドライバー遺

伝子変異の状況を詳細に分析することが可能とな

った. NGSにおいては, FFPEサンプルの精度

管理が重要である． また，今後はHER2などの

分子標的薬と関連するバイオマーカーを基盤とし

た臓器横断的分類が重要となると考えられる．
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