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DNA抽出濃度について：
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要 旨

【緒言】近年,次llt代シーケンス技術の|ﾙ|発が進み， 1断速シーケンサーをIIIいて, iWI1I(1)NAか

ら短時lAlで多検体のシーケンスがnI能となり，がんゲノムの網雑的解析から，がん佃別化医療

のバイオマーカーとして， ドライバー遺伝子変災の探索が感んに1｣:われるようになった．次世

代シーケンサーをIIIいて多放の辿伝jZ異術を同ll＃に検在するクリニカルシーケンスが1ﾘl称され

てきているが，その際にIMIMIjとなるのは臨床検体の収り扱いである．従って, 1xiilI'だの｢|的は，

次世代シーケンサーをlllいた網雑的辿伝子解析を想定した際の, llilill胤ﾙ糊l識よりlllllllしたDNA

II&JPl画を組織'lliﾉ(ﾘ，分化度の述いから検討し、 またp "j冬|策に必要とされる臨床検体(FFPEスラ

イド) 11tを琴案することとした．
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【方法】 lliliW-F術を施行され,凍結切片をｲ丁するllilill鼎癌68症例のホルマリンl,'il定後パラフィ

ン包哩(FFPE)検体をHE染色にて評illliし,lllWllu災に含まれる全細llu含有IIi棚に占めるがん

illl胞含イィ率2()%以上の63例を解析対象とした. #ll"lll叩の内訳は，置換性墹殖似位型ll鼎癌

(lepidic)が5例，乳頭状増殖優位型腺撫(pal)illa'y)が44例，腺房状jW航優位咽lllliW(acinar)

が5例，允突性jW殖優位型腺職(soli(1)が2例，粘液腺癌(mucinous)が71#llであった．各

FFPEブロックから連続切片20,αm, 2枚よりI)NAをlIII出した．単位､職当たりのDNA杣出濃

度や断片化(Q-ralio : 1129bpl/I411)1)1)について糺l識腕削間で比較し， また，解析に必要と

される臨床検体l,t (脈蛎面破）を考察した．

【結果】 jii位而仙当たりのDNA抽出浪哩はII!央値4.20ng"<L(範州: 0.32ng/j(

L/mm2-19.2511gﾙ4L/mm2)であった.Q-1･alioについてはI|:!央値1.03 (milill : 0.79-l.57) と
すべて雌準''11〔以上であった．細細lli型|ﾊlにおいてはllll出されたDNAのlli位mi仙､ 'iたりの泄度

では悩換性墹殖催IM!ll陥癌は粘液腺癌と比校し, liil}m職当たりのDNA抽出洲度が〃意に多

かった(I)=().()46).粘液非産生型腺癌はｲ『意に粘液藤生型腺癌よりiii位､職当たりのDNAIIII

出』,tは多かった (I)<0.01).また，分化庇|H1のiii位Iii械､'iたりのDNAI11illll,tでは｢|' ･低分化

腺癌は侮恵に尚分化腺癌より単位而械当たりのDNA抽出城は多かった(I)=().012).脈蝪1打賊

とDNAhlllll litにつきPearsonの相関係散を算出すると, r=0.486, 1)<0.()1と何意にilﾐの柤

関を認めた．必要最低脈瘍而概の算出では30mm2当たりのDNA抽出並は､|A均29.0±23.4

ngl/4L("|m| : 3.86ng4"L-116.5ngﾙ』L)であり，全症例において雑準となる3.75ngj,4Lを
クリアーした．

【結語】 ll,lilliI撫では,粘液潅生のｲl無,分化皮がl)NAllllllli,tに影稗を与えることが分かった.11

瘍胞巣而賊,樅疲巣のlilll合から全糾l胞mi伽を算出しそこに含まれるがん細胞含ｲT率（Z20%)を

確認し,必要雌低ｲ割ll胞而砿をクリアー出来る切片枚激を確保することが肝要であると思われる．

キーワード：次世代シーケンサー，肺獅，ホルマリン|占I定パラフィン包蝿検体, I)NA抽出，

I)NA渡度，最低必要全糺ll胞mif!'(

緒 つの逆伝子異常に対して独立の検査を行うことは

非効率的であり，次世代シーケンサーを川いて多

激の過伝子異常を同llfに検代するクリニカルシー

ケンスが期待され'玉|内外で|ﾙ1帖されている2)一‘1）

lliliがんは現ｲf,本邦におけるがん死因の，位で

あり，年|H1約7万人（全世界では137万人）の死

の原因となっている5)．近年，米|玉lを中心に行わ

れている大規模な辿伝子解析により，肺がんのう

ち頻度の高い組織型であるll,li腺癌と肺扇平上皮癖

における有意義な遺伝子異備が|両l定され，報告さ

れている6)7)．特に，肺腺獅においては受容体チ

ロシンキナーゼのシグナル経略に|仏lわり治療標的

となりうる遺伝子の変化が75％で認められたと

されている．現在，我が|玉|においてはEGFR辿伝

子変異に対するgefitinib8)9),erlotiniblo)11),afa-

linibl2)13),ALK融合辿伝イ変異に対するcrizo-

til1ibl4)15)が分子標的薬として認可されている．

言

近年では，サンガー法を原理としない方法で埖

雌配列の決定を行う次llt代シーケンス技術の|ﾙ|発

が進み，高速シーケンサーを川いて，微皿DNA

から短時間で多検体のシーケンスが可能となった．

これにより，がんケノムの網羅的解析が可能とな

り，がん佃別化医旅のバイオマーカーとして，がん

の発生や進展に寄IJ.する過伝子変異，いわゆるド

ライバー遺伝子変異の探索が際んに行われるよう

になったl).そして， このゲノムバイオマーカー

に蛙づいたがん分子隙的治旅は，従来の殺糺||胞性

の抗がん剤による泊旅と比I陵し卵著な有効性を示す

ことがいくつかのがんでIﾘlらかになり，がんI舟I別化

医療を促進する契機となった． このように，分イ・

標的薬の冶旅標的あるいは捲効性バイオマーカー

となる遺伝子災備が多激|司定される! |'で，一つ一
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表l l聯床病即'､);:的IAIj'

全対象症例
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解析症例

N=63
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その他, Rlyl､融合遺伝子変災に対するvall(letanib

の第IINI!批験やROSl融合辿伝子変異に対する

c㎡zotinibの第II相試験が進行!|!である．

このように過伝子異常を網羅的に解析-ﾘｰること

で満療標的として可能性のある遺伝子変災や馴合

遺伝子などが多く解Iﾘ'されていく ! |!で， クリニカ

ルシーケンスが臨床応川された際に問題となるの

は臨床検体の取り扱いである．肺がんは代炎的な

組織型だけでも，腺撫, l,,i,|え上皮癌，小糺ll llu柵が

あり、 ll,lill鼎ﾙ聯に限ってみても細織唖鯏がいくつか

存ｲi北， また|同'一腫癌細織lﾉ､lに裡数の細織'lli型が

混在することが一般的である'6)． さらに，祉洲'|'|§

肺腺撫のjﾙ合では中心部に蛎峡巣を形成すること

が多く, ll'Wllu巣に占める全糺ll胞含打率が非術に

幅広いill'(をとる．そのために, II帥々人よりhll川さ

れたDNAの『'I,壁が次llt代シーケンサーでの解

析に妥当な検体であるのかをl lll碓にすることは砿

要なことである．

以上より本研究のu的は,次世代シーケンサーを

川いた網雛的辿伝子解析を想定した際の, ll'li腺猫

細織よりｲlllll'!したDNAl,lや便を細纐IM!,分化皮

の速いから検討し，また， ‘ﾉﾐ際に必要とされる臨床

検体(FFPEスライド) l,tを号案することとした．

"i院にてll,li州獅liiを施行され，凍結切11･をｲ1.する

ll,liIMW68症|#l1を全対象とした（表l)．組織!lli型

分馴としてI)redominalllclassincationの|ﾉ､l訳は，

|趾換性jW1111優位型腺撫(lepi(lic)が5例，乳弧状

jWn''i催位型II陥撫(1)al)illa'y)が45例，腺";状期殖

優位型ll,li＃聯 (acina'･)が51#11,充実性墹1III催位型

ll"癌(soli(1)が2例，帖液IIW"(mucin()us)が7

例であった．

2.FFPE切片の作製

l 11hl斗たり3-5mmfil凍結切片を使川し，

10%! |!性ホルマリンでl,lil定しパラフィン包川1ブ

ロック (FFPE)を作製. li'il定'三l散は余例12-24

11ｷllll以内とした．各FFPEブロックから4枚の連

統切片(4',!mを2枚, 20,'4mを2枚）を作製. 4

，1mの切片はHE染色下での検鏡に川い, I11R癌細

胞の〃ｲ|§しているIIIM癌胞巣部を選択しマーキンクﾞ

した．次に対物1()階の猟微鏡~ドで，その伽城のが

ん含行率を評illiした．その後，ブレハラー|､のマ

クロl'l'i像を搬影し, Ph()I()sI1()I)elemelllsvel･､ 14．0

(A(I()beSyslems, lllc.,Sall.1()sc,CA,USA)を川い

てマーキング仙城のim枇をillll定した．

3.FFPE切片からのI)N:，抽出

20/(m米染プレバラート2枚を川いてHE染色
スライドにマーキングされた弧城と同じW|j位のI匝

甥胞巣部の制l縦を採取した． DNAの抽出には

BiOsliCFFPETissueDNAIs()latioI1Kit (MOBio

対象と方法

l .対象

2005年から2015年までに断潟大学Ⅸ伽′,)::総合
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Laboratol･ies)を用いた．抽出したDNAはNano

DropTM2000 (ThermoFishel･Scientific)を用い

て, 260nmと28011mの吸光度比(A260/280)'及

t)s260nmと230nmのl股光度比(A2(io/230)を測

定して純度を評illiした.A26()/280が1.8以上および

A260/230が1.9以上の場合を商純度と判定した．

二本鎖DNA澱度(dsDNA)の測定には

Quant-iTTMdsDNAHigh-SensitivityAssayKit

(ThermoFisherScientinc) とQubit'!3.0F11101･o-

meter (ThermoFisherScientinc)を川いた．我々

が行っている次世代シーケンサーによる遺伝子解

析では11mの測定にあたり150n9の二本鎖DNA

が必要である. DNA抽出後の検体液城は40/zL

であることから，最低必要淡度を3.75n9"Lと

設定した．また今回は，がん特異的過伝子変異を

確実に検出するにはがん細胞含有率が20％以上

であることが必要であるので，全；III胞含有而枝

(正常肺胞上皮細胞， リンパ球,がんﾙll1胞など）に

占めるがん細胞含有率がそれ以下の検体は検討か

ら除外した．

DNAの断片化はKAPAHumanGenomicDNA

QuantincationandQCKit (KAPABiosystems)を

用いて評価した. 129bpと41bpの配列に対する

pl･imel･を用いてRealtimeqPCRにてDNAの増

li'mを行い, DNAII『片化比(Q-1･atio : {129

bp]/{41bl]1)を求めた. Q－1･atio>0.1の場合に次

世代シーケンサーによる遡伝子解析が可能である

と､ 11断した．

4．統計学的解析

連続変数の2群|ﾊl比較にはMann-WhimeyU

testを，多群間比'|嘘にはKl･uskalWallistestをそ

れぞれ用いた．また，2変数間の相関はPeal･son's

col･1･elationcoefncientを川いた. p-value<0.05

の場合を統計学的に有意な差と定義した．全ての

統計学的解析はSPSSVel･sion22.0 (SPSS,Inc.,an

IBMCompany)を用いた．

結 果

l .肺癌FFPE検体からのDNA抽出

肺癌68検体のHEスライドより腫瘍胞巣部位

「]非がん細胞(正常組織ﾘﾝパ球など)巣
■■がん細胞巣
■■■癩痕巣(細胞成分なし）
[=]+■■全細胞含有巣
「]+■■＋■■■腫瘍胞巣

図l lliW"胞巣部における全細胞含有而秋（がん制l1胞巣,非がん細胞巣),
嬢痕巣のシェーマ



佐藤他？ホルマリン固定後パラフィン包埋肺腺撫検体からのDNA抽出濃度について 605

表2肺腺癌FFPE検体からのDNA抽出結果

N=63

全細胞含有面積

腫鰯胞巣部位における擁痕含有率(％）

DNA抽出濃度(ng/llL)

単位而俄当たりのDNA抽出濃度(ng/IIL/mill2)

Q-ratio:129bp/41bp

A260/280*

中央値(範囲）

中央値(範囲）

中央値(範囲）

中央値(範囲）

中央値(鮠囲）

中央値(範囲）

中央値(鮠囲）

5.07(1.15-18.10)

40(5-85）

4.20(0.32-19.25)

0.73(0.13-3.88)

LO3(0.79-1.57)

2.02(1.90-2.11)

1.98(1.08-2.32)A260/230＊

*DNA抽出濃度/FFPE2枚≧3.75ng/IIL(32症例）

cllepidicvsmucinous
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lepidic papiliary acinar solid mucinous

dsDNA濃度 1 .22±0.56 0.98±0.74 1.62±1.39 0,62±0.49 0.36±0.22
(平均髄）

図2肺腺州組織11i型別のDNA抽出結果

置換性瑚航優位型腺癌は粘液腺撫と比較し，単位lii縦当たりの

DNAｲ111出淡度が有意に多かった(p=0.046)

における全；l1l胞含有面猿，全ﾙlll胞含有面破に対す

るがん細胞含有率を算出した（図l).全細胞含有

面積におけるがん細胞含有率が20％を超えてい

た症例は63例であり，これ以下の解析対象症例

とした（表1)． ルli癌63検体のFFPE切片2枚

(20"m/枚）からのDNAI111出結果を表2に示し

た． また，標本II'における細ll胞成分がほとんど認

められない撫痕含有率も節出した. FFPE切片1

枚当たりの全細胞含有而枇は中央値5.07mm2

(範Ⅲl : 1.15mm2-18.10mm2)であった63検休
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た(p=0.046) .粘液非産生型腺癌と粘液産生型

腺癌とに分傾した際の単位面枝当たりのDNAhll

出濃度を図3に示すが，粘液非産生型腺描は有意

に粘液産生型腺癌より単位而種当たりのDNAIII

IMtは多かった(p<0.01)分化度の述いから単

位ini棚当たりのDNA抽出機度を検討してみたが，

『|' ・低分化腺癌では有意に高分化腺癌より単位而

仙当たりのDNA杣出最は多かった(I)=0.012)

(図4)．

から抽出されたDNA濃度は中央値4.20n9//4L

(範囲: 0.32n9"L-19.25n9/"L)であった．全

細胞含有巣における単位面枇当たりのDNAIIII出

濃度は中央値0.73n9/"L(範囲: 0.13n9/"

L/mm2-3.88n9/jfL/mm2)であった.Q-1･atioに

ついては中央値1.03 （範囲： 0.79-1.57）とすべ

て基準値以上であった． 2枚のFFPEからDNA

抽出淡度が3.75n9/tzL以上を満たしていた症例

は36例あったが，その群ではA260/280やA260/230

の値も良好で,次世代シーケンサーによる解析に

十分な澱度と質を有するDNAが抽出されること

が分かった．

3．腫瘍面積とDNA抽出量

全細胞含有面枇とDNA抽出量につきPeal･son

のｲ;'1関係数を算出すると, 1･=0.486, 1)<0.01と

;"意に正の相関を認めた（図5)．分化度ごとに全

刷||胞含有而種とDNAl1ll出龍につき|司様に

Peal･sonの相関係数を算出してみた商分化腺癌

ではI･=0.579, p<0.01,中・低分化腺癌では

1･=0.492, p<0.01といずれも有意に正の相|塊lを

2．肺腺癌組織学的所見とDNA抽出結果の関係

肺腺撫を組織学的に亜分類し，各検体から抽出

されたDNAの単位面職当たりの濃度を図2に示

す．置換性増殖優位型腺癌は粘液腺癌と比校し，

単位而仙当たりのDNAhll出膿度が有意に多かつ

p<0.014．00 0－ 尋1
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図3非粘液産生型と粘液産生卿1M蝿のDNA抽出絲果

粘液JI椛生型腺撫は有意に粘液産生型I1胤蜘より単位面枇当たりの

DNA抽出縦は多かった(p<0.01).
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'l1 ･低分化腺蝿では有意にI#$分化腺蝋より順位Ⅲi,剛ｿiたりのDNA

l1llllli,tは多かった(p=0.012)

認めた 抽出濃度を比較検討した．また，次世代シーケン

サーを川いたクリニカルシーケンスが実用化され

た|際に必要とされる髄のI闘いDNAIItと必要最低

全細胞而種との関係を検討した．

肺腺癌の特徴として，肺胞上皮慨換型増殖以外

は浸潤癌であり, 11亜甥'11心部に炭粉沈肴を伴う撫

痕が形成され，浸潤巣を形成している．腫瘍胞巣

周囲には多数の線維芽細胞が増生し，弾性線維の

凝集，厚い膠原線維が観察される．これらの所見

は間質への浸澗を示しているが，各個人によって

その割合に大きなlll冊がある．今l'ilの研究でもそう

であったが, I匝瘍胞巣におけるlll胞成分のほぼ認

められない撫痕巣の占める削合は5％～85％と

非常にll'冊広かつたまた，浸洲咽肺腺癌には置換

性j牌殖優位型腺癌，乳蚊状珊例111催位刎腺職腺房

状噌殖優位型肺癌，充実'|'|州例111催位型腺癌，粘液

腺癌など様々な組織亜型が存ｲfi_,, Inl一腫瘍組織

内に複数の組織亜型が存在することが一般的であ

次世代シーケンサー分析に必要なDNA抽出膿

度を得るためには，どの程度の全細胞含有面械が

必要であるのかを考察したはじめに，今lulの63

検体において全細胞含有lii,賊を20mm2とした場

合のDNA・I1II出濃度は平均19.3±15.8''9/"L

(範囲: 2.57119/j4L-77.7n9//4L)であり，催準

となる3.75n9"Lをクリアーする症例は63例巾

60例（95.2％）であった．次に，全細胞含有lii,脳

を30mm2とした|際のDNA,I11I出濃度は平均

29.0±23.4n9//4L(範朏l : 3.86ngAaL-116.5

ng/ILL)であり, Ji"&となる3.75n9/jfLを全例ク
リアーした

考 察

今回われわれは, ll'ii腺撫Ⅲ1場組織のFFPE検体

からDNAを抽出し、組織IIli型や分化度別にDNA
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外科切除標本

(ﾙI瘍胞巣部: 10IIIⅢ×101'I11') 全細胞含ｲl.率 而刷i 201im未染枚数
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１

１
１
１

側
Ⅱ
Ⅱ

Ⅱ
Ⅲ
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咄
・ハＵ

‘1枚(32m2)

8枚(32m望）

'IO枚(32mm2)

適

適

非現実的

10㈱

50％

10%

図6実|策の検体処理イメージ

外科切除隙本と唯検標本における解析に必要とされる臨床検体ﾄバ

(I匝瘍ImM)をイメージし， ，Iくす

り粘液により全細胞含有面破を過大評illiした可能

性が示唆される．そこで，必要全糺ll胞含行而械を

30mm2とした場合は，平均DNAhll ,'ll並は29.0

ngﾙ』L(範囲: 3.861Ig〃L-116.511g＃』L)で，

全症例が基準値をクリアーしており, 30mm2を

雌低必要全糺lllla含ｲ1.IAi彼と考えるのが妥当ではな

いかと思われた．実際のイメージを図6に示し，

外科切除標本と生検検体とで検討してみたい．は

じめに，外科切除検体の場合は，例えばIIf瘍胞巣

而械が10mm×1()mmであった際，全制ll胞含ｲl.

率が100％であった場合には100mm2となり20

/(m未染1枚でも前述の30mm2の雌低必要而械

をクリアーすることとなる．線維性糺l識を含む椛

疲巣が胞巣面枇の50％程度をILiめていた場合で

も、未染1枚で50mm2の全糺II胞含ｲ1.lili枝が得ら

れ，般低必要而仙を超えることが可能となる．で

は，大部分が線維性組織からなり食細胞含有率が

10％であった場合は，未染1枚からは10mm2の

全糺II胞含有而枇しか得られず, l'i低3枚のFFPE

が必要となる．次に，生検検休であるが，例えば

If瘍胞巣而枇が2mm×2mmが21IMあった際，

全細胞含有率が100%であった賜合には8mm2

となり20，1mの未染が4枚あれば前述の30mm2

の必要而破をクリアーすることとなる．線維性糸II

識を含む樅膜巣が胞巣而械の50％程度を占めて

いた場合では， 未染8枚で32mm2の全細胞含ｲ-l.

Ihi砿が得られ，必要面稜を超えることが可能とな

る． しかし大＃|j分が線維性糸ll織からなり全荊ll胞含

有率が10％であった場合は，未染1枚からは().8

mnl2の全糺ll胞含何Ihi枝しか僻られず，妓低4011

のFFPEが必要となり，現実的ではないと思われ

る．

以11より，生検検体からでも次世代シーケンサ

ーに適切なI)NA抽出は-卜分I II能であるが，線維

化が多く混/I§する生検検体からは縛られる脈甥iii

砿は少ないため，次世代シーケンサーでの迩伝子

解析用には激||占|の生検検体を碓保することが望ま

しいと思われる．

今回の検討においては， 68例｢'15症例において

食細胞含ｲ:l. lhi賊に占めるがん刑||胞含有率が20%

を満たなく，検討対象症例外となった． しかし賞

'繭な検体サンプルであることを浮腫すれば，がん

illl胞含ｲ1.部位が全制ll胞含ｲimilYiO)20%を超える

ようにスクレープ等のT:夫をすることで，除外症

例を減ずることができるであろうと考える．
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肺l|鼎癌では，同-llfﾘ辮ll織lﾉﾘに複激の細細lli型

が序在することが一般的であるが，組織illi型別で

は慨してDNAhll出l,tに彬群を』j･えないことが分

かった． しかし，粘液ll鼎撫ではそれ以外と比較し，

DNA抽出壁は低く注意が必'災である．脈瘍中心

部に線維性組織からなる撫痕巣が少なからず形成

され，各個人によってその;ﾘl合に大きな|幅がある

ため, HE染色切片の検鏡は必領と考えられる．

その上で, llf癌胞巣IililYi,全州ll胞含有率を算出し，

必要最低全細胞面破をクリアーする切片枚数を確

保することが肝要である．
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