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胃癌組織型とホルマリン固定後パラフィン包埋検体からの

DNA抽出濃度の関係：次世代シーケンサーによる

遺伝子解析のために
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要 旨

【紺‘ ;･】近年，様々な撫郁において悠性度に関わる(1river辿伝j2が発兇され，その遺伝j盆が関

Iﾌ.するシグナル伝達経路を標的とした分子標的薬の|ﾙ1発が嘘んに行われている．今後は次世代

シークエンサーを臨床検査に応lllしたclinicalsequencingによりdriver遺伝子災術を同定し，

忠帝IIAI々に雌適な薬剤を選択することが必要になる．その際に|ﾊl題となるのは臨床検体の取り

扱いである．特に胃癌は組織り側ごとにll'1鳩組織中のがん淵lllluの密度にばらつきが大きく，組織

型ごとに1111出されたDNA浪度やI'(が次llt代シーケンサーでの解析に|耐えうるか否かをIﾘlらか

にする1IFは『､要である．本研究のl1的は,W癌腫瘍組織からのI)NAIIII出結果と組織型との関係

を検討し，次世代シーケンサーによる辿伝子変異解析を想定したI)NA抽出における注慰点を

Iﾘlらかにすることである．

【方法】W切除を施行されたWﾙ聯100椛例のホルマリン|1fiだ後パラフィン包埋(FFPE)検体

を対象とした．組織型の内訳は乳ﾘjill";W(pap) 1例，商分化型柚;状腺癌(tubl) 9例, !| 1分化
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型櫛;状II棚(tub2) 45例，充実靭低分化IⅢ腺癌(porl) 12例，非充実型低分化型llR州(I)or2)
24例，印環糺ll胞癌(sig) 6例，粘液州(muC) 3例であった. ll!Ii癌含ｲ岬l合が賊もil.iい傾城を選

択し, 20/,mに薄切した切片から組織を削り取り （スクレープ),DNA抽出にlllいた. ili位IAilW

当たりのDNA濃度(ng"1/mn'2)や断片化(Q-rati() : ll29bl)l/l41bpl)について組織り側lHl
で比絞検討した．

【結果】 100症例全ての検体から次llt代シーケンサーの解析にl ･分なDNAをllll,'llすることが

できた．抽出に用いた価域のIIII鳩含｛『;'91合はpor2, sig,mllcでｲ『意に低かった. lii位ih職当た

りのDNA浪度はpap/tubl/1111)2/I)orllIW (中央価l.()511gﾙ4 1/mm2,範州:0.07ng"1/mm2-

2.75ng//41/mm2)と比鮫して, pol･2/sig/muc群( !|! lj!:lli'i().75ng/l4 1/mm2, 1mlIII : ().08ngﾙ4
1/mm2-1.63ngZ,41/mm2)で{｢葱に低かった (p-value=0.04)．一方,Q-rati()については2

群|川に行葱な差は認められなかった．

【結論】W猫において，組織咽がpor2, sigまたはmucのFFPE検体から抽出されるDNA濃度

は他の組織咽と比較して低ll''Iである．上記の組織型に該当し, lllli鳩合ｲ丁荊合が低い検体では, llll

川にlllいる切'1枚数やスクレープする組織の而横をjWやすといった対策を講じることがlll:'鹿で

ある．

キーワード：次世代シーケンサー,WﾙW,

出,DNA淡痩, I)NA断片化

糺!織型，ホルマリンli'il定パラフィン包jII!検体, I)NAIIII

緒 言 は少なく, trastuzumabとramucirumabの2種の

みである6)7)． しかし，現在襖激の分子標的難に

関する第111机試験が並行してirわれており，今後

はWﾙ輔においても治療の雌適化のためのclinical

sequendngの必0座性が高まると考えられる. clini-

calse(luencingの実用化を想定した場合に問題と

なるのは，臨床検体の取り扱いである.W職は組

織型が多彩であI),各組織型で11瘍組織'l!のがん

制||胞の密痩にはばらつきが大きい8)． そのため，

組織りiりごとに抽出されたDNAの鼠や価が次llt代

シーケンサーでの解析に耐えうるか否かをlﾘlらか

にすることは|臨床上の重要なi抑題である． しかし

ながら， この点に関しては未だ｜･分な検討･が行わ

れていない．

本研究のl l的は，胃癌1，甥組織から抽出した

DNA濃j虹や価と組織型との|41係を検討し，次世

代シーケンサーによる遺伝j'変異解析を想定した

DNA抽出における注意点をlﾘlらかにすることで

ある．

次llt代シーケンサーの登場により，短時|H1で

DNA配'l'i,'i報を網羅的に解析することがi'I能と

なった．近flえでは， この次世代シーケンサーをlll

いた研究により，様々な癌繩において悪性l更に深

く関わるdriver過伝rが同定された1).それに帷

行して, (lriver遺伝子が関与するシグナル伝達経

路を標的とした分j'･標的薬のiﾙ1発も樵んに行われ

ており2)， ＝つのｿ緋nに対して襖放の分jを標的蕊

を選択して使川できる時代になりつつある．今後は，

次世代シーケンサーを臨床検介に応川したclini-

calsequcncillgによI)driver過伝jを異常を同定す

ることで治療効果を予測し，忠者佃々に適切な蕊

剤を選択することが必要になると予想される3)．

胃癌は日本において年間死亡率第2位の悪性IIII

瘍である．')．近年米l 'ilを中心に〃われている大規

模ながん辿伝子解析により,W柵における(Irivel･

遺伝子災術の|同l定と，その異常をjILにしてW州を

細分化するサブタイプ分類が提IIHされた5). lillilf

究では，各サブタイプの特徴的な(1river過仏子災

常にl(llしたll』適な薬剤選択の可能性を示唆してい

る．現ll点ではW撫で認可されている分子標的蕊
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た. l,'il定ll数のI|1央ili'iは1日 （範IIM : 1Hから4

11）であった．各FFPEブロックから6枚の連続

切1I- (4/4mが1枚, 20/4mが5枚）を作製した．

4/(mの切片はHE染色下での検鏡に川いた．可

能な限りルI瘍糺1l胞の密度が商い価城を選択し，

DNAllll ,'llll1にマッピングした．次に対物10倍の

猟微鏡~ドで， その仙城の肺癌含有削合を10％未

満， 10％以上50％未満， 50％以上の3段階で評

illiした．その後，プレパラートのマクロl1m像を撮

影し, Ph()t()shopelemenlsve1･.9.0 (A(lobe)を用

いてマッピング髄域の面械を測定した．

対象と方法

1 .対象

2013年411から2015年711までに新潟大学医

歯学総合綱|塊，及び新潟ﾘ,↓立がんセンター新潟病

院にてW切除を施行された100症例を対象とした

(表l).組織型の|ﾉ1訳は，乳砿腺笹ﾙW (I)al))が1

例，商分化型補;状腺職(tubl)が9例, ! |!分化型

管状腺撫(lub2)が45例，充実型低分化型ll鼎蝿

(porl)が12例，非允実型低分化型ll細淵 (I)()'･2)

が24例,印環細胞癖(sig)が6例，粘液蝋(muc)

が3例であった． 10％中性ホルマリンで|&l定され

た手術検体のパラフィン包埋ブロック (FFPE)

から肺j蜘l織の雌大別miを含むブロックを選択し

2.FFPE切片からのI)NA抽出

HE染色プレパラートと20/4m米染プレパラー

表l 解析検体の臨床病理学的lklf

検体数

(n=100)

T(壁深遠度) T2(MP)

T3(SS)

T4a(SE)

T4b(SI)

組織型 pap

tubl

lub2

porl

por2

sig

muc

腫瘍含有割合 <10%

1450%

Z50％

ホルマリン固定H数 中央値(範囲） １４

０
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I41bl)1)を求めた.Q-ratio>0.1の場合に次世

代シーケンサーによる辿伝子解析が可能であると

判断した．

卜を重ね合わせ，マッピング仙城のFFPE切片を

削り取ることで（スクレープ) IIII鳩組織を採取し

た． DNAの抽出にはBiOsticFFPETissueDNA

IsolatiollKit (MOBioLal)01･atories)を用いた．

抽出したDNAはNan()DI･()I)'l,M2000 (Therm()

FisherScientinc)を川いて, 260nmと280nmの

吸光度比(A260/280)'及び260nmと230nmのI吸

光度比(A260/230)を測定して純度を評価した．

A260/280"1.8以上およびA2(M)/23()がl.9以|皇の場

合を高純度と判定した．

二本鎖DNA濃度 ((Isl)NA)の測定には

Quant-iT'IMdsDNAHigh-SensitivityAssayKit

('I11ennoFisherScientilic) とQubit83.0Fluoro-

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llnlの測定にあたり15() I1gの二本鎖DNA

が必要である. DNA抽出後の検体液量は40"L

であることから，最低必要機度を3.75ngZIzLと

設定した．

DNAの|断片化はKAPAHumallGenomicDNA

QuantincationandQCKil (KAPABiosystems)を

川いて評illiした. 129bl)と41 1)I)の配列に対する

primerを用いてReal timeqPCRにてDNAの墹

幅を行い,DNAI析片化比(Q-ratio : {129bpl/

3．統計学的解析

カテゴリー変数の群|H1比'陵にはFisher'sexact

teStをIIIいた．迎統変数の2群IIII比較にはMaml-

WhitneyUlesIを，多群|H1比較にはKmskalWallis

teStをそれぞれ川いた.p-vallle<0.05の場合を

統計学的に何意な差と定義した．

結 果

l .胃癌FFPE検体からのI)NA抽出

WW100検体のFFPE切片からのDNA抽出結

果を表2にホした. FFPE切ハ. 1枚当たりのスク

レープ而械は『'1央値44．7mm2 (範ljIl : 10.6

mm2-201.7mm2)であった． 55検体は1枚の

FFPE切片からDNAを杣ll'!した. im柚が小さい，

もしくは11甥含有削合が低くDNA.l,tを確保でき

ないことが予想された45検体については2枚の

FFPE切片からDNAを抽出した． しかしながら，

3検体でDNA抽出濃度が不十分であったため5

枚のFFPE切片を使川し再度DNA抽出を行い，

表2 W癌FFPE100検体からのDNA抽出結果

検体数

(n=100)

スクレープ而械(mm2/枚）

FFPE使川枚数

(範囲）中央値

1枚

2枚

5枚

中央値

中央値

中央値

中央値

44.7(6.7-2()l.7)

55

42

へ
、
〕

最終抽出I)NA濃度(ng/ul)

Q-ralio:129hl)/41bp

A2(i('28(I

A16o'"(I

ｊ
ｊ
ｊ
ｊ

閉
朋
開
朋

範
範
範
範

Ｉ
Ｉ
く

54.8(6.5-163.8）

0.70(0.19-1 .1 1)

l.91 (1.54-2.()8)

2.09(0.66-2.32）
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較すると, por2, sig,muc群で割合が低い検体が

有意に多かった(p-value<0.01,図1,2)．各検

体からｲ'111出されたDNAの単位面樋当たりの濃度

は, por2, sig,mucで低い傾向にあったが，統計

学的に有意な差は認められなかった（図1，3)

Q-1･atioについても細織型間で有意な差は認めら

れなかった.組織型を膨張性発育を示すpap/mbl/

mb2/porlと，その他por2/sig/mucの2群に分け

て,DNA抽出結果を比較した（図4).単位面破

当たりのDNA濃度はpap/tubl/tub2/pol･1群

(中央値1.05n9/"1/mm2,範囲: 0.07n9/"

l/mm2-2.75n9/l,l/mm2)と比較して, por2/Sig/

muc群（中央値0.75n9/j41/mm2,範囲:0.08n9/

-'一分な濃度のDNAを得ることができた. 100検

体から最終的に抽出されたDNAの濃度は中央値

54.8119//41 (範囲: 6.5n9/jf1-163.8n9//Ll)であ

った単位而砿当たりのDNAの浪度は中央値

0.95n9/"1/mm2 (範囲？ 0.07,9/ﾉzl/mm2-2.75

n9"1/mm2)であったQ-raUoについてはIｷ'央

値0.70 (範囲: 0.19-1.11)と基準値以上であり，

A260/280JPA260/230の値も比較的良好で，全検体か

ら次世代シーケンサーによる解析に-|-分な濃度と

質を有するDNAを抽出することができた．

2．胃癌組織型とDNA抽出結果の関係

組織型別にマッピング領域のll亜瘍含有割合を比

A B

C

図l 胃癌の組織像と腫瘍含有割合，及びDNA抽出濃度

『|:'分化型管状腺描(HE染色,×10),雌癌含有割合50%以上,DNA抽出淡度1.72n9//41/mm2.

中分化型管状朏猫(HE染色,×10),雌鵬含有割合10%以上50%未満,DNA抽出濃度0.22n9/jll/mm2

非充実型低分化型腺撫(HE染色,×10), I匝瘍含有剖合10%未満,DNAIIII出濃度0.08n9"1/mm2.
粘液癌(HE染色，×10), |腫瘍含有割合10%未満,DNA抽出淡度0.07n9/i,l/mm2.

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
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図2胃癌組織型別の腫瘍含有削合

乳頭腺管獅(pap),高・中分化型管状腺癌(t'lb1 ･ 2),充実型低分化型腺癌(po1･1)

では腫鰯含有削合が商い検体が多く，非充実型低分化型腺癌(por2).印環細胞癌(sig),

粘液癌(muc)では川E傷含有割合が低い検体が多い(p-value<0.01).
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図3胃癌組織型別のDNA抽川結果

非充実型低分化型腺揃(I)01･2),印環細胞癌(sig),粘液猟(muc)では単位面秋あたりのDNA抽出淡度が
低い傾向にあるが，有意な栄は認められないDNAの断片化はll織型|剛で有意な差は認められない．

■

■■
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図41 pap/hlbl/tub2/pol･1群とpol2/sig/muC群のDNA11II出結果

por2/sig/muc群において単位而馴あたりのDNAllll出濃度は有意に低い(p-value=0.04)

一方,DNAの断片化には有意な差は認められない．

"1/mm2-1.63n9/J41/mm2)で有意に低かった

(p-value=0.04).一方, Q-ratioについては2

群間に有意な差は認められなかった．

胃描には乳頭腺揃，高・中分化型管状腺癌，低

分化型腺癌，印環糺||胞癌，粘液癌など様々な組織

型が存在する． さらに単一の腫瘍組織に複数の組

織型が混在する場合や，浸潤部で低分化な組織型

に変化する場合も少なくない．本研究では,HE

染色下の検鏡にてDNAI1II出に用いる領域の腫瘍

含有割合を3段階で評価した．組織型ごとに比較

すると，非充実型低分化型腺癌，印環細胞癌，粘

液癌において腫瘍含有削合の低い検体が多かっ

た． これは，非充実型低分化型腺癌や印環細胞癌

では腫瘍細|胞の周囲に非細胞成分である細|胞外基

質を多く伴っていること，粘液癌では粘液を多量

に伴っていることが原因である． さらに，同組織

型の検体では単位而破当たりの抽出DNA濃度も

有意に低かった．以上より， これらの組織型の検

体ではl匝瘍細胞の含有雌が少ないことに起因し

て，抽出DNA濃度が低値であった可能性が示唆

考 察

今回我々は，胃癌腫瘍組織のFFPE検体から

DNAを抽出し，組織型別にDNAの濃度や断片化

の程度を比較検討した．次世代シーケンサーを用

いたclinicalsequencingが実用化された場合，臨

床検体からのDNA抽出の糖度が問魍となる．胃

癌は同じ消化管の上皮性悪性腫瘍である食道癌や

大腸癌と比絞して組織型が多彩である8)．問題点

は，組織型ごとに腫瘍細胞の密度が異なることで

あり，組織型と抽出されたDNAの浪皮や賀との

関係を明らかにすることは，検体の糀度管理を行

う上で電要である．
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される．－･方,DNAの画，すなわち断片化につい

ては組織型との|ﾊlに有意な関係は認められなかっ

た.DNA断片化は検体の固定条件や保存期|川に

起因していると考えられる．

FFPE検体から抽出したDNAは固定や包埋の

影響により断片化，架橋形成や化学的修飾などの

影響により，従来の分子生物学的解析には向かな

いとされていた9)'0)． しかしながら，次世代シー

ケンサーによる辿伝子解析技術の発展により， |析

片化の進んだFFPEI11米のDNAでも糖度の商い

解析が可能となった'')12).FFPE検体はl l術の病

理診断で用いられる検体であり, clinicalse(luellc-

ingを想定した場合に雌も適した検体であると豚

えられる．特にW癌においてFFPE検体を川いる

最大の利点は,HE染色した切片を検鏡すること

で各検体の組織型と脈瘍含ｲ1割合を容易にlil認で

きる点である．低分化で脈瘍含有割合が低い検体

に対しては，杣出に川いる切片の枚数， もしくは

スクレープする而械を墹やすことで対処すること

ができる．実際に本研究ではスクレープすべきll'n

瘍の面積が小さい検体や， ル&瘍含有割合の低い検

体に対して，あらかじめ20/(m厚の切片を2枚川

いて抽出を行った．それでもなおDNA濃度が不

一|-分な検体では5枚まで切片を増やして抽出を行

った． このような対処を行うことで，組織型によ

らず解析に-|･分なIItのDNAを得ることができる．

また，本研究では川いていないが，マイクロダイ

セクション法によりIIII癌細胞を選択的にInl収する

方法も何用と考えられる'3)．
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