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第1章 序論 

1.1 緒言 

ヒトゲノムの全貌が明らかになり[1]、世界中で病気の原因遺伝子の同定やライブラリー化、また、

それらをもとにした遺伝子診断や遺伝子治療に向けての技術開発がさかんに行われている。この

ポストゲノム時代において、膨大な DNA 塩基配列の中から特定の遺伝子を対象にした検出技術

開発は、非常に重要である。また、疾患遺伝子の同定や遺伝子診断においてバイオマーカーとな

る遺伝子変異を正確に検出することは必須であると考えられる。特に、近年、分子標的薬の抗がん

剤の治療効果を遺伝子変異の型から予測できることが臨床的にも明らかになりつつあり、個人の体

質に合ったオーダーメード医療化の点においても、遺伝子診断技術の開発は非常に意義のある

研究テーマである。 

 ここで、個人の遺伝子レベルでの違いを把握するためには、各個人の遺伝子型を調べる必要が

生じてくる。たとえば、ある生殖細胞変異である SNP(一塩基多型)では、その遺伝子型は AA、AG、

GG の３種類であることが分かっているとする。A はアデニン、G はグアニン塩基を示し、この SNP は、

ゲノムのその位置がアデニンの場合とグアニンの場合がある一例である。従って、SNP の遺伝子型

を識別するための検査は、この３種類の遺伝子型のいずれであるかを決定することになる。すなわ

ち、A について 0 と 100 のいずれであるか、G について 0 と 100 のいずれであるか、又は、A と G

が 50 と 50 であるかどうかを見ればよい。このように、SNP 等の生殖細胞変異の検出は、ほぼ定性

的な検出といってよく、その方法は比較的容易で簡便な各種方法が実用化されている。 

一方、がん細胞においては、体細胞のレベルで変異が生じ、その変異ががんの引き金となって

異常な増殖につながると考えられている。従って、ある特定の種類のがん細胞では、特定の遺伝

子の変異が観察されることがあり、この変異を指標にがん細胞の検出を行うことも可能である。但し、

がん細胞は多様性に富み、一種類の変異でがん細胞を特定することは必ずしも容易ではない。ま

た、最近の薬物療法においては、生体内の特定の分子（タンパク質等）を標的とした薬剤が開発さ

れ、副作用が少なく、効果が高いものが見出されてきている。これらは分子標的薬と呼ばれ、主に
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がん治療の領域で活発に開発されている。ごく最近、これら分子標的薬では、標的としている分子

のシグナル伝達の下流のタンパク質に変異が生じている場合には、薬剤の効果が発揮できないこ

と等が明らかになってきている。この場合、変異を生じているタンパク質をコードする遺伝子の変異

を調べることにより、これら薬剤の効果を予測することが可能となってきており、SNP 検出とは異なる

新たなオーダーメード医療の領域が開けつつある[2]。 

ここで述べた、がん細胞に特徴的な変異又は分子標的薬に抵抗性を示す変異は、そのほとんど

が体細胞変異である。先に述べた生殖細胞変異の場合、どの細胞でも共通の変異が見られるの

に対し、体細胞変異では、がん化した細胞でのみ変異が見られ、がん化していない細胞（通常は

正常細胞）では変異は見られない。従って、通常、検体（検査の対象となる試料）中では、変異した

細胞と正常細胞が混在する状況となっており、これらの細胞の存在比に応じて、変異した遺伝子と

正常の遺伝子が存在することになる。つまり、試料の大部分が正常細胞であって一部変異細胞が

含まれる場合、多くの正常な遺伝子中に存在するわずかな変異遺伝子を検出しなければならず、

この点が生殖細胞における変異検出と異なる点で、且つ、体細胞の遺伝子変異検出をより困難に

している点である[3]。最近では、血漿、血清中の循環 DNA 中の変異を検出する、患者にとって低

侵襲な遺伝子検査を目的とした超高感度検出に研究の流行が意向しつつある[4-6]。 

近年、癌患者の末梢血中の体細胞変異を検出するリキッドバイオプシ (液体生検)[7]が、にわか

に注目集めている。大腸癌等の固形癌では腫瘍標本などの反復採取は困難であり、治療中の体

細胞変異の追跡は難しいとされてきた。しかし、近年の変異解析技術の進歩は目覚しく、デジタル

PCR[8]、BEAMing (Beads, Emulsification, Amplification, and Magnetics)法[9-11]や次世代シーケ

ンサー[12-15]などを用いた高感度変異検出技術が成熟しつつあり、末梢血に遊離している cell 

free DNA (ccfDNA)[16]中の極わずかな体細胞変異を捉えることが可能になってきた[9, 17-20]。こ

のようなリキッドバイオプシが、がん医療に適応されることで、以下の効果が期待される。 

 

１． 癌治療効果の向上：治療期間中に繰り返し検査し、耐性化を追跡できる。治療開始時
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から経時的に行える個別化治療として大腸癌治療に革新的進歩をもたらす。 

２． 医療費の削減：分子標的薬治療は非常に高額であり、治療効果が望めない症例を治療

前のみならず治療中にもモニタリングし、適切な治療法を選択することで、医療経済健

全化に寄与する。 

３．   難治性癌腫治療への応用：ccfDNA は膵癌や肺癌などでも存在が確認されているため、

本検査の応用が可能であり、早期診断技術（主に耐性化や再発）の向上における波及

効果は大きく、これらの技術を応用することで新たな治療戦略を開発できる可能性があ

る。 

４．   組織生検に代わる高感度新規分子生物学的診断法を開発できる可能性がある。 

 

先に挙げた高感度変異検出方法であるデジタル PCR や次世代シーケンサーは、大変有望な解

析技術であるが、操作が煩雑で、専門の技術者は必須であり、解析に時間がかかることから、まだ

診断薬として臨床で使えるレベルではないと考えられる。特に次世代シーケンサーは、典型的なエ

ラーがあり[21-23]、そのノイズを差し引かないと高感度検出は困難であり、それらのノイズを差し引

くには、インフォマティクスの知見を駆使する必要があり、検査結果を伝えるまでの時間と労働費用

が増える。 

上述の状況を鑑み、次世代のがんの遺伝子検査に求められることとして、「高感度」、「迅速性」、

「簡便性」、「頑健性」、さらに、エンドユーザーが使いやすい最終形として、それらをシステム化した

「全自動性」であると考えられる。そして、それらの検査において、検査する遺伝子の臨床的意義を

確認することは、遺伝子検査の中核を成す最も重要な因子であり、薬事承認を受ける際にも必ず

必要になる事項である。以上から、がん患者が個別に、最適な治療を受けるために、上記の要件

を満たす、新規遺伝子検査技術の開発を志し、本研究に着手した。 

本小論では、第一に、臨床有用性を確保したがんの遺伝子検査の在り方について熟考し、第 2

章において、新規方法論(FRET-PHFA 法)を開発し、第 3 章において、国内薬事承認を視野にい
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れた方法論の臨床性能評価を行い、第 4 章では、さらに、厳密な温度制御を必要としない

FRET-PHFA 法の超高速化に関する検証を行った。 

第 5 章では、FRET-PHFA 法の全自動化を目指し、実現可能性を探索するためにインベーダー

法をモデルとした全自動遺伝子解析システムに関する臨床性能評価をシカゴ大学と共同で行っ

た。 



 7

1.2 抗がん剤治療における遺伝子変異検査の必要性 

近年、大腸がんの抗 EGFR 抗体薬であるセツキシマブ[24]、パニツムマブ[25]の治療効果予測

因子として、KRAS 遺伝子変異、肺がんの分子標的薬であるゲフィチニブ[26, 27]の治療効果予測

因子として EGFR 遺伝子変異が注目を集めている。特に、KRAS は、1st-line(OPUS[28], 

CRYSTAL[29]、PRIME[30]、COIN)、2nd-line(EPIC[31]、20050181[32])における臨床試験におい

て、KRAS 遺伝子変異は抗 EGFR 抗体薬に対するノンレスポンダー探索因子であることが報告され

ている。ESMO(欧州臨床腫瘍学会)[33]、ASCO(アメリカ臨床腫瘍学会)[34]は、切除不能大腸がん

患者に関して、KRAS 遺伝子検査を行うことを強くガイドラインの中で推奨している。日本では、大

腸がん研究会の下、ガイドラインが作成され(http://jsmo.umin.jp/pdf/20090128Daichogan.pdf)、

欧米同様に KRAS 遺伝子検査を強く推奨している。 

 大腸がんは、その患者人口がアメリカでは、第 4 位(図１-1)、日本では第 2 位と非常に市場とし

ても大きく、各製薬会社が分子標的薬を開発してきている。それら分子標的薬の治療効果を事前

に予測可能な KRAS 遺伝子検査がもたらす、経済効果は約 6 億ドルと試算できる[35]。 

KRAS は 21KD の GTP 結合タンパク質であり、その遺伝子に変異(特にコドン 12、13、61；GDP

バインディングサイト) が生じたタンパク質は、恒常的に活性型となり、シグナルを核に伝達し続け

ることで、がん化を促進させると考えられている(図 1-2)。コドン 12、13 の変異とアミノ酸置換の関係

を図 1-3 に示す。したがって、抗 EGFR 抗体薬が、TGF や EGF と拮抗して、EGFR の二量体化を

防いでも、さらに下流の KRAS 遺伝子変異が生じている場合、RAS タンパクは絶えず下流にシグナ

ルを伝達し続けることになる(図 1-4)。そのため、抗 EGFR 抗体薬の奏功性予測因子として KRAS

遺伝子変異が着目されている。さらに、KRAS の下流にあるシグナル伝達系の遺伝子(例えば、

BRAF、PIK3CA など) も分子標的治療予測因子となり得るとして注目されており、関連した研究報

告も多数ある[36]。 

 また、近年、がん患者中の末梢血中に腫瘍由来のバイオマーカー(CTC：末梢血循環腫瘍細胞、

エキソソーム、ccfDNA など)が循環しており(図 1-５)[16]、例えば ccfDNA 中の KRAS 遺伝子変異を
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検出することにより、早期再発予測や早期薬剤耐性予測が可能になる可能性を示唆する研究報

告も出てきている[7, 9, 17]。Misale らは、大腸がん患者の末梢血中の KRAS 遺伝子変異を追跡す

ることにより、CTで撮像できるレベルのがんの再燃をおおよそ1年前に予測可能であるとしている。

一般的なタンパクの腫瘍マーカーが、全く応答していないレベルから、血液中の KRAS アリルに変

化があることも分ってきている。そこでの、KRAS 遺伝子変異の割合は、約 0.1%を下限とし、そこから

徐々に変異アリルの割合が上昇していくことがモニタリングで確認されている。つまり、将来的には、

末梢血中の KRAS 遺伝子変異を追跡することにより、薬剤耐性を予測することができ、医者は、患

者に対して早期に治療の選択を出来る可能性があり、分子標的薬の適切な治療につながる(図 1-

６)。こういった検査が臨床的に実現できれば、医療費削減や患者の無駄な肉体的負担を減らすこ

とにも繋がり、厚生労働省のがんの１０ヵ年計画に盛り込まれている施策とも合致するものである。 

 末梢血中の遺伝子検査、すなわちリッキドバイオプシは、従来の組織生検と比較して、低侵襲で

あるため、再生検も可能になり、よって、モニタリングが可能になる。しかし、血液中に存在する

ccfDNA の DNA コピー数は、非常に少なく、さらに、その中の KRAS 遺伝子変異の割合は極微量

である。したがって、これからの遺伝子解析技術には高感度検出が求められることになる。 
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大腸がん
患者数 15万人/年(4位)
死亡者 5万人/年(2位)

肺がん
患者数 22万人/年(1位)
死亡者 16万人/年(1位)

  

図 1-1 米国におけるがん患者数及び死亡数 
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図 1-2 KRAS 遺伝子変異の癌化シグナルの役割 
ヒトの KRAS 遺伝子は 12 番染色体に位置し、EGFR から下流に誘発される G タンパク質である。G
タンパク質は、RAS ファミリーに属し、細胞の発達と機能を制御している。RAS タンパクは、通常の
サイクルとして、GTP と結合すると活性化状態になり、GDP と結合することで不活性状態になってい
る。KRAS 遺伝子に点突然変異がコドン 12 や 13 に存在していると、RAS タンパク質は、常に GTP
と結合した活性化状態となる。 

 

-AGTGGC-

-CGTGGC-

-TGTGGC-

-GGTGGC-野生型

変異型(G12S)

変異型(G12R)

変異型(G12C)

-GATGGC-

-GCTGGC-

-GTTGGC-

-GGTAGC-

変異型(G12D)

変異型(G12A)

変異型(G12V)

変異型(G13S)

-GGTCGC-

-GGTTGC-

-GGTGAC-

-GGTGCC-

変異型(G13R)

変異型(G13C)

変異型(G13D)

変異型(G13A)

変異型(G13V)

変異型(G12S2)

-GGTGTC-

-TCTGGC-

 

図 1-3 KRAS 遺伝子変異とアミノ酸置換の関係 

図中の配列は、KRAS 遺伝子のコドン 12、13 を示す。赤字は、変異箇所を示している。
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EGFR

HER2
HER3 HER4

Ligand
Eg. EGF Dimerization

EGFR

EGFR, HER2, HER4, HER4

nucleus

Cell survival
Proliferation

Angiogenesis

Metastasis

Blood vessel

RAS

RAF

MEK

MAPK

PI3K

AkT

mTOR

nucleus

Anti-EGFR
Monoclonal
antibody

Small molecule
EGFR tyrosine
Kinase inhibitor

EGFR dimer EGF

a

b

 

図 1-4 (a) EGFR に依存した細胞内シグナルによって制御されている細胞の応答.  
EGFR の細胞外ドメインが特定のリガンドと結合することにより、EGFR 同士あるいは、EGFR に代わ
る HER2、HER3、HER4 などと機能的に活性化状態である二量体を形成する。レセプターの二量体
化は、細胞内ドメインのチロシンキナーゼの ATP 依存的なリン酸化を引き起こす。このチロシンのリ
ン酸化は、下流へのシグナル伝達のトリガーとなり、細胞の機能や成長、促進を制御している。 
EGFR に依存した細胞内シグナルの摂動は、悪性な側面、例えば、がん細胞の増殖やがんの血管
新生を促進に関与する。 
（b） EGFR の活性化及び二つの EGFR 阻害剤治療によって制御されるシグナル伝達経路 
EGFR 活性化によりにより誘発されるシグナルカスケードとしては、RAS-MAPK、PI3K-Akt、そして
STAT 経路がある。これらの経路は、細胞の増殖や接着作用の増加、血管新生、そして細胞遊走
などに関わる遺伝子を制御している。EGFR に依存したシグナル伝達を阻害するために、二つのア
ンタゴニストが開発されている。一つは、細胞外ドメインをブロックする抗 EGFR モノクローナル抗体
薬、二つは、細胞内ドメインのチロシンキナーゼの触媒部分をブロックする小分子化合物による阻
害である。 
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従来、現状 近い将来

組織生検
(バイオプシ)

液体生検
(リキッドバイオプシ)

パラダイムシフト

 

Tumor

White blood cell

Circulating cell-free DNA (ccfDNA)

Circulating tumor cell (CTC)

Exosome

 
図 1-5 がんの遺伝子検査における新条件としてのリキッドバイオプシと対象となる末梢
血中のバイオマーカー 
ccfDNA：免疫細胞による貪食作用などによるネクローシスにより細胞が破壊され核内の
DNA が遊離したものと考えられている。ccfDNA 自体の生理学的意義は、未だ解明されて
いない。 
CTC(circulating tumor cell)：腫瘍細胞の接着因子の発現が低下し(EMT)、遊走性が出た状
態になって末梢血中に存在する腫瘍細胞、あるいは、腫瘍が血管に浸潤し、接着因子があ
っても腫瘍塊から剥がれ落ち、末梢血に存在している腫瘍細胞のこと。転移や癌幹細胞で
あることを示唆する研究報告もある。 
エキソソーム： 30～100nm の小型膜小胞であり、マクロファージや樹状細胞などの免疫
細胞や癌細胞をはじめ、多くの細胞がエキソソームを分泌することで遠く離れた細胞まで
情報を伝達していると推測されている。 エキソソームは脂質二重膜で囲まれた膜小胞で、
分泌細胞由来の膜蛋白質と細胞質成分で構成されている。腫瘍細胞の転移環境を整備する
役割を示唆するなどの研究報告もある[37]。 
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KRASコドン61

KRASコドン61

セツキシマブ 治療法の再選択

セツキシマブ

CT CT

変異のモニタリング

従来

将来

がん

がん

従来

将来

KRASコドン12、13

CT(定期健診)

切除

切除

再治療

再治療

変異のモニタリング

がん

がん

寛解 再燃/耐性

寛解 再燃/耐性

早期再発予測 早期耐性予測

KRASコドン12、13

大きさ/進行度

変異

KRASコドン12、13

CT(定期健診)

 

図 1-6 リキッドバイオプシによる将来のがんの遺伝子変異モニタリング検査 
セツキシマブは、大腸がんの分子標的約で抗 EGFR 抗体薬を指す。高感度検出が可能になること
で、抹消血中のがん遺伝子変異を追跡可能になる。がん遺伝子変異を追跡することで、従来よりも
確度の高い再発予測や薬剤耐性予測が可能になる。
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1.3 既存の遺伝子変異検出技術 

 体細胞の遺伝子変異検出法には大きく分けて二つの方法がある。一つは、遺伝子増幅の段

階で正常な遺伝子と変異遺伝子を区別する方法であり、具体的には、変異遺伝子のみを特異的

に増幅する方法である。例えば、感度が良いとされている方法は、正常な遺伝子のみを制限酵素

を用いて切断し、切断されていない変異遺伝子のみを増幅する“mutant-enriched PCR”と呼ばれ

ている方法である[38]。この方法では、変異遺伝子を増幅する反応を繰り返すことにより、正常遺

伝子 106 分子中の１分子の変異遺伝子を検出できるとされている[39]。この方法は、高感度という

点において優れているが、操作は非常に煩雑で一般の診断適用できる方法ではない。また、ＰＣＲ

等のプライマーの伸張反応において、一塩基の違いを区別して増幅する方法が開発されている。

この方法は、“ARMS（amplification refractory mutation system）[40]”、“ASPCR（allele specific 

PCR）”[41]等と呼ばれている方法である。この方法は、比較的高感度であり、さらに一般的な PCR

の増幅反応以外の操作を必要とせず、反応のすべてを閉鎖系で行うことができ、かつ非常に簡便

であり、PCR 産物の持ち込み汚染のない優れた方法である。しかしながら、一度でも一塩基識別を

誤って正常遺伝子を増幅した場合、以後の増幅反応において、変異遺伝子の増幅と同じように正

常遺伝子も増幅されてしまうため、擬陽性の危険が高い方法とも言える。この方法を用いる場合、

反応条件、すなわち反応温度や塩濃度等を厳密に制御する必要や、鋳型量も厳密に同じにする

必要があり[42]、高い精度と簡便性を求められる遺伝子診断方法には不向きである。 

体細胞の遺伝子変異を検出するもう一つの方法は、変異遺伝子と正常遺伝子を同時に増幅し、

その後変異遺伝子と正常遺伝子を区別して検出する方法である。増幅された変異遺伝子と正常

遺伝子を区別して検出する方法としては、電気泳動を利用する方法、ハイブリダイゼーションを利

用する各種方法等がある[42]。しかしながら、ほとんどの方法において、多量の正常遺伝子に含ま

れる少量の変異遺伝子を精度よく検出することは困難である。例えば、変異遺伝子検出のゴール

ドスタンダードといわれている方法として、ジデオキシシークエンシング(DS)法がある。DS 法は、変

異遺伝子を比較的高感度で検出することが可能であるものの、変異遺伝子と正常遺伝子が混在

する場合に、変異遺伝子の検出感度は 10%程度であり、それほど高感度の検出はできない。その
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他、ピロシークエンシング法では、5%程度まで検出感度を高めることができ、ジデオキシシークエン

シング法より優れていることが報告されている[43]。近年、次世代シーケンス法 (NGS) による体細

胞変異検出の報告[44, 45]もあるが、典型的なエラーレートが 0.5～1%程度あるとされており、NGS

による高感度検出には更なる改善が必要であると考えられる。また、変異を含む配列を PCR により

増幅し、その生成物の二本鎖 DNA の融解曲線を求め、変異遺伝子の割合を求める方法が開発さ

れている。この方法でも、正常遺伝子に含まれる変異遺伝子を 5%程度まで検出できるとされている

[46]。上記のほとんどの方法が複雑なプロトコルで、実験者や検査技術者にとってやさしい技術で

はなく、コストも高いという課題がある。現状の KRAS 変異検出技術一覧[36](表 1)を示す。唯一臨

床用として CE-マークを取得しているのは、ARMS-SCORPION 法を用いる TheraScreen®とプロー

ブ法の KRAS Light mix®だけで、他の技術はほとんど研究室レベルの技術である[36]。また、ほと

んどの手法は、方法論の構築に、臨床検体を用いておらず、臨床性能評価を行えていない。真の

臨床検査法を開発するためには、方法論の構築のみならず、臨床性能評価も非常に重要な要素

である。大規模な臨床性能評価を実施し、国内の薬事承認を受けている KRAS 遺伝子変異技術

は、キアゲン社の ARMS-SCORPION キットと MBL 社の MEBGEN キットの二つである。これらの検

査は、現在、保険点数 2,100 点で臨床現場において実施されている。我々は、本研究を展開する

に当たり、第３の KRAS 変異検出技術の国内薬事承認を大目標とした。 
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表 1-1 既存の KRAS 遺伝子変異検出方法 

Method Intended use 

Gel electrophoresis assay  

 Temporal temperature gradient electrophoresis LBM 

 Denaturing gradient gel electrophoresis LBM 

 Constant denature capilali electrophoresis LBM 

 SSCP assay LBM 

Sequencing  

 Dideoxy sequencing LBM, RUO kit 

 Pyrosequencing RUO kit 

 Next generation sequencing LBM, RUO kit 

Allele specific PCR assays   

Allele discrimination based on primer design   

 ARMS-PCR LBM 

 Qiagen ARMS-SCORPION (TheraScreen®) kit CE-mark 

 KRAS lightMix®  CE-mark 

 MEBGEN kit CE-mark 

REMS-PCR LBM 

 FLAG assay LBM 

 Enriched PCR- RFLP LBM 

Allele discrimination based allele specific ligation detection reaction  

 PCR-LDR LBM 

 PCR-LDR spFRET assay LBM 

Allele discrimination based on discriminating amplification efficiencies at low   

melting temperature  

 COLD-PCR LBM, RUO kit 

Other method  

 Digital PCR LBM, RUO kit 

 BEAMING assay LBM, RUO kit 

LBM: laboratory-based method, not commercially available, RUO: research use only, not validated 
for clinical application 

[36] 
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1.4 FRET-PHFA の着想 

上記に述べたように、がん組織の体細胞変異を高感度に検出することの重要性が増してきてお

り、様々な遺伝子検出方法が開発されている。しかしながら、SNP や多型などの生殖細胞系列変

異検出とは異なり、体細胞変異では過剰に野生型が存在する中、微量な変異を検出する必要が

あり、その点が、体細胞変異検出を困難にしている一つの点である。ゴールデンスタンダードされる

DS は、30%以下の体細胞変異を検出できないことが報告されており、より簡便で、低コスト且つ高感

度なノンシークエンシングな手法の開発が急務である。我々は、変異遺伝子を検出する機構として、

競合ハイブリダイゼーションに着目した。標識 DNA の一方の鎖の 5’末端付近に蛍光物質(例えば

FAM)を結合させて標識し、他方の鎖の 3’末端付近を別の蛍光物質(例えば Alexa594)、あるいは

消光物質(例えば Dabcyl)で標識する。鎖組み換え反応が起こらず標識 DNA が元の二本鎖の場合

には、二つの異なる蛍光物質の間での蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)が観察される。これに対し

て、サンプルの標識 DNA との間での鎖組み換え反応が起こると、FRET は観察されなくなる。従っ

て、この FRET の程度を測定することで鎖の組換えの程度を測定することができると仮定した。但し、

組み換え効率を上げるためには、遺伝子増幅産物と標識 DNA の Tm 値を揃える必要があるので、

標識された二本鎖の DNA は、増幅産物と同じ配列、同じ長さに設定する必要がある。 

具体的には、例えば、ある核酸配列のある位置（識別対象とする変異部位）がアデニンである場

合とグアニンである場合とを区別する場合、この位置を含み、かつこの位置の塩基がアデニン（相

補鎖ではチミン）である標識 DNA を準備する。さらに、その標識 DNA を、一方の鎖は蛍光物質 X

で、他方の鎖は蛍光物質 X と互いにエネルギー移動可能な蛍光物質Ｙで、それぞれ標識する。し

たがって、標識 DNA では、二つの蛍光物質が近接しているために、そのままでは蛍光共鳴エネル

ギー移動が生じる状態にある。一方で、サンプル由来の DNA を DNA 増幅反応により、標識 DNA

とまったく同じ長さとなるように増幅して調製する。得られたサンプル由来二本鎖 DNA と標識 DNA

を混合し、熱を加えて２本鎖を変性させた後、徐々に温度を低下させて再び二本鎖を形成させる。

このとき、サンプル由来二本鎖 DNA の変異部位が、すべて標識 DNA と同じアデニンであった場合、
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サンプル由来二本鎖核酸と標識 DNA との間では鎖の組み換え反応が生じる。理論上は、サンプ

ル由来二本鎖 DNA と標識 DNA の分子数の比が１：１であった場合、組み換わる確率は 1/2 であり、

また元の２本鎖にもどる確率も 1/2 であり、FRET の程度も 1/2 となる。サンプル由来２本鎖 DNA の

変異部位が、すべて標識 DNA とは異なるグアニンであった場合、鎖組み換え反応は起こらず、従

って FRET の程度は変化しない。これをもって、サンプル中の検出（識別）したい目的の塩基がア

デニンであるかグアニンであるかを検出することが可能となる。サンプル由来二本鎖 DNA と標識

DNA との比を増大させることにより、組換えの程度を大きくすることができる。たとえば、サンプル由

来二本鎖 DNA と標識 DNA の比が 20:1 である場合、組換えの割合は 20/21、すなわち標識 DNA

が元の２本鎖に戻る確率は 1/21 となる。さらにヘテロな変異型、つまり 50%の変異型や 5%の変異型

の増幅産物との競合ハイブリダイゼーションにより、標識 DNA が元の二本鎖に戻る確率は、それぞ

れ、1/11 と 1/2 となる。 

 

Denature

Renature

1/21/2

Denature

Renature

Denature

Renature

1/111/11

5% mutant 50% mutant

標識DNA：増幅産物 = 1:20の場合

 

図 1-７ 変異の割合と FRET が起きる割合の関係 

赤色は変異型、青色は野生型を表す。末端の丸印は、FRET を起こす蛍光物質を表す。 
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1.5 カチオン性櫛型共重合体 (Cationic comb-type copolymers, CCCs) 

 丸山らが人工核酸シャペロンとして設計した CCC、PLL-g-Dex を図 1-８に示す。核酸シャペロン

の役割は、前述したように核酸塩基対の解離・再形を促すことで、準安定なミスハイブリッドから熱

力学的にもっとも安定な状態に落とし込むことである。従って、シャペロン活性は二重鎖核酸とその

相補的単鎖間の核酸鎖交換反応に対する共重合体の加速効果を指標に評価することができる。

PLL-g-Dex は、この核酸鎖交換反応を一万倍以上加速し、同一条件下では天然の核酸シャペロ

ンを凌ぐ活性を持つことが既に報告されている[47-49]。 二本鎖の蛍光プローブと一本鎖の鎖交

換反応は、ブランチマイグレーションが起きて、二本鎖と一本鎖が置き換わるが、丸山らは、ブラン

チマイグレーションの前の中間構造体の核形成を促進、安定化させると推測している。ポリカチオ

ンの主鎖であるリシンは、核酸の静電気反発を安定化させ、側鎖のデキストランは、核酸とポリカチ

オンを可溶化し、構造を安定化させると考えられている。 

  FRET-PHFA の課題として、競合ハイブリダイゼーションによる配列的に正しい二本鎖

(Homoduplex)を形成させるために非常に緩やかな温度勾配が必要であり、それを実現可能な厳密

な温度制御が必要となる。そのため、専用の装置が必要となり、測定時間も１時間程度必要になる。

したがって、それらの課題を解決するために、PLL-g-Dex を組み合わせることで、迅速に、且つ、

厳密な温度制御を必要としない遺伝子検査を目指して研究を行った。また、二本鎖 DNA 同士の

組み換え反応に PLL-g-DEX がどのような影響を及ぼすかは未だ検証されておらず、研究的新規

性も有すると考えた。 
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図 1-８ PLL-g-Dex とグアニジノ化 PLL-g-Dex の構造[47-49]
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1.6 がん遺伝子検査のための全自動遺伝子解析システム 

 上述した KRAS 遺伝子変異検出技術は、あくまで試薬キット化されているだけで、一定の手技を

持ったクリニシャンやテクニシャンによる実験操作が必要である。遺伝子変異検出を行うためには、

まず、最初に FFPE(ホルマリン固定パラフィン包埋)や凍結組織などの病理切片から核酸抽出・精

製操作を行い、その後、試薬キットを使って手動操作にて遺伝子変異検出を行う。その後の結果

解析についても、自ら行う必要が有り、１検体の解析をおこなうためのレイバーコストやレイバータイ

ムは増えてしまうと言う課題がある[50]。一般的な検査センターでの解析業務に関わる日数は、お

およそ２週間と言われている。そのため患者への検査結果の報告も迅速には行えていない。そこで、

上記課題を解決すべく、本研究の応用研究とし、エンドユーザーが使いやすい形の最終形である、

全自動遺伝子解析装置による大腸がん遺伝子変異検出の実現可能性検証をシカゴ大学医学部

と共同で行った。 
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1.7 本研究の目的 

 上述した背景から、本研究の目的は、実用的な臨床検査に資する新規遺伝子診断方法の

開発と臨床性能評価とし、特に「高感度検出」、「迅速検出」、「臨床性能評価」、「全自動遺

伝に解析システムの開発と評価」の研究項目に沿って研究を展開した。 
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第 2 章 FRET-PHFA 法の開発 

2.1 緒言 

 近年、分子標的薬の治療効果予測因子であるがん遺伝子変異検査がにわかに注目を集めてい

る。例えば大腸結腸がん患者の治療薬であるセツキシマブは KRAS 遺伝子に変異が存在すると分

子標的薬が奏効しないことが明らかになっている。このように分子標的薬と遺伝子検査がセットに

なったコンパニオンドラッグが将来的には増加していくと考えられている。そこで、我々はこのような

状況を鑑みて簡便、安価ながん遺伝子変異検出法として、FRET (蛍光共鳴エネルギー移動) を

用 い た FRET-PHFA (preferentially homo-duplex formation assay) を 開 発 し た 。 本 法 は

PCR-PHFA を改良した技術であり、蛍光標識された DNA を用いることにより従来の PHFA よりも操

作が簡便になり、PCR 産物の持込汚染も回避でき、また、測定時間 (15min) についても大幅に短

縮することができる。本報告では人工合成 DNA、株化がん細胞由来 DNA を用いて実験系を構築

し、高頻度に観察されるコドン 12、13 の計 7 種のマルチアレリックな KRAS 遺伝子変異を検出対象

として FRET-PHFA の基礎的評価を行った。さらに、臨床診断用に CE マークを取得している

TheraScreen®との比較検証では FRET-PHFA は 1.25%～50%に調製した株化がん細胞由来 DNA

混合試料 (n=13) 全ての KRAS 遺伝子変異を検出 (検出率 99.9%) できた。  

がん遺伝子検査にとって重要なことは組織片あるいは生検中の多くの正常細胞中の異常細胞

に存在する特定の遺伝子変異を正確、且つ高感度に検出することである。業界標準の塩基配列

解析方法であるダイレクトシークエンス(DS)[1-3]は、約 30%以下の変異は検出が困難であるとされ

ている[4]。このような状況下、昨今、様々な体細胞変異検出法が報告されており、PCR-RFLP 法

[5]、アレル特異的プローブ法[6, 7]、アレル特異的 PCR[8, 9]、SmartAmp 法[10]、Cycleave PCR 法

[11, 12]、HRM(高解像度融解曲線解析)[13-16]、pyrosequencing[4]などがあり、1%～5%の変異で

も検出できるとしている。また、過剰な野生型中の変異を検出できる技術としては、制限酵素を用

いて野生型のみを切断する方法[17-19]、FLAG 法[20]、PNA クランプ[21-23]を利用する方法など

があり、非常に少ない割合(0.01%～0.1%)の変異であっても検出できるとしている。これらの手法は
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どれも体細胞変異検出向きの技術であるが、まだ臨床現場におけるゴールデンスタンダードとして

確立されていない[2]。その理由としては操作が煩雑で研究室レベルであるもの、また試薬組成が

複雑であるもの、また試薬が非常に高価であるもの、また配列によっては検出が困難なもの、厳密

な温度管理、専用装置が必要なものがあり臨床に応用するためには未だ課題がある。ノンシーク

エンシングな手法の中で唯一臨床用に CE マークを取得している英 DxS 社の TheraScreen®

（ARMES-SCORPION 法）は 1%の KRAS、EGFR 遺伝子変異を検出可能で、多くの臨床試験に使

用されており、血清中のがん遺伝子も検出できる非常に高感度な手法である[24-27]。しかし、正

確に ARMES-SCORPION 法にて体細胞変異を検出するためには試料 DNA 量の厳密なコントロー

ルやコントロール DNA による前検討などユーザーが行う操作が幾分煩雑であり、試薬自体も非常

に高価である。また、リアルタイム PCR 中に変異を検出する技術であるためアレル識別プライマー

が一度誤ってしまうと擬陽性を出す可能性がある。それを防止するためには識別プライマーの精度

は非常に高いものが要求され、さまざまな遺伝子変異への対応は容易ではない。 

 一方、PCR-PHFA (Preferential Homo-duplex Formation Assay) は、競合ハイブリダイゼーション

を利用した遺伝子変異検出法であり、Terouannne ら[28]、Oka ら[29]によって既に報告されている。

また Tada ら[30]はすい臓がんの KRAS 遺伝子変異を PHFA により検出している。PHFA は少ない

割合の変異も検出可能である優れた方法であるが、遺伝子変異を酵素反応により検出するために

操作が煩雑となり、さらには汚染の危険性が高くなるという大きな課題があった。加えて厳密な温度

コントロールが必要と考えられており検出時間だけでもその測定に 4 時間以上かかる[29]。以上か

ら PHFA は研究室レベル、専門検査機関向きの技術であった。一方で、FRET (Fluorescence 

Resonance Energy Transfer、 蛍光共鳴エネルギー移動) は、分子診断技術に広く応用されてい

る[31, 32]。そこで、我々は上述した PHFA の課題を解決するために、FRET を利用する

FRET-PHFA を開発した。FRET-PHFA は競合ハイブリダイゼーションを利用した新規な非酵素的

遺伝子検出方法である (図 2-1)。FRET-PHFA で用いる化学合成２本鎖標識 DNA は、3’末端を

FAM などのドナー色素、その相補鎖の 5’末端をアクセプター (例えば Alexa594 など) あるいは消
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光剤(例えば DABCYL) で修飾されており、これらがハイブリダイズしたときに FRET を観察できるよ

うに設計している。通常の PCR により調製された増幅産物と二本鎖標識 DNA の競合ハイブリダイ

ゼーション後に、二本鎖標識 DNA が元の二本鎖を形成しているか、していないかを FRET により

観察することができる。特徴的な点はこれらの標識 DNA の長さは PCR 産物と全く同じ長さに設計し

ている点である。短鎖の二本鎖標識 DNA の場合にはまず長鎖の増幅産物同士が二本鎖を形成

するため、ニ本鎖標識 DNA との鎖交換効率が低下し、変異検出感度が低下すると予測される。し

かし、FRET-PHFA ではニ本鎖標識 DNA と増幅産物が配列、長さがまったく同一の関係にあるた

め、二本鎖標識と増幅産物の配列が同一の場合に双方の間で鎖交換反応が熱力学的に容易に

平衡に達すると考えられる。増幅産物中に複数の配列があった場合は二本鎖標識 DNA と完全に

同一なものから優先的に鎖交換しながら二本鎖を形成していく。一方、増幅産物中の配列に二本

鎖標識 DNA と一致するものがない場合、二本鎖標識 DNA は他の増幅産物とは鎖交換を行わず、

もとの二本鎖に戻る。このように FRET-PHFA では競合ハイブリダイゼーションに伴う二本鎖標識

DNA の形成率を FRET により検出する。これが FRET-PHFA による遺伝子変異検出の反応原理で

ある。本稿では FRET-PHFA の基礎的評価及び KRAS 遺伝子変異検出感度と識別特異性を評価

するために既に臨床用に CE マークを取得している TheraScreen®と比較検証を行った結果につい

て報告する。 



 30

 

図 2-１ FRET-PHFA の原理 
FRET-PHFA で用いる化学合成２本鎖標識 DNA は、3’末端を FAM などのドナー色素、その相補
鎖の 5’末端をアクセプター(例えば Alexa594 など)あるいは消光剤(例えば DABCYL)で修飾されて
おり、これらがハイブリダイズしたときに FRET を観察できるように設計している。通常の PCR により
調製された増幅産物と二本鎖標識 DNA の競合ハイブリダイゼーション後に、二本鎖標識 DNA が
元の二本鎖を形成しているか、していないかを FRET により観察することができる。特徴的な点はこ
れらの標識 DNA の長さは PCR 産物と全く同じ長さに設計している点である。短鎖の二本鎖標識
DNA の場合にはまず長鎖の増幅産物同士が二本鎖を形成するため、ニ本鎖標識 DNA との鎖交
換効率が低下し、変異検出感度が低下すると予測される。しかし FRET-PHFA ではニ本鎖標識
DNA と増幅産物がホモジニアスな関係にあるため、二本鎖標識と増幅産物の配列が同一の場合
に双方の間で鎖交換反応が熱力学的に容易に平衡に達すると考えられる。増幅産物中に複数の
配列があった場合は二本鎖標識 DNA と完全に同一なものから優先的に鎖交換しながら二本鎖を
形成していく。一方、増幅産物中の配列に二本鎖標識DNAと一致するものがない場合、二本鎖標
識 DNA は他の増幅産物とは鎖交換を行わず、もとの二本鎖に戻る。このように FRET-PHFA では
競合ハイブリダイゼーションに伴う二本鎖標識 DNA の形成率を FRET により検出する。 
 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier. 
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2.2 材料と方法 

合成オリゴ 

本実験に用いた野生型の合成 DNA、KRAS 遺伝子識別用標識 DNA、PCR に用いたプライマー

などの化学合成オリゴの一覧を表 2-1 に示す。プライマーはファスマック社、標識 DNA、鋳型合成

DNA は日本バイオサービスから購入した。なお、標識 DNA の FAM を 3’末端にのみ修飾したもの

には、その相補鎖の 5’末端は DABCYL、あるいは Alexa594 が修飾された標識 DNA を用い、両末

端を FAM で修飾したものにはその相補鎖の両末端を DABCYL で修飾したものを２本鎖標識 DNA

として用いた。また、標識 DNA は PCR 産物と全く同じ長さ (54 bp)になるように設計した。 

 

株化がん細胞由来 DNA 

KRAS 野生型として A431、MCF-7、G12A の変異型として RPMI-8226、G12D の変異型として

CCRF-CEM、G12C の変異型として NCI-H23、G12V の変異型として SW403、G12S の変異型とし

て A549、そして G13D の変異型として MDAME231 の細胞から抽出した DNA を用いた。外部評価

に用いた株化がん細胞由来 DNA は、野生型と各変異型 DNA を所定の割合にて混合したものを

用いた。これらの株化がん細胞由来 DNA は、米国、ミリアド社より譲り受けた。 

 

PCR 

PCR 反応液の組成は、250 nM フォワードプライマー、250 nM リバースプライマー、250 μM 

dNTP (タカラバイオ社)、1×PCR 緩衝液 (タカラバイオ社)、2.5 ユニット Taq DNA ポリメラーゼ （タ

カラバイオ社）、とし、全体の反応液を 117.5μl とした。この PCR 反応液に 10ng/ μl あるいは 25 

ng/ μl の株化がん細胞 DNA あるいは 0.1 nM 一本鎖合成 DNA を鋳型 DNA として 2.5 μl 添加

し、全体の反応容量を50 μlとした。PCRの反応条件は94℃、2分間の処理後、94 ℃ (20秒) →

58 ℃ (30 秒) → 72 ℃ (30 秒) の変性、アニーリング、伸長反応を、I-Cycler ( BioRad 社) にて

40 サイクルあるいは 50 サイクル行った。 

 



 32

FRET- PHFA 

FRET- PHFA の基本的評価では 0.5M EDTA (Invitrogen 社) を 2μl、2M の NaCl を 1μl、50

×ROX (Invitrogen 社)を 0.6 μl、FAM 標識 DNA (日本バイオサービス社)を 1μl、DABCYL 標

識 DNA (日本バイオサービス社) を 1 μl を前混合したものに PCR により調製された増幅産物

14.4 μl を加えて、合計 20μl の反応系で行った。標識 DNA のみの反応は増幅産物の変わりに 1

× PCR 緩衝液 (タカラバイオ社) を 14.4 μl 加えた。 

なお、蛍光測定は ABI7900 を用い、3 つの条件にて実施した。条件 1 (従来条件) （測定時間

60分）：95 ℃、30秒の変性後、90 ℃まで1.0 ℃ /minの速度で温度を降下させて、75 ℃まで、

１ ℃ずる温度を降下させ、その度に３分間その温度を保持することを繰り返した。条件 2 (測定時

間 43 分)：95℃、30 秒の変性後、85℃まで 1.0 ℃/ min の速度で温度を降下させて、75℃まで、

１℃ずる温度を降下させ、その度に３分間その温度を保持することを繰り返した。条件 3 (測定時

間 13 分)：95℃、30 秒の変性後、100 ℃/ min で 85℃まで降下させ、75 ℃までの間を 1.0 ℃/ 

min の速度で温度を降下させた。 

FRET-PHFA の外部評価では 0.5 M EDTA (Invitrogen 社) 2 μl、2 M の NaCl 1 μl、500 

nM FAM 標識 DNA (日本バイオサービス社) 1μl、500 nM Alexa594 標識 DNA (日本バイオサー

ビス社) 1 μl を前混合したものに PCR により調製された増幅産物 15 μl を加えて、合計 20 μl

の反応系で行った。標識 DNA のみの反応は増幅産物の変わりに 1×PCR 緩衝液を 14.4μl 加え

た。 

なお、蛍光測定は ABI7900 を用い、条件１（測定時間 60 分）：95 ℃、30 秒の変性後、85 ℃ま

で 0.96 ℃/min の速度で温度を降下させて、85 ℃から 75 ℃まで各温度で３分間保持しながら

温度を 1 ℃ずつ降下させた。 

 

FRET-PHFA の補正 

FRET-PHFA で得られた結果を正確に把握するために下記の式に蛍光データを当てはめて解
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析を行った。 

 

ΔFAM ＝ FAM [95℃ 終点 ]－FAM [75 ℃ or 35 ℃終点 ]・・・① 

FAM の値を ROX などの蛍光色素で well 間差を補正している場合は①のΔFAM は相対強度の、

補正していない場合は蛍光強度の変化量を意味する。①の式により、ハイブリダイゼーション中の

標識 DNA の蛍光変化量を算出することができる。 

さらに、毎測定ごとに標識 DNA のみの反応を参照し、下記の式から INDEX 値を算出した。 

 

INDEX (% ) ＝ΔFAM [試料 ]/ ΔFAM [標識 DNA のみ ]・・・② 

 

これにより、標識 DNA のみの蛍光変化量を 100%としたとき、試料ではどの程度の標識 DNA がもと

に戻ったか、あるいは戻らなかったかを予測することができる。 

外部評価では各標識 DNA の INDEX 閾値を以下のように設定し、その閾値以下だと KRAS 遺伝

子陽性とした。各標識 DNA の INDEX 値の閾値は野生型 25%、G12A 44%、G12C 48%、G12D 45%、

G12R 39%、G12S 40%、G12D 48%、そして G13D 47%とした。 

 

TheraScreen® 

TheraScreen®の KRAS 遺伝子検出キットを DxS 社から購入し、Glab 病理解析センター (日本、

札幌市) に株化がん細胞由来 DNA 試料から KRAS 遺伝子検出実験を委託した。操作は DxS 社

規定のマニュアルに準じた(22)。測定装置はABI7900(マニュアルではABI7700を推奨)を用いて行

い、各プローブセットのΔCt 値を計算し、その値が DxS 社の定める各 APC (assay performance 

characteristics) 以下だった場合、陽性とした。 
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表 2-1 実験で用いたオリゴ DNA 

 

太字は、KRAS 遺伝子のコドン 12、13 を表し、小文字は、変異サイトを表す 

Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier. 
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2.3 結果 

標識 DNA のクエンチャー及びアクセプターの選択 

FRET-PHFA では標識 DNA の FAM などのドナーからの蛍光をより効率的に消光させる必要が

ある。そこで、FAM 標識 DNA とその相補鎖 3’末端に Alexa594、あるいは DABCYL を修飾した標

識DNAの組み合わせにより、ハイブリダイゼーションに伴う蛍光変化量 (FRET効率) に違いが出

るかについて確認を行った。図 2-2 に標識 DNA のみの蛍光挙動を示す。FAM 標識 DNA の相補

鎖にアクセプターをつけるか、クエンチャーをつけるかでハイブリダイゼーションに伴う蛍光挙動が

変化することが分かった。FAM、DABCYL の標識 DNA セットのΔFAM は 1705、FAM、Alexa594

の標識 DNA セットのΔFAM は 2248 となり、FAM の相補鎖にアクセプターを修飾するほうが 1.3 倍

程度 FAM を効果的に消光できることが分かった。 

標識 DNA の蛍光強度と蛍光修飾数の関係と標識 DNA による変異識別能の確認 

本検討では鋳型 DNA には表 2-1 記載の人工合成 DNA (野生型と G12D)を用いて PCR により増

幅産物を調製した。 

図 2-3 に示すように FAM を片側修飾した標識 DNA よりも両末端修飾を行った標識 DNA の方

が同じコピー数で蛍光強度が 2 倍以上増加することが分かった。また、片側修飾のみの標識 DNA

と増幅産物がミスマッチの時の INDEX 値は 66 %、両側修飾した標識 DNA と増幅産物がミスマッチ

の時の INDEX 値は 82 %となり、両側修飾した標識 DNA の方がより変異識別性が高くなることを示

している。Okamura らは RNA にハイブリダイズする近接プローブのドナーを二つ連続で修飾するこ

とにより劇的に蛍光強度を増加させ FRET 効率を上げている。本検討のように相補的な２本鎖標識

DNA においても修飾数を増やすことで蛍光強度を改善することが示唆された。また、本結果から

FRET-PHFA において標識 DNA が増幅産物の一塩基の違いを識別できることもこのデータから実

証された。 
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図 2-2 異なるドナー、アクセプターの組み合わせによる FRET 効果 
温度条件は、条件②、標識 DNA は KRAS 野生型用を用いた結果である。 
なお、本図は Elsevier 社から転載許可を受けている。 
 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier. 

 

図 2-3 片側蛍光修飾された標識 DNA と両側蛍光標識された標識 DNA のミスマッチ識別
能力 標識 DNA は、野生型用の標識 DNA を用いた。温度条件は、条件②で行った。 
 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier.
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FRET-PHFA 測定時間短縮の検討 

Oka らの報告(32)によると従来の PHFA ではハイブリダイゼーションの精度を高めるために、厳密

な温度管理が必要であることを述べている。そのために、ハイブリダイゼーションのための降温速

度は 0.1 ℃/min 程度にする必要があり、98 ℃から 70 ℃まで温度を降下させると測定時間は 4

時間を要する。そこで、我々は FRET-PHFA での測定時間の短縮化の検討を行った。なお、本検

討では鋳型 DNA に株化がん細胞由来 DNA を用いて PCR により増幅産物を調製した。図 2-4 に

示すように、条件１において 85℃以降に蛍光が変化していることが分かる。すなわち、標識 DNA の

Tm 値が 85℃付近にあることを示している。条件１では 90 ℃から 75 ℃の間を 3 分間保持させな

がら緩やかに温度を低下させている。90℃から 85℃までは蛍光は変化せず、85℃以降から蛍光が

階段状に変化していることが観察された(図 2-4A)。階段状に変化している理由は 85℃から 75℃の

間において各温度保持している間は蛍光の変化がほとんど観察されず、1℃温度を降下させると

同時に蛍光挙動も一緒に変化しているためである。条件 1～3 のミスマッチの INDEX 値は、それぞ

れ、81.0 % (図 2-4A)、81.5 % (図 2-4B)、84.7 % (図 2-4C) となった。つまり、条件 1 の従来法より

も約 10 倍速めた 1.0 ℃/min (保持なし)の降温速度でも正確なハイブリダイゼーションがほとんど

平衡に達していることが分かる。条件 3 の測定時間は約 13 分であり、数時間を要していた従来法

に比べ、大幅に測定時間を短縮することに成功した。さらに、温度降下速度を 1.0 ℃以上に速め

た場合に、少ない変異を検出する際の影響を調べた (図 2-4 の D)。1.0 ℃以上の降下速度では、

野生型試料と少ない変異の割合の試料の区別が付きにくくなることが分かった。1.0 ℃/min の温

度降下の際は、野生型の INDEX 値は、90 % (SD=±2.9)で、1.25 %の変異型の INDEX 値は 76 % 

(SD=± 2.7) となり、変異の検出は可能であることがわかる。標識 DNA の Tm 値付近の温度 (図

2-4 のグレー領域)を 1.0 ℃/min 程度の温度降下速度にすることが極微量の変異型の識別に重要

であることがわかった。 
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図 2-4 FRET-PHFA の時間短縮化 
3 つの温度条件にて測定を行った。グラフ A、B、C は、それぞれ、温度条件が 1～3 で実行したと
きの蛍光挙動を示す。グラフ D は、ramp レート毎の G12S の標識 DNA の INDEX 値を示している。
増幅産物は、株化がん細胞由来 DNA(野生型：MCF-7、変異型：A549)から調製した。A549 は、
KRAS の G12S (GGT>AGT)をヘテロで有する。標識 DNA は、両末端が標識されているものを用い
た。破線は、温度プロフィールを示す。 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier.
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株化がん細胞由来 DNA 混合試験による FRET-PHFA の変異検出感度実験 

FAM、DABCYL で両末端修飾された二本鎖標識 DNA を用いて、時間短縮した測定条件により

少ない割合の KRAS 遺伝子変異を検出できるかどうかを実証するために野生型の株化がん細胞

由来 DNA と G12S の株化がん細胞由来 DNA の混合比率を変えた DNA から PCR を行い、そこか

ら得た増幅産物と標識 DNA の FRET-PHFA を行った。結果を図 2-5 に示す。変異の割合依存的

に蛍光挙動、INDEX 値が変化することが確認された。本結果より最大 1.25%の G12S を

FRET-PHFA により検出可能であることが実証された。また、各 INDEX 値のプロットは図 2-5B のよ

うなカーブを描くことから、10%以下の少ないであっても検出可能な反応系であることが分かる。さら

にこの INDEX カーブを配列ごとに描くことで未知試料の INDEX 値から変異含有量を半定量するこ

とができると考えられる。 

 

図 2-5 株化がん細胞由来 DNA 混合試験による FRET-PHFA の検出感度 

(A) 変の割合ごとの G12S の標識 DNA の相対蛍光強度比、(B) 変異の割合ごとの INDEX 値を示
し、温度条件は、条件３にて実行した。増幅産物を調製した際の PCR サイクル数は 50 サイクルで
実行した。 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier.
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外部検査機関における TheraScreen®との比較 

FRET-PHFA の KRAS 遺伝子変異検出感度及び変異識別能を評価するために英 DxS 社の

TheraScreen®との比較検証を外部検査機関に委託した。FRET-PHFAによるKRAS遺伝子変異検

査対象はエキソン 2 のコドン 12、コドン 13 中の野生型、G12A、G12C、G12D、G12R、G12S、G12V

そして G13D の計 8 種とし、TheraScreen®と同じ変異を検出できるようにした。FRET-PHFA におけ

る各標識 DNA の閾値は外部評価前に行った合成 DNA を鋳型とした反応結果(データ未記載)から

各標識 DNA に対して増幅産物中変異 0%(野生型のみ)及び 5%の INDEX 値の相関関係から方法

記載の通りに設定した。具体的にはそれぞれの標識 DNA の野生型増幅産物の INDEX 値から 5%

の変異を含む増幅産物の INDEX 値の中間(検出感度 2.5%程度)を KRAS 遺伝子変異陽性の閾値

とした。各試料に対する各標識 DNA の INDEX 値から設定した閾値を差し引いた値（ΔINDEX）を

表 2-2 に示す。マイナスの値は標識 DNA の INDEX 値が所定の閾値を下回り、標識 DNA が変異

を検出したことを意味している。本結果より FRET-PHFA により全ての変異を検出することができ、

最大 1.25%の KRAS 遺伝子変異を検出することが外部病理検査機関によって実証された。また、マ

イナスの値は各試料に対して必ず野生型と変異型の二つのみであり、他の標識 DNA が閾値を下

回ることはなかった。このことから FRET-PHFA における各標識 DNA は優れた変異識別性を有し

ていることが分かる。 

一方、表 2-3 に示すように TheraScreen®との比較評価では 5%と 2.5%の G12D 試料のΔCt 値が

DxS 指定の APC を下回る結果となり、偽陰性となった。また、50%G12A 試料では G12C、G12D、

G12V のプローブセットが偽反応を起こすことが観察された。よって表 2-4 に示すように

FRET-PHFA は既に臨床用に市販されている TheraScreen®と比較して同等以上に高感度、高精

度に KRAS 遺伝子変異を検出できることが明らかとなった。 
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表 2-2 FRET-PHFA による株化がん細胞由来 DNA 中の KRAS 遺伝子変異の検出 

 
表中の数値は、ΔINDEX 値を示している(実際の INDEX 値－カットオフ値)。各下線引か
れた数値は、マイナスの値であり、カットオフ値を下回る、つまり変異陽性であることを
示している。 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA 
mutations by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex 
formation assay, Pages No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier.
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表 2-3 Thrascreen による株化がん細胞由来 DNA 中の KRAS 遺伝子変異の検出 

 
表中の値は、ΔCt 値を示す。-は、シグナルなしを示す。太字は、擬陽性(試料 ID1 の G12C、G12S、
G12V) と 偽陰性(試料 ID6 と 11 の G12D)を意味する 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier. 
 
 
表 2-4 第三者（検査センターラボ）による FRET-PHFA と TheraScreen の比較 

 
＋は変異陽性、マイナスは、変異陰性を表す 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier.
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2.4 考察 

 FRET-PHFA は試料とホモジニアスな二本鎖標識 DNA の競合的鎖交換反応による新規な非酵

素的変異検出を提供する。HRM などで一塩基の違いを観察するためには Tm 値のわずかな違い

により変異の有無を検出する必要がある[13-16]。FRET-PHFA では二本鎖標識 DNA を用いること

で Tm 値のわずかな違いを識別することができる (図 2-5)。さらに、従来の PHFA の課題であった

測定時間を大幅に短縮することができた (図 2-4)。図 2-5 からも、わずか開始 6 分程度で各試料

の蛍光変化に差があることが確認できる。今回、我々が PHFA の時間を短縮できることに気付いた

一番の理由は、二本鎖標識 DNA の FRET 効率をリアルタイムで測定し、蛍光が変化していない各

温度における無駄な保持時間を観察できたことである。また、競合ハイブリダイゼーション中の降温

速度についても従来の PHFA で報告されている降温速度より 10 倍はやめても識別性が保持できる

ことが分かった。図 2-4 の D では、1.0 ℃以上の温度降下により標識 DNA の識別能が失われてい

ることが分かる。つまり、Tm 値付近の降温速度を劇的に速めると、hetero-duplex が形成されること

になり、ミスマッチの識別性が損なわれることが分かる。したがって、正確なハイブリダイゼーション

を行うためには Tm 値付近の降温速度を 1.0 ℃/min 以内にすることが重要であることが分かった。

実際の遺伝子検出を行う場合は変性温度とハイブリダイゼーション後の 2 点のみの蛍光を測定し、

INDEX 値を算出するだけで容易に判定が可能である。 

FRET-PHFA の反応原理から少ない割合の変異を検出するためには二本鎖標識 DNA の濃度

はできるだけ低く設定する必要がある。なぜならば、二本鎖標識 DNA に対して増幅産物のコピー

数が多ければ多いほど鎖置換反応が起こやすく、二本鎖標識 DNA が元の二本鎖に戻る確率

(INDEX 値)が低くなるためである。図 2-6 に FRET-PHFA における増幅産物中の変異の割合と標

識 DNA の INDEX 値との相関関係をシミュレーションした結果を示す。例えば増幅産物中の変異が

1%で変異型と同じ配列の標識 DNA と競合させた時、標識 DNA と増幅産物の比が 1:20 の場合は、

約 83 % (1/1.2)の標識 DNA が元の二本鎖を形成する。一方、標識 DNA と増幅産物の比が 1:1,000

の場合は、増幅産物中の変異が 1 %の時で約 9 % (1/11)の標識 DNA が、さらに変異が 0.5%の時で

も 17%の標識 DNA しか元の二本鎖を形成しないことになる。つまり、標識 DNA の濃度を下げること
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で少ない変異をより確実且つ高感度に検出できる理論となり、0.5%の変異型を容易に区別できるこ

とを示唆している(図 2-6B)。しかし、FRET-PHFA で低い割合の変異を検出するために二本鎖標

識 DNA の濃度をできるだけ低く設定すると、検出すべき蛍光量が減少してしまい汎用装置での検

出が困難になる。そこで、感度向上のため図 2-3 の結果から蛍光を両末端に修飾することで同じ

DNA コピー数で蛍光強度を 2 倍以上に高めることに成功した。さらに標識 DNA の蛍光強度を高め、

増幅産物との相対比を大きくすることができれば現状よりも少ない変異を容易に検出できる。 

株化がん細胞由来 DNA 混合実験では G12S の変異を FRET-PHFA によって最大 1.25％まで

検出することができた(図 2-5)。FRET-PHFA では野生型も変異型も共通のプライマーで増幅して

おり、変異型をエンリッチにさせる工夫(例えば、制限酵素による野生型切断[17-19]や PNA クラン

ピング[21-23]など)を施さなくとも、低い割合の KRAS 遺伝子変異を検出できることが証明された。

また、重要な点は、本手法の再現性の良さである(図 2-4D)。それゆえ、カットオフ値も 2σあるいは

3σでの設定が可能となった。さらに、図 2-5B の INDEX 値のプロットカーブは図 2-6A と同様のカ

ーブを描いていることからシミュレーションに近いことが実際の反応においても起きていると考えら

れる。また、PCR がプラトーに達していればほぼ一定の増幅産物量となり、そのような条件では変

異型の半定量も可能である。 

本稿で最も重要な点は外部検査機関において現在、最も大腸がん KRAS 遺伝子検査において

注目されているTheraScreen®[33]との株化がん細胞由来DNAの混合試料を用いた比較検証にお

いて、FRET-PHFA は TheraScreen®と同等、それ以上の検出感度及び変異識別性を証明したこと

である(表 2-5)。特に、TheraScreen®では 5%及び 2.5%の G12D 変異試料 (試料#6、1１)を偽陰性と

した。さらに 50 %G12A (試料#1)の試料では G12A のプローブ以外に G12C、G12S、G12V がクロス

トークしており、G12S に関しては APC を大きく下回っている。このようにアレル特異的 PCR による

変異検出では識別プライマーが一度間違える (ミスプライミング) とそれらが増幅され、擬陽性とな

りやすい。TheraScreen®は非常に優れた変異検出法であるが変異識別プライマーが微妙な温度

の影響などを受けてミスマッチの試料に対する擬陽性が観察されやすい技術と考えられる。一方、
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FRET-PHFA にとって PCR は一定の増幅産物を得る手段でしかなく、変異識別に関しては標識

DNA との競合ハイブリダイゼーションにより行うので、プライマーダイマーや偽産物が増幅産物中

に混入していたとしてもそれらを排除した反応系で確実に正しい変異を同定できる。 

表 2-2 に示すように FRET-PHFA においても 50%G12A (試料#1)では G12V が、G12S (- 

aGTGGC-)の増幅産物に対しては G12C (-tGTGGC-)、G12D (-GaTGGC-)の標識 DNA が、

G12V (-GtTGGC-) の増幅産物に対しては G12D (-GａTGGC-) の標識 DNA が反応する傾向に

ある。それぞれの変異の割合が減るとΔINDEX も増加する傾向にあるため、若干は配列依存的な

クロストークが生じて全体の反応が平衡化していることが予想される。しかしこのように配列依存的

なクロストークが観察されたものの、各標識 DNA の所定の閾値を定めることにより全ての試料から

KRAS 遺伝子変異を検出することが可能であった。特徴的な点は、G13D (-GGAMDSC-) の増幅

産物は、他の標識 DNA と間違って反応しづらく、また G12R (-cGTGGC-)の標識 DNA も他の試料

に対してほとんど間違って反応していないことである。 

コストや測定時間は臨床検査を考えた場合に重要なファクターとなる。Whitehall ら[34]は FFPE

試料からの KRAS 変異検出において様々な手法をさまざまな因子ごとに比較している。そこでは

ARMS は高感度だが非常に高価であると報告している。FRET-PHFA はその検出に酵素を使用せ

ず、試薬組成も単純且つ検出に用いる標識 DNA は低濃度であるために非常に安価な変異検出

技術である。さらに、測定時間は PCR 時間を含めて 1 時間程度で終了する。また、1 検体あたりに

必要な鋳型量は、TheraScreen では 160ng (20ng/ 反応)、FRET-PHFA では 25-50ng (20ng/反応) 

と使用する鋳型 DNA 量も比較的少なくて済む。 

結論として我々は簡便、迅速、安価な遺伝子検査法として FRET-PHFA を開発した。FRET を検

出に利用することで主にコスト、操作、反応工程の簡略、測定時間短縮の面において従来の

PHFA の課題を劇的に改善することができた。着目すべき点としては FRET-PHFA に用いる標識

DNA は変異近傍の塩基配列による影響が比較的小さく、ほとんど最適化する必要がないという点

である。すなわち FRET-PHFA は様々な遺伝子変異に対して容易に対応できる。さらに増幅産物
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のサイズが非常に短いのでゲノムが断片化している FFPE 試料などにも対応が可能だと考えている。

さらに本手法は従来の PHFA や HRM よりも測定時間が短く、遺伝子変異を高感度に検出できる。

そのため専用チップ及び解析装置による完全自動化へ移行しやすいと考えられる。 

 

図 2-6 INDEX 値のシミュレーション 
(A)横軸の変異型の割合が 0%-100%、(B)横軸の変異型の割合が 0%-10% 
Reprinted from Analytical Biochemistry, Vol 408, shiro kitano et al., Detection of DNA mutations 
by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex formation assay, Pages 
No.197, Copyright (2011), with permission from Elsevier. 
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第 3 章 FRET-PHFA 法の臨床性能評価 

3.1 緒言 

 本章では、FRET-PHFA の臨床性能評価として、大腸がん凍結組織 (n= 31)、FFPE 試料 (n= 

34) の計 65 試料から FRET-PHFA により KRAS 遺伝子変異を検出した。比較試験により、

FRET-PHFA と IvaderPlus の KRAS 遺伝子変異検出率はそれぞれ 36 %、ダイレクトシークエンスに

よる検出率は 31 %と FRET-PHFA は、IvaderPlus と同等、ダイレクトシークエンスよりも高感度に

KRAS 遺伝子変異を検出することが分かった。FRET-PHFA は、異なる臨床検体である凍結組織と

パラフィン包埋組織片から抽出した DNA から所定のカットオフ値により、KRAS 遺伝子変異を検出

することができた。本結果より、FRET-PHFA は、試料の状態により結果が左右されない頑健性を

確保していることが分かった。体細胞変異における臨床検体は、固定形態や抽出方法により様々

なコンディションにあると予想され、試料の状態に依存しない頑健性を確保した FRET-PHFA は、

臨床現場への応用展開が期待される。 

 

  我々は、既に高感度に遺伝子変異を検出できる方法としてFRET-PHFAを開発している[1]。本

手法は、検出に酵素を用いないために再現性が良く、非常に低コストで遺伝子検出を行うことがで

きる。また、検出性能は ARMS-Scorpion と同等以上であることも既に確認している[1]。また、

FRET-PHFA では PCR サイズを 60 bp 以内に設計しているので、FFPE (ホルマリン固定パラフィン

包埋) 切片試料のように DNA の断片化[2]が進んだ検体においても威力を発揮することが期待で

きる。そこで、本研究では、大腸がん臨床検体試料 (FFPE と凍結) 中の KRAS 遺伝子変異を

FRET-PHFA により検出することを目的とし、その際に塩基配列解析の業界標準であるダイレクトシ

ークエンス（DS）と他のノンシークエンシングな手法である InvaderPlus アッセイ[3, 4]の二つの方法

とも比較を行った。 
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3.2 材料と方法 

株化がん細胞由来 DNA 

HOP-62 (G12C ヘテロ)、RPMI-8226 (G12A ヘテロ)、SN12C (野生型)、CCRF-CEM (G12D ヘテ

ロ)、HCT-116 (G13D ヘテロ)、MDA-MB-231 (G13D ヘテロ)、NCI-H23 (G12C ヘテロ)、OVCAR-5 

(G12V ホモ)、A549 (G12S ホモ)、MALME-3M (野生型)、OVCAR-8 (野生型)を用いた。A549、

MDA-MB-231 は ATCC から、残りの株化がん細胞由来 DNA は、シカゴ大学が保有しているもの

を用いた。 

 

臨床検体 

本研究の計画について図 3-1 に示す。大腸がん凍結試料 31 検体、FFPE 試料 34 検体から、

DNA を抽出し、KRAS の遺伝子変異を検出した。凍結組織からの DNA 抽出は、キアゲン社の midi

のキットプロトコルに準じて、抽出した。パラフィン包埋された試料からの DNA 抽出は、エピセンタ

ー社の簡易抽出 (QuickExtract) キットを用いた。また、これらの組織はシカゴ大学が患者に対し、

インフォームドコンセントを実施し、入手したものである。 

  

FRET-PHFA 

FRET-PHFA のために用いたプライマーや標識 DNA の配列は既報[5]に準じた。PCR 反応液の

組成は、250nM フォワードプライマー、250nM リバースプライマー、250μM dNTP、1×PCR バッ

ファー (10 mM Tris [pH 8.3], 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl)、2.5 ユニット Taq DNA ポリメラーゼ （タ

カラバイオ社） とし、この PCR 反応液に 25 ng/反応となるように抽出ＤＮＡを添加し、PCR を行った。

PCR の反応条件は 94 ℃、2 分間の処理後、94 ℃ (20 秒) → 58 ℃ (30 秒) → 72 ℃ (30 秒) 

の変性、アニーリング、伸長反応を、I- Cycler (BioRad 社) にて 50 サイクル行った。 

 FRET-PHFA の組成は 0.1 μl の 50×ROX (invitrogen 社)、0.5M  EDTA (Invitrogen 社) 2μl、

2 M の NaCl 1 μl、500 nM  FAM 標識 DNA (日本バイオサービス社) 1μl、500 nM DAB 標識
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DNA (日本バイオサービス社) 1 μl を前混合したものに PCR により調製された増幅産物 14.9 μl

を加えて、合計 20 μl の反応系で行った。なお、蛍光測定は MX3000P を用いて、95℃、30 秒変

性後、90 ℃から 60 ℃の温度範囲の蛍光データを取得した。蛍光データは、図 3-2 のように補正

した。また、既報[5]に従い、INDEX 値を算出し、各標識 DNA のカットオフ値を 2 SD で算出した。 

  

InvaderPlus 

InvaderPlus のためのオリゴ配列を表 3-1 に示す。 

反応液組成は、10 mM の MOPS 緩衝液 (pH 7.5)、7.5 mM の塩化マグネシウム、1×Gotaq Flexi

緩衝液、25 μM の dNTPs、40 mM の NaCl、0.5 U の GoTaq ポリメラーゼ (プロメガ社)、48 U の

クリベース、1×Oligo ミックス、10 ng の抽出 DNA を含み、全体量を 10 μl とした。1×Oligo ミック

スの組成は、1μM の F-プライマー、1μM の R-プライマー、1μM アレルプローブ(野生型)、1μM

アレルプローブ (変異型)、50 nM インベーダープローブ、0.25 μM の FRET－カセット 1、0.25

μM の FRET カセット 2 になるように調製した(表 3-2)。全て、野生型のシグナルが RED、変異型の

シグナルが FAM で検出されるように設計した。変異陽性の閾値は、5 分の時点の FAM シグナルが

一定値以上あることと定義した。各変異の閾値は G12A： 5,000、G12C： 5,000、G12D： 9,000、

G12S： 8,000、G12V： 7,000 そして G13D： 10,000 とした。 

 

ダイレクトシークエンス(DS) 

10 ng の抽出 DNA を鋳型としてフォワード-プライマー：AGTCACATTTTCATTATTTTTATTA- 

TAAGGCCTGCTGAAAATGA、リバース-プライマー：TCGTCCACAAAATGATTCTGAATTA- 

GCTGTATCG を用いて PCR を行い、その後、GenEluteTM PCR Clean-Up Kit (シグマアルドリッ

チ) を用いて精製し、シークエンス解析装置は ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer、シーケンス反

応試薬は Big Dye Terminator v3.1 を用いて、フォワード側の配列を解析した。バックグラウンドノ

イズよりも変異部の塩基強度が強い場合に、陽性と判定した。 
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 CRC tissue (n=65)

Fresh samples
(n=31)

FFPE samples
(N=36)

Extracted genomic DNA by 
QIAamp DNA Mini kit

Extracted genomic DNA by 
Epicentre DNA kit for FFPE 

(crude)
(pure)

 

図 3-1 FRET-PHFA の臨床性能評価 
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 表 3-1 インベーダーアッセイに用いたオリゴ類 

Primer
Forward primer AGTCACATTTTCATTATTTTTATTATAAGGCCTGCTGAAAATGA
Reverseprimer TCGTCCACAAAATGATTCTGAATTAGCTGTATCG
Probe
G_215W_AL-AM3 ACGGACGCGGAGGGTGGCGTAGGC
A_G12S_AL-AM6 CGCGAGGCCGAGTGGCGTAGGCAA
C_G12R_AL-AM6 CGCGAGGCCGCGTGGCGTAGGC
T_G12C_AL-AM6 CGCGAGGCCGTGTGGCGTAGGCAA
G_216W_AL-AM3 ACGGACGCGGAG GTGGCGTAGGCAAG
A_G12D_AL-AM6 CGCGAGGCCGATGGCGTAGGCAAGA
C_G12A_AL-AM6 CGCGAGGCCGCTGGCGTAGGCAAG
T_G12V_AL-AM6 CGCGAGGCCGTTGGCGTAGGCAAGA
G_219W_AL-AM3 ACGGACGCGGAG GCGTAGGCAAGAGTG
A_G13D_AL-AM6 CGCGAGGCCGACGTAGGCAAGAGTG
Invader Oligo
T_kRAS-Ivd-215 TGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTT
A_kRAS-Ivd-215 TGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTA
T_kRAS-Ivd-216 GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGT
A_kRAS-Ivd-216 GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGA
T_kRAS-Ivd-219 TTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGT  

 

表 3-2 インベーダーアッセイの KRAS 遺伝子変異検出用混合プローブ 

G12D G12A G12V G12R
G_216W_AL-AM3 G_216W_AL-AM3 G_216W_AL-AM3 G_215W_AL-AM3
A_G12D_AL-AM6 C_G12A_AL-AM6 T_G12V_AL-AM6 C_G12R_AL-AM6
T_kRAS-Ivd-216 T_kRAS-Ivd-216 A_kRAS-Ivd-216 T_kRAS-Ivd-215
Forward primer Forward primer Forward primer Forward primer
Reverse primer Reverse primer Reverseprimer Reverseprimer
Arm6-FAM Arm6-FAM Arm6-FAM Arm6-FAM
Arm3-RED Arm3-RED Arm3-RED Arm3-RED

G12S G12C G13D
G_215W_AL-AM3 G_215W_AL-AM3 G_219W_AL-AM3
A_G12S_AL-AM6 T_G12C_AL-AM6 A_G13D_AL-AM6
T_kRAS-Ivd-215 A_kRAS-Ivd-215 T_kRAS-Ivd-219
Forward primer Forward primer Forward primer
Reverse primer Reverse primer Reverseprimer
Arm6-FAM Arm6-FAM Arm6-FAM
Arm3-RED Arm3-RED Arm3-RED
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3.3 結果 

株化がん細胞 DNA から KRAS 遺伝子変異検出 

10 の株化がん細胞由来ゲノムから FRET-PHFA により KRAS 遺伝子変異を検出し、シークエン

ス結果と一致することを確認した。結果を図3-3に示す。全ての結果がDSの判定結果と一致した。

このときの各標識 DNA の INDEX 値について表 3-3 に示す。この表から、野生型試料 (n=3)に対

する各 KRAS 遺伝子変異検出用の標識 DNA の INDEX 値の平均を算出し、その平均値からそれ

ぞれの 2 SD を減算して、カットオフ値 (G12A； 68%、G12C； 61%、G12D； 50%、G12R； 64%、

G12S； 42%、G12V； 46%、そして G13D； 49%)を算出した。なお、本カットオフ値を次の臨床検体の

変異検出基準とした。なお、既報[5]により、2 SD のカットオフ値で 5%を容易に検出できることは確

認済みである。したがって、各標識 DNA を下回った場合、変異陽性(少なくとも 5 %は変異が存在)

とした。また野生型のカットオフ値は、A549、OVCAR-5 の株化がん細胞を用いて 3 回の実験結果

を元に野生型標識 DNA の INDEX 値の平均値を算出し、そこから 2 SD を減算した値をカットオフ

値(57%)とした。 

 IvaderPlus により株化がん細胞由来 DNA から KRAS 遺伝子変異検出した結果を図 3-4 に示す。

FRET-PHFA と同様、シークエンス結果と一致することを確認した。なお、株化がん細胞由来 DNA

混合試験において変異 5 %は、15 分以内に反応が立ち上がることを確認している。 

 



 56

 
図 3-3 FRET-PHFA による各株化がん細胞中の KRAS 遺伝子変異の検出 
上段は、補正された蛍光挙動を示す。下段は、INDEX 値を示す。 
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表 3-3 各株化がん細胞の FRET-PHFA の INDEX 値 

cell-line genomic DNA wild G12A G12C G12D G12R G12S G12V G13D
HOP-62 46 83 31 83 87 67 87 80
RPMI-8226 38 30 86 70 90 77 77 74
SN12C 35 67 85 82 90 79 79 77
CCRF-CEM 43 74 87 40 91 77 75 84
HCT-116 46 91 79 87 87 75 81 33
MDA-MB-231/ATCC 41 82 83 78 82 76 78 39
OVCAR-5 72 77 89 73 94 90 43 82
A549/ATCC 62 73 68 69 74 27 69 73
MALME-3M 34 73 73 64 78 65 64 64
OVCAR-8 33 75 71 65 74 62 69 59
PCR (NC) 100 100 100 100 100 100 100 100  

太字は、標識 DNA の変異型を試料が有していることを示している。 
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FRET-PHFA による臨床検体を用いた遺伝子変異検出の実現性 

 図 3-5 に FRET-PHFA による大腸がん凍結試料と FFPE 試料から KRAS 遺伝子変異を検出した

結果を示す。前述の株化がん細胞由来 DNA を用いて決定したカットオフ値により凍結組織、FFPE

試料ともに KRAS 遺伝子変異を検出した。これにより、FRET-PHFA により臨床試料(凍結、FFPE)

中の遺伝子変異を検出できることが示された。なお、全ての検体において株化がん細胞由来 DNA

の実験で定めたカットオフ値は、臨床検体の実験でも機能することが確認できた (表 3-4 と 3-5) 
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図 3-5 FRET-PHFA による形態の異なる臨床検体(凍結と FFPE)からの KRAS 遺伝子変異

検出 上段は蛍光挙動を示し、下段は各標識 DNA の INDEX 値を示す。 
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表 3-4 大腸がん凍結組織を試料全ての各標識 DNA の INDEX 値 

ID wild G12A G12C G12D G12R G12S G12V G13D
41605 28 65 87 68 84 59 69 59
41940 31 70 79 58 85 67 36 62
41948 34 74 88 70 92 69 71 35
41989 34 73 87 70 90 67 75 67
50097 36 72 80 68 73 32 74 72
50394 34 70 92 67 81 68 73 36
50482 33 69 93 65 84 68 77 67
50501 32 73 90 66 83 65 75 64
51236 34 74 91 70 82 71 71 30
51774 28 69 90 64 80 64 71 69
51782 35 68 86 63 81 61 71 61
51988 33 78 85 71 96 74 81 68
56524 47 79 87 72 92 76 85 71
56757 44 78 88 76 85 80 84 78
57061 38 79 83 71 87 75 79 71
57386 38 77 79 74 87 74 77 71
57702 39 68 85 43 83 71 72 72
57884 45 73 83 66 82 73 76 74
59101 52 81 85 73 86 75 81 68
59646 30 76 77 67 83 68 72 68
59713 42 84 95 77 89 79 84 79
60401 39 76 52 72 88 73 72 74
60682 46 85 87 80 97 84 89 76
61522 33 84 75 74 91 79 82 76
61895 30 83 73 73 89 80 79 72
62598 27 81 71 71 86 81 43 76
62616 32 84 74 76 85 78 76 75
63394 51 88 78 84 89 86 84 38
63439 31 80 73 79 84 83 78 74
64546 50 84 78 79 86 87 85 78
65089 33 86 77 78 85 80 85 75

cut-off 57 64 61 50 64 51 55 49
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表 3-5 大腸がん FFPE 試料全ての各標識 DNA の INDEX 値 

 ID wild G12A G12C G12D G12R G12S G12V G13D
41939 44 79 98 60 95 78 46 76
41947 49 81 95 71 89 80 92 41
50096 50 94 87 75 86 44 87 75
51233 59 94 104 85 98 87 97 47
51773 40 91 98 76 94 81 90 76
51779 46 85 96 79 90 84 92 75

7053306 38 85 92 68 84 76 79 67
7053307 35 81 85 63 80 71 76 62
7053308 37 82 87 47 83 79 77 70
7053309 30 82 92 66 80 73 79 65
7053310 38 77 90 64 80 69 78 59
7053311 33 78 85 71 96 74 81 68
7053312 47 79 87 72 92 76 85 71
7053314 38 79 83 71 87 75 79 71
7053315 38 77 79 74 87 74 77 71
7053316 39 68 85 43 83 71 72 72
7053318 52 81 85 73 86 75 81 68
7053319 30 76 77 67 83 68 72 68
7053320 51 84 95 77 89 79 84 79
7053337 39 76 82 72 88 73 72 42
7053339 46 85 87 80 97 84 89 76
7053340 33 84 75 74 91 79 82 76
7053341 30 83 73 73 89 80 79 72
7053342 27 81 71 71 86 81 43 76
7053343 32 84 74 76 85 78 76 75
7053344 51 88 78 84 89 86 84 38
7053346 31 80 73 79 84 83 78 74
7053347 50 84 78 79 86 87 85 78
7053348 33 86 77 78 85 80 85 75
7053349 43 84 79 76 87 79 80 74
7053350 36 75 83 75 97 76 83 73
7053351 27 74 75 67 85 70 73 70
7053352 44 76 83 77 88 78 80 81
7053353 54 80 81 82 86 79 83 83
cut-off 57 64 61 50 64 51 55 49
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DS との KRAS 遺伝子変異頻度の違い 

表 3-6 に大腸がん凍結組織(n=31)、表 3-7 に大腸がん FFPE 試料(n=3４)からの KRAS 遺伝子

変異を DS、IvaderPlus、FRET-PHFA でジェノタイピングした結果を示す。凍結組織では、ID60401

では G12C、ID63439 では G12V が FRET-PHFA と IvaderPlus により検出されたが、ダイレクトシー

クエンスでは検出できず野生型とした。さらに、FFPE 試料においても、ID7053308 の検体ではダイ

レクトシークエンスでは変異未検出(野生型)だが、FRET-PHFA とインベーダープラスでは G12D を

検出した。KRAS 遺伝子変異の検出頻度はダイレクトシークエンスで３１%、インベーダープラスと

FRET-PHFA はそれぞれ、ともに 3６%であった(表 3-8)。 

 

表 3-6 三手法による KRAS 遺伝子変異検出結果の比較 (凍結組織) 
Direct Sequencing FRET-PHFA Invader Plus®

Sample ID
KRAS

mutation
KRAS

mutation
KRAS

mutation
41605 n.d n.d n.d
41940 G12V G12V G12V
41948 G13D G13D G13D
41989 n.d n.d n.d
50097 G12S G12S G12S
50394 G13D G13D G13D
50482 n.d n.d n.d
50501 n.d n.d n.d
51236 G13D G13D G13D
51774 n.d n.d n.d
51782 n.d n.d n.d
51988 G12V G12V G12V
56524 n.d n.d n.d
56757 n.d n.d n.d
57061 n.d n.d n.d
57386 n.d n.d n.d
57702 G13D G13D G13D
57884 G13D G13D G13D
59101 n.d n.d n.d
59646 n.d n.d n.d
59713 n.d n.d n.d
60401 n.d. G12C G12C
60682 G12D G12D G12D
61522 n.d n.d n.d
61895 n.d n.d n.d
62598 n.d n.d n.d
62616 n.d n.d n.d
63394 G12V G12V G12V
63439 n.d. G12V G12V
64546 n.d n.d n.d
65089 G12D G12D G12D
total 11 13 13
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表 3-7 三手法による KRAS 遺伝子変異検出結果の比較 (FFPE 組織) 

Direct Sequencing FRET-PHFA Invader Plus®

Sample ID
KRAS

mutation
KRAS

mutation
KRAS

mutation
41939 G12V G12V G12V
41947 G13D G13D G13D
50096 G12S G12S G12S
51233 G13D G13D G13D
51773 n.d. n.d. n.d.
51779 n.d. n.d. n.d.

7053306 n.d. n.d. n.d.
7053307 n.d. n.d. n.d.
7053308 n.d. G12D G12D
7053309 n.d. n.d. n.d.
7053310 n.d. n.d. n.d.
7053311 n.d. n.d. n.d.
7053312 n.d. n.d. n.d.
7053314 n.d. n.d.
7053315 n.d. n.d. n.d.
7053316 G12D G12D G12D
7053318 n.d. n.d. n.d.
7053319 n.d. n.d. n.d.
7053320 n.d. n.d. n.d.
7053337 G13D G13D G13D
7053339 n.d. n.d. n.d.
7053340 n.d. n.d. n.d.
7053341 n.d. n.d. n.d.
7053342 G12V G12V G12V
7053343 n.d. n.d. n.d.
7053344 G13D G13D G13D
7053346 n.d. n.d. n.d.
7053347 n.d. n.d. n.d.
7053348 n.d. n.d. n.d.
7053349 n.d. n.d. n.d.
7053350 n.d. n.d. n.d.
7053351 n.d. n.d. n.d.
7053352 n.d. n.d. n.d.
7053353 n.d. n.d. n.d.

total 8 9 9  
 

 

表 3-8 三手法による KRAS 変異出現頻度の比較 

 
Methods (n=65)

FRET-PHFA 36%
InvaderPlus® 36%

DirectSequence 31%

Frequency of mutation
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３つの方法による KRAS 遺伝子頻度 (２ｘ２)比較 

DS と FRET-PHFA、IvaderPlus と FRET-PHFA の２ｘ２比較を表 3-９に示す。ダイレクトシークエ

ンスで野生型、FRET-PHFA で変異型となった試料は３検体(ID)存在し、そのうち、2 検体が凍結組

織、残りの一つが FFPE 試料であった。インベーダープラスでは凍結組織 ID63439 を所定の閾値

では変異を検出できなかったが、FRET-PHFA ではダイレクトシークエンス、インベーダープラスで

検出が困難であった試料を 2SD のカットオフ値で検出した。Fig5 に各手法の変異検出感度の差に

ついて示す。DS では、ID7053308 の検体では、GGT のセカンドベースには、G しか検出されてい

ないが、FRET-PHFA、IvaderPlus ではそれぞれ、G12D を陽性としている。さらに、ダイレクトシーク

エンスで G12D と観察された ID7053341 の検体は、FRET-PHFA 及び IvaderPlus において、

ID7053308 のシグナルよりも高い S/N 比で検出された。凍結組織 ID63439 では、ダイレクトシーク

エンス野生型とし、FRET-PHFA と InvaderPlus にて G12V と判定した(表 3-６)。 

 

表 3-9 FRET-PHFA と既存方法との２ｘ２比較 

FRET-PHFA vs DirectSequence   FRET-PHFA vs Invader Plus® 

FRET-PHFA 
Direct Sequence  

FRET-PHFA 
IvaderPlus® 

Wt Mt Total  Wt Mt Total

Wt 43 0 43   Wt 43 0 43

Mt 3 19 22  Mt 0 22 22

Total 43 16 65  Total 43 22 65
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図 3-6 三種の方法の検出性の比較 
A)FRET-PHFA、B)IvaderPlus、C)DS の典型的なデータを例示する。DS の波形は、線で囲った箇
所が KRAS 遺伝子のコドン 12、13 の箇所である。ID7053316 は、3 つの方法すべて G12D、
ID7053341は、すべて野生型と判定された試料である。ID7053308は、DSは野生型、FRET-PHFA
と IvaderPlus は G12D 陽性と判定した。
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3.4 考察 

今回、FRET-PHFA により、65 検体の大腸がん試料中の KRAS 遺伝子変異をダイレクトシークエ

ンスよりも多く検出した。FRET-PHFA、IvaderPlus の ID7053308 と ID7053341 の挙動は変異の割

合に依存して変化しているため、ID7053308 に含まれる変異の量は ID7053341 よりも少ないことが

予測できる。すなわち、ダイレクトシークエンスでは変異の量が少なかったために感度が足りず、検

出できなかったと考えられる(図 3-6)。FRET-PHFA がダイレクトシークエンスよりも高感度であること

を臨床試料から示すことができた。 

今回、形態の異なる臨床試料、一つは凍結組織、もう一つは FFPE 組織試料を使って、

FRET-PHFA がダイレクトシークエンスと同等の頑健性、インベーダープラスと同等の検出感度を

有していることを証明した(図 3-5)。 

FFPE 試料の DNA 断片化による PCR 効率の劇的な阻害に関しては、三種の方法で顕著な差は、

観察されなかったが、FRET-PHFA では、非常に短い増幅産物サイズ(~60bp)の設計で PCR を行う

ことができるために、仮に FFPE 試料の DNA ダメージが大きくても、そこから標的配列を増幅し、変

異を検出することができると期待される。 

今回の報告では、FRET-PHFA の比較できるノンシークエンシングな手法として InvaderPlus アッ

セイを用いた。株化がん細胞の予備実験では、InvaderPlus により 2.5%の微量な変異まで検出でき

ることを証明した。既に我々は、インベーダープラスでも体細胞変異が検出できることを証明してい

る[6]。インベーダー反応は、PCR の後に、変異識別工程(インベーダー反応)を設けており、またそ

のインベーダー反応時に蛍光を増幅させるため、検出感度は良く、PCR35 サイクルでも 2.5%程度

の体細胞変異を検出できる。一方、FRET-PHFA では、変異識別工程で酵素を用いないため、増

幅産物量に依存しやすいが、PCR サイクル数を 50 サイクルとして、鋳型量のばらつきをキャンセル

できる。また、株化がん細胞 DNA 試験で定めたカットオフ値が実際の臨床検体を用いた試験でも

機能することが分かった。臨床検体は様々な形態、コンディションが予想され、試料の状態に依存

しない頑健性は重要である。今回の臨床試験から、異なる臨床検体、異なる抽出法において

FRET-PHFA は体細胞変異を検出できることが可能であった。 
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KRAS などの体細胞変異を検出する方法に必要な要素として、技術的側面以外では、検査員の労

働時間、コストが重要視されている[7]。FRET-PHFA の測定に要する時間は 1.5 時間、コストは、変

異識別工程は非酵素反応で進行させ、プローブ量も非常に少なく(通常プライマー濃度の 1/100

～1/20)、低コストで実施できる。 
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第 4 章 FRET-PHFA 法の超高速化 

4.1 緒言 

FRET-PHFAは緩やかな温度勾配中において2本鎖蛍光標識DNAと試料 2本鎖 DNAとの競合

的鎖置換反応を利用する変異検出方法である[1]。本手法で用いる 2本鎖蛍光標識 DNA は検

出する 2 本鎖試料 DNA と全く同じ配列、同じ長さに設計することで一塩基の違いを高感度

に検出できる特徴を持っている[1]。一般的に PHFA では精度の高いハイブリダイゼーショ

ンを行うために緩やかな温度勾配中(0.1 ℃/min- 0.3℃/ min)で反応を行うことが重要と

されており[1-3]、DNA の変性温度から急激に温度を降下させると 2 本鎖標識 DNA の一塩基

識別能が著しく低下することが分かっている。つまり PHFA は非酵素反応による単純で簡便

な競合的ハイブリダイゼーションアッセイである反面、熱力学的平衡反応の範疇を逸脱す

ることはできず、極端な温度変化では識別性を保持することができない(不安定なハイブリ

ッドを形成する)。そのような不安定なハイブリッド形成は緩やかな温度勾配においても

10-20 %程度起こっているが、その中で体細胞変異を最大 0.5 %まで検出できる系を我々は

構築している。筆者らは 1 ℃/min の温度降下速度にて KRAS 遺伝子変異を検出可能である

ことを報告しているが、反応には厳密な温度制御が必要である。 

丸山らが人工核酸シャペロンとして設計した CCC、PLL-g-Dex、核酸シャペロンの役割は、

第 1 章にて前述したように核酸塩基対の解離・再形を促すことで、準安定なミスハイブリ

ッドから熱力学的にもっとも安定な状態に落とし込むことである。従って、シャペロン活

性は二重鎖核酸とその相補的単鎖間の核酸鎖交換反応に対する共重合体の加速効果を指標

に評価することができる。PLL-g-Dex は、この核酸鎖交換反応を一万倍以上加速し、同一条

件下では天然の核酸シャペロンを凌ぐ活性を持つことが見いだされている[4, 5]。そこで

我々は FRET-PHFA のさらなる向上を目指し、超高速で温度を降下させた場合に、カチオン

性くし型共重合体 (PLL-g-Dex)により標識 DNA と試料 DNA の間に起こる不安定なハイブリ

ッド形成を制御しつつ遺伝子変異を検出できるかについて検討を行った。 
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4.2 材料と方法 

試料 

 FRET-PHFA に用いた試料は、合成オリゴと PCR 産物を用いた。合成オリゴは、日本バイオ

サービスから購入した。KRAS 遺伝子に関しては、野生型の株化がん細胞として MCF-7、G12S

の株化がん細胞として A549 を用いた。それぞれの濃度調製に関しては、既報[6]に準じた。

ALDH2 に関しては、Cycleave® Human ALDH2 Typing Probe/Primer Set Ver. 2 キットに同

梱されているコントロール DNA(allele１と 2)を用いた。 

 

プライマーと標識 DNA 

KRAS 遺伝子変異検出には、既報[6]と同様のプライマーと標識 DNA(G12S)を用いた。標識

DNA は、一方の DNA の両末端を FAM、もう一方の相補鎖である DNA の両末端を DABCYL で修

飾 し た も の を 用 い た 。 ALDH2 遺 伝 子 増 幅 用 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、

5’-AAGAGTTGGGCGAGTACGGG-3’、リバースプライマーは、5’-AAAGGTCCCACACTCACAG- 

TTTTC-3’を設計し、ファスマック社の合成品を購入した。実験に用いた合成オリゴ及び標

識 DNA を表 4-1 に示す。それぞれの標識 DNA の濃度は、ND-1000 (ThermoScientific 社)

を用いて測定した。 

 

カチオン性くし型共重合体 (PLL-g-DEX) 

用いた PLL-g-Dex 既報[4, 5, 7]に準じて合成したカチオンポリマー（CP）①：Mw=2,000

ポリリジンに 88wt%のデキストランが付加、CP②：Mw=5,000 ポリリジンに 88wt%のデキスト

ランが付加、CP③：Mw=15,000 ポリリジンに 88wt%のデキストランが付加、CP④：Mw=2,000

グアニジノ化ポリリジンに 88wt%のデキストランが付加、CP⑤：Mw=15,000 グアニジノ化ポ

リリジンに 88wt%のデキストランが付加)の 5種類である。合成品に関しては、既報[4, 5, 7]

に準じ、1H-NMR にて合成物を確認した。 



 71

PCR 

 KRAS 遺伝子変異検出に関しては、PCR の条件は、既報[6]に準じて I-Cycler(バイオラッ

ド社)により実行した。PCR サイクル数は 50 サイクルとした。ALDH2 の PCR 条件は、94 ℃、

2分間にて前変性後、94 ℃、5秒間の変性工程、57 ℃、10 秒間のアニーリング工程、72 ℃、

20 秒間の伸張工程を 1サイクルとし、合計 40 サイクル行った。 

 

FRET-PHFA  

KRAS 遺伝子変異検出に関しては、既報[6]と同様の反応組成に、所定の濃度のカチオン性

くし型共重合体を N/ P 比[4, 5, 7]が 8-10 となるように 2 μl 添加し、最終反応容量は 20

μl とした。N/ P 比に関しては、PCR 産物を用いた実験では、正確な合計の試料 DNA 量が不

明なため、おおよその N/ P 比とした。ALDH2 の実験では、CP③のみを用いた。試料に合成

オリゴを用いた時は、標識 DNA に対して 10 倍量のアンチセンスとセンスのオリゴ DNA をそ

れぞれ１μlずつ反応系に添加し、D.W.にて 20 μl にメスアップした。また、KRAS、ALDH2

の PCR にて調製した増幅産物は、12.2μl 反応に用いた。カチオン性くし型共重合体を添加

しない場合は、代わりに D.W.を加えた。また、試料 DNA なしの反応では、増幅産物の代わ

りに、既報[6]と同様に１×PCR 緩衝液(タカラバイオ社)を増幅産物と同量加えた。蛍光測

定と温度制御は、ABI7900 (アプライドバイオシステムズ社)を用いた。測定条件は、35 ℃

で 15 分間保持し、その後、95 ℃、30 秒間で保持後、85 ℃までを降下速度 1 ℃/min で実

行し、85 ℃から 35 ℃まで 0.25 ℃/min の速度で温度を下げ、35 ℃で 30 秒間保持 

(condition 1)し、次に、96 ℃/min の昇温速度にて 95 ℃に到達後、30 秒間保持し、85 ℃

までを 96 ℃/min の速度で温度を降下させ、その後、1 ℃/min の速度にて 35℃まで降下さ

せた後、30 秒間保持 (condition 2)し、96 ℃/min の昇温速度にて 95℃に到達後、30 秒間

保持し、35 ℃までを 96 ℃/min の速度で温度を降下させ、30 秒間あるいは 15 分間保持 

(condition 3)し、蛍光を連続的に追跡した。 
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ΔFRET 

FRET-PHFA の評価を以下の式 1、2 により、標識 DNA が元の 2 本鎖を形成する割合を求め

た。標識 DNA のΔFRET の値が 0 に近似する場合は標識 DNA と試料の配列は同一であること

を示す。ΔFRET の値が 100%に近似する場合はミスマッチであることを示す。FRET-PHFA で

はΔFRET は変異の割合依存的に変化する。 

ΔF= FAM [95 ℃ or 90 ℃]- FAM[60 ℃ or 35 ℃]・・・・[1] 

ΔFRET= ΔF(試料) / ΔF(標識 DNA のみ)×100・・・・[2] 

 

融解曲線解析 

 KRAS 遺伝子変異 G12S を検出する標識 DNA を用いて、カチオン性くし型共重合体の有無に

よる融解曲線解析を行った。ABI7900(アプライドバイオ社)にて、95 ℃、30 秒間保持した

後、0.25 ℃/ min の速度で 35 ℃まで温度を降下させ、-（ΔdF/ Δdt）を算出し、Tm 値を

推測した。 
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表 4-1 本実験に用いた合成オリゴと標識 DNA 

合成オリゴ 

KRAS-wild (sense)： 

5’-TATAAACTTGTGGTAGTTGGATAT GGTGGC GTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATA-3’ 

 

KRAS-wild (anti-sense)： 

5’-TATCGTCAAGGCACTCTTATCTAC GCCACC AGCTCCAACTACCACAAGTTTATA-3’ 

 

KRAS-G12S (sense)： 

5’-TATAAACTTGTGGTAGTTGGATAT aGTGGC GTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATA-3’ 

 

KRAS-G12S (anti-sense)： 

5’-TATCGTCAAGGCACTCTTATCTAC GCCACt AGCTCCAACTACCACAAGTTTATA-3’ 

 

標識 DNA 

ALDH2(allele A)-FAM： 

5’(6-FAM)-AAGAGTTGGGCGAGTACGGGCTGCAGGCATACACTaAAGTGAAAACTG 

TGAGTGTGGGACCTTT-3’   

 

ALDH2(allele A)- DABCYL： 

5’-AAAGGTCCCACACTCACAGTTTTCACTTtAGTGTATGCCTGCAGCCCGTACTCGC 

CCAACTCTT-(DABCYL)3’ 

 

ALDH2(allele G)-FAM： 

5’(Alexa594)-AAGAGTTGGGCGAGTACGGGCTGCAGGCATACACTgAAGTGAAAACTG 

TGAGTGTGGGACCTTT-3’   

 

ALDH2(allele G)- Ale594： 

5’-AAAGGTCCCACACTCACAGTTTTCACTTcAGTGTATGCCTGCAGCCCGTACTCGC 

CCAACTCTT-(DABCYL)3’ 

下線部は KRAS コドン 12、13 を示し、小文字は、変異箇所あるいは SNP の箇所を示す。 
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4.3 結果 

合成オリゴを用いた実験 

試料として KRAS 遺伝子の配列の二本鎖のオリゴを用いた各種測定条件による蛍光挙動を

図 4-1 に示す。標識 DNA と試料 DNA の配列が全く同じ場合(マッチ)、 カチオンポリマーの

添加の有無、あるいはその種類に関係なく、急激な温度変化においても鎖置換による強い

蛍光が観察された(図 4-1A)。しかし、標識 DNA と試料 DNA の配列に 1 塩基の違いがある場

合(ミスマッチ)、96 ℃/min で急激に降温したとき、カチオンポリマーの種類によって異な

る蛍光変化が観察された(図4-1B赤点線枠)。図4-2に図4-1赤点線枠を拡大した図を示す。

カチオンポリマー未添加の系では標識 DNA と試料 DNA がミスマッチの場合でも蛍光が変化

しておらず(表 4-2、ΔF= 0.08)、偽陽性の挙動を示した。 

しかし、カチオンポリマー２、３、５をそれぞれ添加した系においては急激に温度を降

下させても偽陽性が減少し、その結果、標識 DNA は元の 2 本鎖を優先的に再形成すること

で蛍光が大きく変化している(図 4-1B、4-2、表 4-2)。 

一方で、カチオンポリマー5のグアニジノ化されているポリマーはグアニジノ化されてい

ないカチオンポリマー3 と比較すると大きく Tm 値を低下させている現象も観察された。ま

た分子量が 2,000 のものは未添加と比較して大きな変化は観察されず、分子量が 15,000 の

カチオンポリマーが最も急速な温度変化中で標識 DNA の識別性を保持する (ΔF= 0.54) 

効果があった(表 4-2)。 

 

KRAS 遺伝子変異の迅速検出 

試料として PCR により調製した増幅産物を用いて検討を行った結果を図 4-4 に示す。PCR

産物を試料とした場合においてもカチオンポリマーを添加した反応系では急速な温度降下

中でもミスマッチの識別性を保持していることが観察された。カチオンポリマー未添加の

系では急激な温度降下により誤って鎖置換が起こる割合が非常に多い(図 4-3A の青矢印)。
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しかしながら、カチオンポリマーを添加した反応系では、高速な温度降下においてもマッ

チ、ミスマッチが識別可能となっている(図 4-3A の赤矢印)。 

 

標識 DNA の融解曲線解析 

 カチオンポリマー有無における標識 DNA の Tm 値の変化を図 4-4 に示す。グアニジノ化し

た PLL-g-Dex 以外、カチオンポリマー未添加と添加した系では、分子量によらず、Tm 値に

差が出なかった。分光光度計を用いても融解曲線解析を行ったが、同様の結果を得た(デー

タ未記載)。 
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図 4-1 カチオンポリマーが標識 DNA の識別性に与える影響 
 
(A) の図は試料 DNA と標識 DNA の配列が完全に一致する場合の蛍光挙 
動を示す。標識核酸は過剰に存在するターゲットオリゴに希釈され、鎖組換え

反応が起こり、FRET は観察されない。 
(B) の図はターゲットオリゴと標識核酸の配列が一塩基異なる場合の蛍光挙動 
を示す。この場合は標識 DNA と試料 DNA との間で鎖組換え反応は起きず、標

識 DNA は優先的に元の２本鎖を形成し、FRET が起こる(この場合は FAM の

蛍光エネルギーが DABCYL に吸収される)。 
(C) の図は ABI7900 の温度プロフィールを示す。35℃で 15 分間保持し、その 
後、95℃から 35℃までの温度域に関して降温速度条件を変えて蛍光を連続的に

測定した。 
 

標識 DNA：G12S 

試料 DNA：G12S 

標識 DNA：G12S 

試料 DNA：野生型 

標識 DNA＝試料 DNA 

標識 DNA≠試料 DNA 

温度プロフィール

Cond. 1 Cond. 2 Cond. 3 
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表 4-2 カチオンポリマーの分子量と温度変化による識別性の関係 

 

表中の数値は、ΔF=FAM[95℃]-FAM[35℃]を示し、condition は方法の節に記載した温度条
件である。Condition1、２は緩やかな温度勾配中の蛍光挙動変化であり、-CCC における値
が、FRET-PHFA 本来の蛍光変化である。FRET-PHFA では、マッチでは、ΔF は 0 に近づき、
ミスマッチの場合は、ΔFの値は大きくなる。
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図 4-2 急激な温度降下中における標識 DNA の識別性
(ミスマッチ)に与えるカチオンポリマーの影響 
図 2B のデータの 78.5min 以降のデータ(赤枠で囲った部分)を拡

大した図である。図中の矢印は変性温度から急激に温度を降下さ

せたときの蛍光変化量を示す。すなわち、標識 DNA と試料の配

列はミスマッチであるため、鎖置換は起こらず、標識 DNA は元

の 2 本鎖を形成し、FRET が起きていることが分かる。 
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図 4-3 カチオンポリマーが FRET-PHFA に与える影響
(A)の図はカチオンポリマー未添加の場合、(B)の図はカチオンポリマーを添加した場合の蛍光挙動を

示す。(C)の図は ABI7900 の温度プロフィールを示す。35℃で 15 分間保持し、その後、95℃から 35℃

までの温度域に関して降温速度を変えた条件を連続的に測定した。 
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図 4-4 分子量の異なるカチオンポリマー(N/ P= 8)が標識 DNA(54 bp)の Tm 値に与える影

響 
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ALDH2 の SNP 高速検出 

ALDH2の SNPの検出では、ALDH2の Aアリルを検出する標識DNAは FAMで修飾されており、

G アリルを検出する標識 DNA は Alexa594 で修飾されている。また、それぞれの標識 DNA の

相補鎖の 3’末端は DABCYL で修飾されているものを用いた。この場合の FRET-PHFA の原理

図について、図 4-5 に示す。これまで報告した FRET-PHFA は、単色であったが、2色にする

ことにより SNP などは、1ウェルで判定が可能となる。 

緩やかな降温速度（1 ℃/ min）で FRET-PHFA による ALDH2 のタイピングを行った場合

の蛍光挙動の結果を図 4-6A 及び Bに示す。カチオンポリマー添加系では、各標識 DNA と試

料 DNA がミスマッチだった場合の蛍光変化がカチオンポリマー未添加の反応系よりも大き

く、よりネガティブコントロールに近い挙動を示した。つまり優先的に標識 DNA が元の 2

本鎖を形成する割合、すなわちミスマッチの識別性がカチオンポリマーを添加することに

より改善されたことになる。さらにその蛍光挙動からΔFRET により数値化したものを図 4-7

の C,D に示す。カチオンポリマーを添加した反応系ではミスマッチの場合のΔFRET がカチ

オンポリマー未添加系の場合よりも大きくなり、マッチの場合はよりΔFRET の値が小さく

なった(図 4-6 中の表 C、D)。 

 さらに、同様の反応系にて急激な温度変化中(緩やかな温度条件の約 150 倍の降温速度)

での鎖置換反応において KRAS 遺伝子と同様に ALDH2 の SNP の検出においてもカチオンポリ

マーの識別改善効果が確認できるか検討を行った(図 4-7)。カチオンポリマー未添加の反応

系ではマッチ、ミスマッチのΔFRET の差がほとんどなく、特に標識 DNA の SNP が A アリル

の場合に、試料 DNA の SNP が G アリルだった場合は著しく識別性を損ない、マッチ、ミス

マッチの区別がついていない(図 4-7A の青色棒グラフ)。ところが、カチオンポリマーを添

加した反応系(図 4-7B)では、A アリルの標識 DNA と G アリルの試料 DNA の PHFA において、

標識 DNA が元の２本鎖を形成する割合が増加した。また Gアリルの標識 DNA の場合は、Aア

リルの試料 DNA の識別性を 2倍向上させた(ΔFRET の値が 40 %から 80 %に増大）。 
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図 4-5 FRET-PHFA による SNP 検出 (2 色) 
Amplicon は PCR による増幅産物を意味する。DNA 変性後、温度を降下させた後の測定終点
時に FAM 及び Alexa594 の蛍光変化がなければ(蛍光が光り続けている場合)、アリルがヘテ
ロであることを表し、FAM あるいは Alexa594 のどちらか一つの蛍光が存在する場合は、ど
ちらかのアリルがホモで存在することになる。

Fluorescence measurement 

FAM

Alexa594
Quncher

+labeled 
DNA (mt)

FAM
Quncher

labeled 
DNA (wt)

mt
amplicon
(Sample)

95 35Temp.(℃)

F
A

M

SNP

Alexa594

A
le

xa
594

Homo (wt)

Hetero

FAM Ale594

Homo (mt) 



 82

 

 

Alexa594

14217
15217
16217
17217
18217
19217
20217
21217
22217
23217
24217
25217
26217
27217
28217
29217
30217
31217

1 31 61

Cycles

F
lu

o
re

sc
e
n
c
e
 (

R
)

FAM

3260

4260

5260

6260

7260

8260

9260

10260

1 3 5 7 9 1113151719212325272931333537394143454749515355575961

Cycles

F
lu

o
re

sc
e
n
c
e
 (

R
)

Aホモ

A/Gヘテロ

Gホモ

NC（PCR）
NC（labeled
DNA only）

Gホモ

A/Gヘテロ

Aホモ

NC（PCR）

NC（labeled
DNA only）

FAM

3289

4289

5289

6289

7289

8289

1 11 21 31 41 51 61

Cycles

F
lu

o
re

sc
e
n
c
e
 (

R
)

Alexa594

14532

15532

16532

17532

18532

19532

20532

21532

22532

23532

24532

25532

26532

27532

28532

29532

1 11 21 31 41 51 61

Cycles

F
lu

o
re

sc
e
n
c
e
 (

R
)

Aホモ

A/Gヘテロ

Gホモ
NC（PCR）
NC（labeled
DNA only）

Gホモ

A/Gヘテロ

Aホモ
NC（PCR）
NC（labeled
DNA only）

FAM Alexa594
Aホモ -56.3 74.9
A/G -48.4 -119.4
Gホモ 54.6 -145.6

ΔFRET(%)
FAM Alexa594

Aホモ -138.1 104.3417
A/G -105.3 -415.397
Gホモ 58.8 -532.121

ΔFRET(%)

（A） （B） 

（C） （D） 

図 4-6 蛍光 PHFA 法による ALDH2 の検出におけるカチオンプライマーの影響 
図の横軸は温度を示し、30 秒に 1回の走査を 1サイクルとし、1サイクルにつき 0.5℃ずつ降温させ

た。縦軸は蛍光強度を示す(ROX の補正はなし)。 

(A)の図はカチオンポリマー未添加の系における蛍光 PHFA の FAM 及び Alexa594 の挙動を示す。(B)

の図はカチオンポリマー(CP③)添加の系における蛍光 PHFA の FAM 及び Alexa594 の挙動を示す。(C)、

(D)の表は(A)、(B)の蛍光データを以下の補正式よりそれぞれ算出したものである。 

ΔF= FAM[90 ℃]-FAM [end point60 ℃]・・・・[1] FAM の値は ROX で補正している。 

ΔFRET(%)=ΔF(試料) / ΔF(標識核酸のみ)×100・・・・[2] 

※標識核酸のみとは試料が存在しない時の標識核酸のみの挙動を表す。 

※なお、測定は、変性条件から 1 ℃/min の降温速度にて標識 2 本鎖核酸と試料 2 本鎖核酸の競合的

ハイブリダイゼーションを行った。 

※図中の NC(PCR)とは鋳型が D.W.の試料を意味し、NC(labeled DNA only)とは標識核酸のみの反応で

1×PCR 緩衝液に標識 DNA を溶解させた反応系である。 
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図 4-7 FRET-PHFA における急激な温度変化中での鎖置換反応とカチオンポリマーが標
識 DNA の一塩基識別性に与える影響 
(A) の図はカチオンポリマー未添加、(B)の図はカチオンポリマー添加した場合におけるΔFRET を棒グ

ラフによって示した。青色はFAMで修飾されたAアリル検出用の標識DNAのΔFRET、朱色はAlexa594

修飾でされた G アリル検出用の標識 DNA のΔFRET を示している。ΔFRET は以下の補正式[1、2]に

より算出している。 

ΔF=FAM[90℃]-FAM[60℃]・・・・[1]   
※FAM の値は ROX で補正している。 
ΔFRET=ΔF(試料) / ΔF(標識 DNA のみ)×100・・・・[2] 
なお、降温速度は 2.5℃/秒(装置最高速度)で実施した。つまり緩やかな温度条件と比較すると約 150

倍の降温速度である。 

ΔFRET の値が大きい場合、試料と標識 DNA が鎖置換を起こさず、標識 DNA が元の 2 本鎖を形成してい

る割合が多いことを意味している。つまり、試料と標識 DNA はミスマッチであることを表している。一

方、ΔFRET の値が小さい場合、温度変化に伴い、蛍光が変化しておらず、試料と標識 DNA の間で鎖置

換が起きていることを表している。つまり、試料と標識 DNA はマッチであることを表している。実際の

判定では各標識 DNA に固有のΔFRET の閾値を設定し、その値により陽性(マッチ)、陰性(ミスマッチ)

を判定する。 

カチオンポリマー未添加 

カチオンポリマー添加 
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4.4 考察 

 FRET-PHFA は、競合ハイブリダイゼーション[8, 9]を利用した酵素非依存的変異識別方

法である。本法により、KRAS 遺伝子変異検出を高感度に識別することを既に報告している

[6]。FRET-PHFA は、再現性が良く、頑健性を確保した臨床性能も有しているが、厳密な温

度制御が必要であった。今回の研究により、カチオン性くし型共重合体を用いることによ

り、非常に乱暴な温度の下げ方をしても、マッチ、ミスマッチの識別性が損なわれないこ

とが確認された。図 4-3、4-7 の結果から 2本鎖 DNA 同士の鎖置換反応においてもカチオン

ポリマーによるハイブリッドの形成・促進効果(核酸シャペロン活性)があることが分かっ

た(しかも通常の降温速度の約 100～150 倍速めた条件において)。一方で、カチオンポリマ

ー未添加の系では、急速に温度を降下させると、ミスマッチの識別性が大きく損なわれ、

ミスマッチの試料でもマッチかのような偽陽性となってしまった。これは、急速な温度変

化により試料と標識 DNA の間で Hetero-Duplex が多く形成されてしまうためだと推測され

る。カチオンポリマーを添加することにより、正しく二本鎖が形成され、試料と標識 DNA

がミスマッチの際に、標識 DNA 同士で元の二本鎖を再形成できている(図 4-8)。さらに、高

速化に対応しているカチオンポリマーのバックボーンであるポリリシンの分子量が 5,000

以上からその効果が観察されている(表4-2)。標識DNAの長さと関係があるかもしれないが、

詳細は検討中である。ALDH2 の検出においてもカチオンポリマーと標識 DNA 及び試料 DNA が

相互作用を起こし、FRET-PHFA における核酸識別性を改善していると考えられた。また、マ

ッチの蛍光挙動が FAM、Alexa594 で右肩上がりになっている理由は蛍光物質の温度依存性、

及び Tris 緩衝液の pH が温度によって変化することで蛍光量が変化しているためだと考え

ている。 

また、図 4-4 の結果から、54 bp の標識 DNA に対し、カチオンポリマーの添加によって

Tm 値が変化していない。したがって、FRET-PHFA の高速化において、Tm 値の変化が直接の

原因になってはいないと考えられる。Choi らは、20 bp 程度の二本鎖 DNA に対しては、
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PLL-g-Dex が Tm 値を 10 ℃程度上昇させる報告をしている[7]。今回の結果とは異なること

から、対象となる DNA の長さやポリリシンの分子量、濃度と Tm 値への変化がなんらかの関

係を有していると考えられる。さらに、グアニジノ化したカチオンポリマーは、標識 DNA

の Tm 値を 15 ℃以上下げている(図 4-9)。Choi ら[7]は、グアニジノ化したカチオンポリマ

ーは、確かに Tm 値を下げる効果はあるが、グアニジノ化されていないカチオンポリマーを

添加するだけで Tm 値が上昇するため、元の DNA の Tm 値よりも低くなることはないことを

報告している。しかしながら、グアニジノ化した PLL-g-Dex（分子量 15,000）では、N/P 比

8 の条件において、Tm 値が劇的に元の標識 DNA の Tm 値よりも下げる効果があることを見出

した。本知見は、DNA の Tm 値操作の観点において興味がもたれるところであり、現在、本

現象を厳密化している。 

今回、カチオンポリマーを添加することにより、標識 DNA 及び試料 DNA の外的環境が変

化し、配列依存的な傾向はあるものの急激な温度変化中(測定時間数十秒)でも標識 DNA の

識別性を向上させることができることを今回示すことができた。 
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図 4-8 超高速な温度変化における FRET-PHFA に与えるカチオンポリマーの効果
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図 4-9 グアニジノ化カチオンポリマーが標識 DNA の Tm 値に与える影響 
上段は、Nucleic Acids Research, 2008, Vol. 36, No. 1 からの抜粋データ、(A)20 bp の
DNA の融解曲線、(B)グアニジノ化依存的な Tm 値の変化を示している。下段は、本研究のデ
ータを示す。 

(A) (B) 

(C) (D) 
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第 5 章 全自動遺伝子解析システム(AMDS)による大腸がん遺伝子変異検出 

5.1  緒言 

 KRAS、BRAF そして PIK3CA 遺伝子変異は、大腸がんに高頻度に認められる変異である。と

りわけ、KRAS 遺伝子変異は、転移性大腸がんのセツキシマブ、パニツムマブなどの抗 EGFR

抗体薬治療の強力な奏功性予測マーカーである。変異解析方法においては、既存方法は、

測定時間が長く、簡単にすべてのがん研究者ならびに病理学者が実行できるものではない。

そこで、我々は、FRET-PHFA の全自動化を目指し、インベーダープラス法をモデルとした、

その場診断 (Point of care testing) 向けの新規、簡便、高感度、且つ全自動の遺伝子解

析システム(Automated Molecular Diagnostic System)の実現可能性検証を行った。本研究

では、大腸がん中の KRAS、BRAF 及び PIK3CA 遺伝子変異検出において AMDS とダイレクトシ

ークエンス(DS)を比較した。 

 解析に用いた DNA は、凍結組織切片(n=89)と FFPE(ホルマリン固定パラフィン包埋)切片

(n= 70)の合計 159 検体から抽出した DNA を用いた。DS で検出された全ての変異(凍結組織

切片 n=41、FFPE 標本切片 n= 27)は、AMDS で 100%検出した。しかし、8 つの凍結組織切片

と 6 つの FFPE 切片は、DS で野生型と判定され、AMDS では変異型と判定した。それらの不

一致の試料をクローニング解析を行い、全て組織切片中に変異があることを確認した。ジ

ェノタイピングのコールレートは、DS では、凍結組織切片では 100 %(89/89)、FFPE 切片で

は 74.3 %(52/70)であったが、AMDS は、どちらの形態の組織切片も 100%であった。また、

凍結組織（n= 41）から、DNA の抽出及び精製を含む全自動解析を行い、全ての変異をわず

か 70 分で検出可能であった。 

 AMDS は、感度や精度の点において DS を上回り、労働時間の多い手動の解析方法よりも簡

便に遺伝子変異を検出することができる。AMDSは、変異解析のPOCT装置として期待される。 

 

 ヒト KRAS がん遺伝子は、大腸がんの 30%以上において変異が生じている。これまでに、
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約 3,000 の遺伝子変異が観察されている[1]。最も高頻度に観察される変異は、KRAS のコド

ン 12(~82%)、13(17 %)に生じる変異であり、それらは、コドン 12 に存在し、大腸がんの増

殖に大きく関与する[2, 3]。BRAF 遺伝子は、RAS/MAPK 経路におけるセリン/スレオニンキ

ナーゼをコードしており、大腸がんに 4-15%の頻度で遺伝子変異(V600E)が観察される。

PIK3CA 遺伝子は、PI3K の触媒ユニットである p110αをコードしており、大腸がんの 10-30%

にその変異が観察される[4-6]。これまでの報告により、KRAS、PIK3CA あるいは BRAF に変

異が生じると大腸がんの予後が悪いことが報告されている[7]。また、再発した大腸がん患

者において PIK3CA に変異が生じていると予後が悪いことも報告されている[8]。 

 セツキシマブ、パニツムマブは大腸がんにとって非常に効果的な分子標的薬である。し

かし、G13D[9]以外の KRAS 遺伝子変異が生じた大腸がん患者には奏功しないことが分かっ

ている[10, 11]。しかしながら、BRAF と PIK3CA に関しては、抗 EGFR 抗体薬の奏功性予測

因子として決定的な臨床結果はまだ出ていない[12, 13]。大腸がん患者の治療効果予測に

おける重要な因子である遺伝子変異を迅速、簡便、正確に検出できる技術は臨床現場に求

められている。これまで、多くの方法が開発されてきているが、非常に操作が煩雑であっ

たり、試薬コストが高かったり、少ない変異しか検出できなかったりする課題を抱えてい

る。例えば、DS は、まだ、塩基配列解析としては業界標準であるが、複数の工程があり、

全自動解析能が低い。また、測定時間が長い。他の新しい方法、例えば、PCR をベースとし

た検査方法[14-17]やシークエンシングベースのもの[18, 19]、融解曲線の一種である

HRM(高解像度融解曲線解析)[20]などは、どれも DS よりも高感度に変異を検出することが

できる。しかし、それらは、人の労力がかかり、簡単に医者が実行できるものではない[21]。

しばしば、それらの検査方法を行うために検査センターに検体を送ることによる時間の消

費により、治療開始が遅れることにもつながる。 

 そこで、我々は DNA 抽出、PCR、遺伝子変異検出、結果判定を全自動で行うことが出来る

遺伝子解析システム(AMDS)を開発した(図 5-1 A：装置、B：チップ、C：カートリッジ、D：
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アッセイ手順)。AMDS は、カートリッジ、分注チップ、DNA チップをセットすれば、DNA 試

料をカートリッジに加えるだけで、判定まで全自動で行うことが出来る。AMDS に用いる DNA

チップは、マイクロ流路を有し、それらが 23 個のウェルに通じている。さらに、そのウェ

ルには遺伝子変異検出に必要な試薬(インベーダープラス)が全て乾燥固定されている。イ

ンベーダープラスは、FEN(フラップエンドヌクレアーゼ)を利用した遺伝子解析方法であり、

様々な遺伝子多型を検出できることが既に報告されている(参考文献)。また、このアッセ

イは、PCR とインベーダー反応[22, 23]をホモジニアスな系にて実行可能であり、PCR 増幅

した産物に対して、インベーダー反応を行うことにより遺伝子変異を識別する。なお、イ

ンベーダープラスを用いた体細胞変異検出は本報告が初めてである。今回の報告では、AMDS

による KRAS、BRAF そして PIK3CA の体細胞変異検出の実現可能性に関して、下記の点から

DS と二重盲比較検証を行った。 

１． 感度  

DS と AMDS によるタイトレーションスタディを行い、検出感度に関して比較を行った。 

２． 信頼性 

大腸がん試料を用いたクリニカルスタディーを実施し、DS と AMDS の判定結果に関して比

較を行った。 

３． 頑健性 

異なる組織固定形態（凍結、FFPE）、DNA の精製度などに寄らず、ロバスト性を確保した

検出が可能か DS と比較した。また、凍結組織標本切片からの全自動解析の実現可能性検証

を行った。 
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図 5-1 AMDS 詳細 (A)、(B)AMDS(DNA チップ、DNA 精製カートリッジと装置本体) (C)AMDS
のアッセイ手順 (D)インベーダーアッセイの原理 (E)判定アルゴリズムの原理 EP：END 
point time、F(EP)：Fluorescence strength at EP、F(JP)：Fluorescence strength at JP、
SR：Signal ratio、RPT: positive ratio threshold 
 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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5.2 材料と方法 

プラスミド 

ヒトの大腸がん細胞中に普遍的に存在する KRAS エキソン 2 のコドン 12、13 に生じる 7 つ

のノンシノニマスな点突然変異(G12A、G12C、G12D、G12R、G12S、G12V、G13D)、BRAF のエ

キソン 15 の V600E のホットスポットのノンシノニマスな点突然変異、PIK3CA のエキソン 9

のヘリカルドメインをコードしている E542K、E545K、E545G、及びキナーゼドメインのエキ

ソン 20 の H1047L と H1047R のノンシノニマスな点突然変異を検出対象とした。AMDS を評価

するために、それらの野生型、変異型をプラスミド pCR®2.1(インビトロジェン)に工学的に

クローンして調製した。なお、合成されたプラスミド DNA は、DS により配列を検証してい

る。これらのプラスミドに挿入した産物長は 300 bp であり、全長 4.2 kb である。これら

のプラスミド DNA は TE 緩衝液に溶解後、使用前まで-20℃で保管されたものを用いた。 

 

大腸がん試料 

 本検証に用いた大腸がん(mCRC)組織、凍結試料(89 検体)、パラフィン包埋試料(70 検体)

は、シカゴ大学医学部の HμMan Resource Center から提供された。全ての検体は大腸、結

腸がんと病理学的に診断されており、全て原発巣の組織である。それらの検体はマニュア

ルマイクロダイセクションされておらず、がん化したと思われる部位を目視で切除し、ミ

クロトームによりスライス(1.0 cm2 × 10μM)した試料である。 本研究はシカゴ大学の

Institutional Review Board(IRB)により承認されているものである。 

 

AMDS 

 AMDS は、PCR とインベーダーアッセイ試薬入りの 23 の反応場を設けた DNA チップをベー

スとした全自動遺伝子解析システムである(図 5-1 の A と B)。AMDS の測定手順を図 5-1 の C

に示す。AMDS の基本測定手順は、１．カートリッジでの DNA 抽出、２．DNA 抽出液を DNA



 94

チップに送液後、遠心により DNA 抽出液を各ウェルに分配、その後、ミネラルオイル送液

し、遠心によりオイル封止、 ３．PCR、４．インベーダー反応、５．結果判定 までを全

自動で解析可能である。PCR 条件は、93 ℃、120 秒の初期変性後、93 ℃、31 秒、66 ℃、

16 秒のステップを 30 サイクルあるいは、35 サイクル行った。その後、taq 失活のために

97 ℃、120 秒の変性工程後、61 ℃、600 秒間、インベーダー反応による FAM、RED のシグ

ナルをそれぞれ 30 秒間に 1回ずつ計測した。なお、AMDS は FAM (490nm 励起、520nm 計測)、

RED（580 nm 励起、595 nm 計測）、それぞれの独自のフィルタを搭載している。 

 

DNA チップと DNA 精製カートリッジ 

 本検証に用いた分析チップと DNA 精製カートリッジはクリーンルーム(ISO class 8)内で

全て作製した。それぞれのウェル容量は 12 μl であり、インベーダープラスに必要な試薬

がトレハロース水溶液に溶解した状態で乾燥固定されている。試薬組成は 1ウェルあたり、

1 M の MOPS(同仁化学研究所)緩衝液(PH7.7)を 0.1 μl、10 mM each dNTP(ロッシュ社)を

0.05 μl、1 M トレハロース(林原工業)水溶液を 0.96 μl、20×オリゴミックスを 0.60 μ

l、5.0 U/ μl の Hawk taq(ロッシュ社)を 0.22 μl、15,000U/ μl のクリベース 2.0 (TWT

社)は 0.04 μl となっており、合計 1.99 μl の試薬混合液をウェルに分注し、乾燥固化さ

せた。20×オリゴミックスは、100 μM の probe(野生型用)を 0.06μl、probe(変異型用)

を 0.06 μl、10 μM のインベーダーオリゴを 0.06 μl、100 μM のフォワードプライマー

を 0.12 μl、100 μM リバースプライマーを 0.12 μl、50 μM の FRET(蛍光共鳴エネルギ

ー移動)カセット(FAM)を 0.06 μl、50μM の FRET カセット(RED)を 0.06 μl、DW を 0.06 μ

l の試薬組成となっている。なお、プライマーやインベーダーオリゴ、そしてプローブは全

て、TWT 社のインベーダー設計ソフトにより設計した。また、反応系のポジティブコントロ

ールとして TCF4 を用いた。各オリゴセットとオリゴの配列を表 5-1 に示す。 

 DNA 精製カートリッジは、溶解緩衝液、洗浄緩衝液、希釈緩衝液と 3つの試薬が封入され
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ている。溶解緩衝液は、グアニジン塩酸塩、Tris-HCl（pH 6.8）、EDTA、Triton X-100、DDW

（DNase free）構成されており、細胞の溶解に伴う DNA の抽出を行った。本法は、カオト

ロピック効果を利用した DNA 生成方法である[24, 25]。洗浄緩衝液は、抽出した DNA を吸

着しているグラスフィルタを洗浄するためのもので、試薬は Tris-HCl 緩衝液(シグナアル

ドリッチ)（pH 7.5）、EDTA、NaCl、Ethanol、DDW（Lonza 社）で構成された。グラスフィル

タ洗浄、乾燥後、DDW にて DNA を溶出し、MgCl2(シグマアルドリッチ)、NaCl(シグマアルド

リッチ)、DDW（Lonza 社）で構成される希釈緩衝液にて精製 DNA を希釈し、調製された 270

μl の試料液を DNA チップに送液を行った。なお、この時、各ウェルの MgCl2の終濃度は 6.25 

mM、NaCl の終濃度は 20 mM となるようにした。 

 

InvaderPlus アッセイの変異検出原理 

 図 5-1 の D にインベーダーアッセイによる変異検出原理を示す。PCR とインベーダーアッ

セイは、一つの反応系にて完結することができる。試料の DNA を PCR にて増幅後、Taq 伸張

酵素を失活させ、インベーダーアッセイにより産物中の変異を検出する。インベーダーオ

リゴとアレルプローブが PCR 産物の片方の DNA 鎖にハイブリダイゼーションすることによ

って生じた立体構造をフラップエンドヌクレアーゼ(クリベース)が認識する。このとき、

増幅産物の配列とアレルプローブが一致する場合は、クリベースが働き、アームの配列の

部分をカットする。カットされたアーム配列は、自己ループ型の FRET カセットに再ハイブ

リダイゼーションすることにより、再度クリベースが FRET カセット内の蛍光物質と消光物

質との間の配列を切断し、蛍光物質が消光物質から離脱することにより蛍光を生じる。一

方、アレルプローブと増幅産物の配列が一塩基でも異なる場合は、クリベースはその立体

構造を認識することができず、蛍光を発しない。反応系においては、2 種類 FRET カセット

(FAM と RED)を用いて、二つのアリルを識別することが可能である。 
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判定方法 

 AMDS の基本判定アルゴリズム原理と手順に関して、図 5-1 の E に示す。ある遺伝子変異

に関して陽性か陰性かを判定するための、第 1段階としては、測定終点の F[EP]が、所定の

閾値(F[NT])よりも小さいか大きいかを判定する。F[EP]が F[NT]を下回った試料 Dは、陰性

となる。F[EP]が F[NT]を上回った試料 A～Cに関しては、以下の式により、反応性を数値化

し、それを指標にして判定を行った。 

Signal Ratio = F [JP] / F [EP] 

この式により、EP のシグナルと判定点(JP)のシグナル比を算出する。したがって、この

SR が所定の閾値以下である、試料 Cは陰性、試料 A、Bは陽性となる。今回の臨床性能試験

における各遺伝子変異の閾値(THR)は、プラスミド DNA の 5 %試料の結果を反映し、判定を

行った。各 THR は、表 5-2 に示す。 

 

ダイレクトシークエンス(DS) 

 DS 用の各プライマー配列は、KRAS(フォワード)： 5’GAATGGTCCTGCACCAGTAA3’、KRAS(リ

バ ー ス ) ： 5 ’ -GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA-3 ’、 BRAF( フ ォ ワ ー ド ) ：  5 ’

-TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG-3’、BRAF(リバース)： 5’ -AGCATCTCAGGGCCAAAAAT-3’、

PIK3CAex9(フォワード)： 5’-CTGTGAATCCAGAGGGGAAA-3’、 PIK3CAex9(リバース)： 5’

-ACATGCTGAGATCAGCCAAAT-3’、 PIK3CAex20(フォワード)： 5’-ATGATGCTTGGCTCTGGAAT-3’、 

PIK3CAex11(リバース)： 5’-GGTCTTTGCCTGCTGAGAGT- 3’を用いた。各 PCR 産物の長さは、

KRAS：214 bp、BRAF：228 bp、PIK3CAex9：269 bp、PIK3CAex20：273 bp で、PCR 条件は、

95℃ 10min の前変性後、94 ℃ 20 秒, 60 ℃ 20 秒, 72℃ 30 秒を 40 サイクル行い、72 ℃ 

10 分の伸長反応を行った。シークエンス解析は ABI3730(アプライドバイオシステムズ)を

用いて、ビッグダイターミネーター法によるサイクルシークエンシングを行った。 
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プラスミドを用いた AMDS の検出感度試験 

AMDS の感度を把握するために、プラスミド DNA を用いた感度試験を行った。野生型のプ

ラスミドDNAと変異型のプラスミドDNAを図5-2の Aのように混合し、合計のDNA量が1 fg/

ウェル、10 fg/ウェル、100 fg/ウェルとなるように添加した。なお、その試料中に、10 ng/

μlの濃度のキャリアDNAとしてサケ精子由来DNA (シグマアルドリッチ)を共存させた (終

濃度 10 ng/μl)。混合したプラスミド試料組成は、10 fg/μl のプラスミド DNA を 30μl、

500 mM の NaCl(シグマアルドリッチ)を 12 μl、100 mM の MgCl2 (シグマアルドリッチ)を

18 μl、DW を 270 μl とし、混合後、そのうち 270 μl を DNA チップに送液した。また、

バックグラウンドシグナルの検証に用いたヒトゲノムは Novagen human genome DNA(EMD

バイオサイエンス)を用いて、反応系において 1 ng/ウェル、10 ng/ウェル、100 ng/ウェル

となるように調製した。 

 

臨床性能評価 

 AMDS の臨床性能評価に関して DS と比較した実験デザインを図 5-2 の B に示す。凍結組織

標本切片(n=89)からの DNA 抽出は、QIAamp® DNA Micro Kit (Qiagen, Valencia, CA)を用

いて、DNA の抽出及び精製を行い、各試料 1 ng/μl の DNA 濃度に調製した。DNA チップへ

の送液試料の組成は、10 ng/μl の精製 DNA を 30 μl、500 mM の NaCl を 12 μl、100mM の

MgCl2を 18 μl、DW を 270 μl とし、混合後、270 μl を DNA チップに送液した。また、 FFPE

標本切片(n=70)からは、Epicentre QuickExtractTM (IluMina )を用いて抽出し、原液を

50 倍希釈したものを調製した。なお、このキットは精製工程を含まないため、DNA 試料は

非常にクルードである。DNA チップへの送液試料の組成は、原液 50 倍希釈の抽出 DNA を 30 

μl、500 mM の NaCl を 12 μl、100 mM の MgCl2を 18 μl、DW を 270 μl とし、混合後、270 

μl を DNA チップに送液した。 
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クローニング解析 

 DS と AMDS の変異ステイタスが異なる試料(n=14)に関して、クローニング解析を行った。

各 DNA 試料を鋳型として、DS で用いた同様のプライマーを用いて、KRAS、BRAF、そして

PIK3CA(エキソン 9と 20)のそれぞれの PCR 産物を調製した。用いたプライマー配列を表 5-3

に示す。用いた伸張酵素は、GoTaq (プロメガ社)と PrimeStar (タカラバイオ社)を用いた。

その後、平滑末端処理にて pUC118/HincⅡ、pMD19/EcoRV のベクターにインサートを行った。

インサートクローンの確認は青白判定でスクリーニングし、各試料につき 192 個のコロニ

ーをランダムにピックアップし、グリセロールストックとして調製した。その 192 のグリ

セロールストックから RCA(ローリングサイクル増幅)を Illustra TempliPhi DNA 

Amplification kit(GE ヘルスケア社)行い、その産物について DS を行い塩基配列解析を行

った。DS は、ABI3730x1(Applied Biosystems 社)を用いた。 

 

凍結組織からの全自動解析 

 AMDS による全自動体細胞変異解析を実証するため、大腸がん凍結組織標本切片 41 検体か

ら、約 1 mg の組織をガラスホモジナイザーで 20 秒間、すりつぶし、200 μl の DW で溶解

させ、そのホモジネート全量を抽出カートリッジに供し、AMDS にて全自動解析を行った。

なお、本大腸がん凍結組織標本は、臨床性能評価で用いた患者試料と同一であるが、別切

片を用いた。 

 

統計解析 

 統計解析は、検出力とκ係数[26]を算出し、DS と AMDS による変異検出における偶然の一

致率を計算した。 
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表 5-1 本研究で用いたオリゴ 

Sequence (5’ ➝ 3’)

F-Primer AGTCACATTTTCATTATTTTTATTATAAGGCCTGCTGAAAATGA
R-Primer TCGTCCACAAAATGATTCTGAATTAGCTGTATCG
G12A
Allele Probe (Mt) CGCGAGGCCG_CTGGCGTAGGCAAG
Allele Probe (Wt) ACGGACGCGGAG_GTGGCGTAGGCAAG
Invader Oligo GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG
G12C
Allele Probe (Mt) CGCGAGGCCG_TGTGGCGTAGGCAA
Allele Probe (Wt) ACGGACGCGGAG_GGTGGCGTAGGC
Invader Oligo TGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTG
G12D
Allele Probe (Mt) CGCGAGGCCG_ATGGCGTAGGCAAGA
Allele Probe (Wt) ACGGACGCGGAG_GTGGCGTAGGCAAG
Invader Oligo GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG
G12S
Allele Probe (Mt) CGCGAGGCCG_AGTGGCGTAGGCAA
Allele Probe (Wt) ACGGACGCGGAG_GGTGGCGTAGGC
Invader Oligo TGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTG
G12V
Allele Probe (Mt) CGCGAGGCCG_TTGGCGTAGGCAAGA
Allele Probe (Wt) ACGGACGCGGAG_GTGGCGTAGGCAAG
Invader Oligo GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG
G13D
Allele Probe (Mt) CGCGAGGCCG_ACGTAGGCAAGAGTGC
Allele Probe (Wt) ACGGACGCGGAG_GCGTAGGCAAGAGTG
Invader Oligo TTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGG
FRET (Arm 6) FAM-TCT-Q-AGCCGGTTTTCCGGCTGAGA_CGGCCTCGCG-NH2
FRET (Arm 3) RED-TCT-Q-TCGGCCTTTTGGCCGAGAGA_CTCCGCGTCCGT-NH2

F-Primer TGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGATA
R-Primer ACAAAATGGATCCAGACAACTGTTCAAACTGATG
V600E
Allele Probe (Mt) CGCGCCGAGG_TCTGTAGCTAGACCAAAATC
Allele Probe (Wt) ACGGACGCGGAG_ACTGTAGCTAGACCAAAATC
Invader Oligo GGACCCACTCCATCGAGATTTCC
FRET (Arm 1) FAM-TCT-Q-AGCCGGTTTTCCGGCTGAGA_ CCTCGGCGCG-NH2
FRET (Arm 3) RED-TCT-Q-TCGGCCTTTTGGCCGAGAGA_CTCCGCGTCCGT-NH2

F-Primer (exon9) GGAAAATGACAAAGAACAGCTCAAAGCAATTTCT
R-Primer (exon9) TGCTGAGATCAGCCAAATTCAGTTATTTTTTCTGT
E542K
Allele Probe (Mt) ACGGACGCGGAG_TAGAGAGAGGATCTCGTG
Allele Probe (Wt) CGCGCCGAGG_CAGAGAGAGGATCTCGT
Invader Oligo GAAAATCTTTCTCCTGCTCAGTGATTTA
E545K
Allele Probe (Mt) ACGGACGCGGAG_TAGTGATTTCAGAGAGAGGA
Allele Probe (Wt) CGCGCCGAGG_CAGTGATTTCAGAGAGAGG
Invader Oligo GACTCCATAGAAAATCTTTCTCCTGCTA
E545G
Allele Probe (Mt) ACGGACGCGGAG_CCAGTGATTTCAGAGAGAG
Allele Probe (Wt) CGCGCCGAGG_TCAGTGATTTCAGAGAGAG
Invader Oligo TGACTCCATAGAAAATCTTTCTCCTGCA
F-Primer (exon20) ACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA
R-Primer (exon20) TCTCAGTTATCTTTTCAGTTCAATGCATGCTGTT
H1047L
Allele Probe (Mt) ACGGACGCGGAG_CGTGCATCATTCATTTGT
Allele Probe (Wt) CGCGCCGAGG TGTGCATCATTCATTTGTTT
Invader Oligo TTGTTGTCCAGCCACCATGAG
H1047R
Allele Probe (Mt) ACGGACGCGGAG_AGTGCATCATTCATTTGTTT
Allele Probe (Wt) CGCGCCGAGG_TGTGCATCATTCATTTGTTT
Invader Oligo TTGTTGTCCAGCCACCATGAG
FRET (Arm 3) FAM-TCT-Q-AGCCGGTTTTCCGGCTGAGA_CTCCGCGTCCGT-NH2
FRET (Arm 1) RED-TCT-Q-TCGGCCTTTTGGCCGAGAGA_ CCTCGGCGCG-NH2

F-Primer TTCCACCGTTCTTTCTTACCGCACTG
R-Primer CCCCCAGTCTCCAAAAATCCGATTGT
Allele Probe CGCGCCGAGG_TGCTAAAATGCATCACCA
Invader Oligo TTGTTGTCCAGCCACCATGAG
FRET (Arm 1) FAM-TCT-Q-AGCCGGTTTTCCGGCTGAGA_ CCTCGGCGCG-NH2

KRAS mutation

Sequence (5’ ➝ 3’)BRAF mutation

Sequence (5’ ➝ 3’)PIK3CA mutation

Sequence (5’ ➝ 3’)Positive control

 

Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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表 5-2 AMDS の各変異型の判定閾値 

2x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x105NT

4.0

0.985

H1047L

5.0

0.806

E545K

3.0

0.909

G13D

3.5

0.539

V600E

4.0

0.950

E542K

5.0

0.801

E545G

4.0

0.972

G12D

3.0

0.937

G12R

3.0

0.837

G12S

3.0

0.889

G12V

3.0

0.835

G12C

3.0

0.841

G12A

3.0
JP

(min)

0.921RPT

H1047R

2x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x1052x105NT

4.0

0.985

H1047L

5.0

0.806

E545K

3.0

0.909

G13D

3.5

0.539

V600E

4.0

0.950

E542K

5.0

0.801

E545G

4.0

0.972

G12D

3.0

0.937

G12R

3.0

0.837

G12S

3.0

0.889

G12V

3.0

0.835

G12C

3.0

0.841

G12A

3.0
JP

(min)

0.921RPT

H1047R

 

Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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表 5-3 クローニング解析に用いた PCR プライマー 

KRAS mutation

F-Primer-1* GAATGGTCCTGCACCAGTAA 
R-Primer-1* GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA
F-Primer-2** GGATCTTCCAGAGATATCGAATGGTCCTGCACCAGTAA
R-Primer-2** CTGCCGTTCGACGATATCGTGTGACATGTTCTAATATAGT

F-Primer-1* TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG
R-Primer-1* AGCATCTCAGGGCCAAAAAT

F-Primer-1* CTGTGAATCCAGAGGGGAAA
R-Primer-1* ACATGCTGAGATCAGCCAAAT
F-Primer-2** GGATCTTCCAGAGATATCCTGTGAATCCAGAGGGGAAA
R-Primer-2** CTGCCGTTCGACGATATCACATGCTGAGATCAGCCAAAT

BRAF mutation

Sequence (5’ ➝ 3’)

Sequence (5’ ➝ 3’)

PIK3CAex9 mutation Sequence (5’ ➝ 3’)

 
プライマー1 は、Gotaq にて増幅した際のプライマー、プライマー2 は、PrimeStar を用い
て増幅した際のプライマーで、下線部はベクター特異的な配列を示す。 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 



 102

5.3 結果 

プラスミドを用いた AMDS と DS の検出感度の比較 

 AMDS の検出感度に関して検証を行うために、野生型と変異型のプラスミド DNA を混合し

て種々の変異割合の試料を用いて DS と AMDS により実施した。DS による体細胞変異解析に

関して、これまでに 20～30 %以下の体細胞変異検出が困難であることが報告されているが、

我々の結果においても、25 %以下の変異検出は困難であることが分かった(図 5-2 の C)。特

に各試料の 5%のピークは、検出されない、もしくはノイズとの差別化することが難しい。

一方、AMDS による挙動は、5 %のシグナルを明らかに検出することができ、最大 0.5 %の KRAS

遺伝子変異を検出できた(図 5-2 の D)。 
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図 5-2 AMDS の評価 (A)プラスミド DNA 対とレーションスタディ  
プラスミドは 13 の種類の変異型と 4種類(KRAS1、BRAF:1、PIK3CA:2)野生型を用いた。(B)70
の FFPE 切片と 89 の凍結組織切片をそれぞれ、EpicentreQuickExtract と QIAamp DNA Micro 
kit から DNA を抽出あるいは精製した。破線の 41 検体は、凍結組織から AMDS により全自動
解析を行った。なお、その際の組織はニードルにより 1mg 程度パンチして得たものを試料
とした。(C)DS による KRAS(G13D)の検出結果。反応に供したプラスミド DNA は 1fg/反応と
した。(D)AMDS による KRAS(G13D)の検出結果。反応に供したプラスミド DNA は 1fg/反応と
した。(◇; mt 100%, ○; mt 50%, △; mt 25%, □; mt 5%, ＊; mt 1%, +; 0.5% and ×; 
mt 0%) (E)試料 ID56754 の DS の波形データ(フォワード、リバース) (F)AMDS による
ID56754 からの検出結果。 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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臨床性能評価における AMDS と DS の検出感度の比較 

 AMDS による体細胞変異検出の実現可能性検証を 153 名の大腸がん患者の凍結標本切片

(n=89)、FFPE 標本切片(n=70)を用いて実施した。6名の患者は FFPE 切片と凍結組織切片の

どちらも解析を行った。本臨床性能比較評価は、二重盲目試験で行った。表 5-4~6 に KRAS、

BRAF 及び PIK3A の２ｘ２比較を示す。DS で検出できた凍結組織切片（合計 n=41、46.0%）

あるいは、FFPE 組織切片(n= 27、38.5 %)中の全ての変異を AMDS にて 100.0 %検出した。

AMDS で野生型とし、DS で変異型とした試料はなかった。さらに、AMDS は DS で検出できな

かった凍結組織切片(n= 8、9.0 %)、FFPE 組織切片(n= 6、8.6 %)中の変異を検出した。表

5-7 に示すように、KRAS と PIK3CA の遺伝子変異が共存している患者が 153 名中 3 名いた

(3.9 %)。さらに、それらの PIK3CA 遺伝子変異は E545K 特異的であった。 

 DS と AMDS の不一致試料の典型的なデータを図 5-2 の E と Fに示す。この試料は、フォワ

ード方向の解析ではわずかに変異のシグナルが観察されたが、リバース方向からは変異の

シグナルが消失した。対照的に、AMDS での検出は非常に明瞭に陽性と分かるものであった。 

 

DS と AMDS の不一致試料のクローニング解析 

 AMDS による解析にて、DS と異なる変異ステイタスを示した KRAS、BRAF の試料に関してク

ローニング解析を実施し、AMDS の信頼性確認を行った(図 5-3A と B)。クローニング解析に

おけるエラーレート(ER)は、塩基置換数/(各インサート長 × クローンシークエンスが成

功した数)にて算出した。この ER よりも低い、変異検出率は伸張酵素の読み違いエラーで

あるとみなした。ERは各試料で変動した(Gotaq：0.16 %～0.29 %、PrimeStar：0.03 %- 0.06 %)。

PrimeSTAR は 3’- 5’エキソヌクレアーゼ活性があるため、エラーレートは GoTaq に比べ

て低い。全ての試料から、遺伝子変異が、それぞれの ER よりも高い出現頻度で観察された

(図 5-3A と B)。この結果から AMDS で、変異陽性、DS で野生型とした KRAS、BRAF の遺伝子

に確実に変異が生じていることを証明した(p=1.04 × 106)。これにより、臨床性能評価に

関しても、AMDSがDSよりも高感度に体細胞変異検出を行えることが示された。本研究では、
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臨床性能評価を行う上で統計学的に試料サイズは十分である。なぜならば、表 5-4~6 に示

すように KRAS、BRAF、PIK3CA の検出力はそれぞれ、0.96、0.97、0.94 であり、κ係数も

0.91、0.67、0.70 となったことから偶然である可能性が低いことが分かるためである。 

 図 5-3C に、153 名の大腸がん患者の変異頻度をべん図に示した。KRAS は 28.7%(44/153)、

BRAF は 2.5 % (4/153)、PIK3CA は 10.1 % (16/ 153)の出現頻度であった。そのうち、KRAS

と PIK3CA の遺伝子変異が共存した患者は、3.9 % (6/ 153)であった。 

 AMDS と DS の頑健性については、異なる方法にて調製した DNA を用いて検証した。Qiagen

社の試薬キットは精製 DNA であるが、Epicentre 社の試薬キットは抽出 DNA である。凍結組

織切片のジェノタイピングコールレートは、DSは 100.0%(89/89)、FFPE 組織切片では、74.3 % 

(52/ 70)であった。AMDS は、再試験はなく、1 回目の試験にて、凍結組織、FFPE 組織切片

ともに 100.0 %であった。図 5-4A に G13D の検出結果を示す。この試料は同一患者のもので、

DS での解析では、FFPE 切片にて波形が乱れ、3回テストして、いずれも成功しなかったが、

AMDS は、どちらの検体からも明瞭な陽性シグナルが観察された。DS では 18 の試料を再テ

ストし、そのうち 10 の試料は解析できたが、残りの 8つの試料に関しては、解析不能であ

った。8 試料のうち 7 試料が BRAF 遺伝子の配列解析ができなかった。残り 1 試料は、KRAS

と PIK3CA が解析不能であった。 

 試料の濃度に対する頑健性の検証として、プラスミド DNA を過剰に反応系に添加して検

証を行った(図 5-4B)。5 %のシグナルを 1 fg/ウェル-100 fg/ウェルとブロードな試料濃度

においても明瞭に検出が可能であった。ここで 1 fg/ウェルに存在するプラスミド DNA のコ

ピー数は、210 コピーで、ヒトゲノムに換算すると 0.63 ng となる。臨床性能試験で用いた

凍結組織切片中の精製 DNA は 10 ng/ウェルとなるように添加しており、この検証の範囲内

で実行している。また、バックグラウンドシグナルも、ヒトゲノム DNA 濃度依存的に増加

する傾向は観察されなかった(図 5-4C)。 
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AMDS による大腸がん凍結組織標本切片(n=41)を用いた全自動解析の実現可能性検証 

 AMDS により凍結組織ホモジネートから全自動で解析を行えるかどうかを検証した。結果

を表 5-5 に示す。臨床性能評価にて、キアゲンキットで抽出、精製した DNA を用いた TGA

の結果と DNA 精製カートリッジを用いた全自動解析との各遺伝子変異検出率の比較を行っ

た。全て結果が一致し、且つ、DS で検出できなかった遺伝子変異を全て検出(5/ 41)された

ことから、AMDS による大腸がん組織ホモジネートからの体細胞変異検出は約 1 mg の大腸が

ん組織ホモジネートがあれば実行可能であると言える。 

 表 5-4 KRAS 遺伝子変異検出 (DS v.s. AMDS) 

 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 

 

表 5-5 BRAF 遺伝子変異検出 (DS v.s. AMDS) 

 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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表 5-6 PIK3CA 遺伝子変異検出 (DS v.s. AMDS) 

 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 

 

 

 

 

表 5-7 多重遺伝子変異(凍結組織切片、FFPE 組織切片) 

 
 Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 

 



 108

 

図 5-3 クローニング解析と臨床検体の遺伝子変異まとめ  
(A) 凍結組織切片のクローニング解析結果 (B)FFPE 組織切片のクローニング解析結
果 PCR は、凍結組織切片の ID=56756、ID=63440、そして、FFPE 組織切片である ID=41947、
ID=7053306 に関して、PrimeSTAR を用いた。残りの検体は、GoTaq を用いた。試料中の潜在
的な変異の割合は、（標的変異のシークエンスの数/コロニーをピックアップした内の成功
したシークエンス数）とした。 (C) KRAS、BRAF、PIK3CA 遺伝子頻度のべん図。 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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図 5-4 AMDS の頑健性  
(A) DS と AMDS の結果(同一患者、異なる検体、異なる DNA 調製方法) (B) AMDS のプラ

スミド DNA の解析結果 5%の変異型(●；100fg/ウェル、■；10fg/ウェル、▲；1fg/
ウェル)、野生型(○；100fg/ウェル、□；10fg/ウェル、△；1fg/ウェル) (C)AMDS
によるヒトゲノムの解析 野生型(○；100ng/ウェル、□；10ng/ウェル、△；1ng/ウ
ェル) 

 
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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(B) 表 5-8 キアゲンキットと AMDS の DNA 精製カートリッジの比較 

  
Reprinted from PLoS one, Vol 8, shiro kitano et al., A Novel Fully Automated Molecular 
Diagnostic System (AMDS) for Colorectal Cancer Mutation Detection, e62989, Copyright 
(2013), with permission from PLOS. 
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5.4 考察 

 FRET-PHFA の全自動化を目指し、インベーダー反応をモデルとした全自動遺伝子解析シス

テムである AMDS の実現可能性検証として、大腸がん患者の二つの異なる形態の 159 の検体

を用いた臨床性能評価を行った。 我々のデータは、DS よりも AMDS の方がより高感度であ

ることを示唆している。これは、変異の割合が少ない検出において非常に重要なことであ

る。図 5-4B と C では、AMDS は 100 倍の濃度差があっても検出が可能であることを示し、さ

まざまな試料濃度に対応できることを示した。さらに、FFPE 組織切片は、ホルマリンで固

定することから、DNA とタンパク質が架橋的に結合して、それらは、DNA の断片化を引き起

こす。このことが原因で FFPE の臨床検体は、通常のゲノム DNA よりも品質が悪く、PCR 効

率が低下することが報告されている[27]。図 5-3、図 5-4A では、AMDS は、臨床検体の種類

によらず、DS よりも高感度で変異を検出可能であることが示された。 

 加えて、AMDS は、大腸がん凍結組織から全自動で KRAS、BRAF、PIK3CA を解析可能であっ

た。1mg 程度の凍結組織を実験に用いていることから、内視鏡などで得た生検試料にも対応

できると推測される。したがって、AMDS による変異解析システムは、非常に簡便で、一定

の手技も必要とせず、誰でも検出が可能である。 

 もうひとつ重要な点として、クローニング解析において、クローニング解析において、

我々は GoTaq を用いたがエラーレートが高かった。一方で、PrimeSTAR では、エラーレート

が Taq 伸張酵素の 10 倍程度低い結果となった。この結果は、セルフリーDNA 中の遺伝子変

異の高感度変異検出時には、校正機能つきの伸張酵素を用いるべきだろう。 

 153 名の大腸がん患者中の変異パターンは既報とおおむね一致した[28-30]。我々は、KRAS

と PIK3CA の多重遺伝子変異に関心を持った。例えば、153 名のうち 6 名(3.9%)は、2 つ、

あるいは 3 つの遺伝子変異を有していることになる。これは KRAS と PIK3CA は、がん化の

相乗効果を示す報告[30, 31]を補足する結果である。さらに、二つの試料は KRAS の G13D

の遺伝子変異と PIK3CA の E545K と、あるいは、E542K を持っている。これまでに、G13D は、
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KRAS遺伝子変異の中でも野生型と同じような抗EGFR抗体薬に対する奏功性を示すと報告さ

れている[9]。しかし、KRAS 遺伝子変異と PIK3CA のヘリカルドメインに遺伝子変異が存在

した場合、PI3K 経路が RAS-PI3K によって活性化[13, 30]され、抗 EGFR 抗体薬の効果が得

られないことも推測できる。すなわち、抗 EGFR 抗体薬の治療効果予測因子として KRAS だ

けでなく、PIK3CA 遺伝子変異も観察されるように将来はなるかもしれない。さらに、試料

ID51950 は 3 つの変異を有しているが、PIK3CA の E542K と E545K は、それぞれ独立した遺

伝子上に存在することがクローニング解析により分かった。これは、がんのヘテロジェナ

イティー(不均一性)を指すものであり、このタイプの多重変異は、COSMIC( Catalogue of 

Somatic Mutations in Cancer)にも報告されていない。 
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第6章 結論 

臨床応用を目指した新規がん遺伝子変異検出方法を開発するにあたり、「高感度化」、「頑

健性」、「迅速性」、「臨床性能」、「全自動化」のキーワードを掲げて研究を展開してきた。

研究成果として、第 2 章では、競合ハイブリダイゼーションを利用した新規遺伝子変異検

出方法である FRET-PHFA を開発し、変異検出精度及び感度において、既存の検出方法と同

等以上の性能を有することを確認した。さらに、第 3 章では、それらの方法をシカゴ大学

医学部と共同で臨床性能評価を行い、種々のがん組織からも KRAS 遺伝子変異を検出できる

ことが確認された。これらの結果を持って、凸版印刷の子会社である理研ジェネシス社は、

２０１２年に国内三番目の KRAS 遺伝子変異検出キットとして FRET-PHFA を薬事申請し、承

認を受けた。その後、ヨーロッパ CE マーク(IVD)も取得することが出来た。現在、国内外

に試薬キットを販売している。本研究で開発した手法が実際の臨床検査で使われている。

第 4章では、カチオン性くし型共重合体を用いて、FRET-PHFA の課題である厳密な温度管理

を必要としない、超高速遺伝子変異検出が可能であることを示唆し、わずか終十秒で遺伝

子変異を検出できることを確認した。本研究から興味深い知見が得られているため、引き

続き厳密化の研究を継続したい。 

第 5 章では、将来的に FRET-PHFA の全自動化を目指し、まずは、実現可能性検証とし

てインベーダー法を用いた全自動遺伝子検査システム (AMDS) による臨床性能評価をシ

カゴ大学と共同で行った。本成果をもとに AMDS による KRAS 遺伝子変異検出に関して薬事

承認準備中である。また、本研究で得られた知見から FRET-PHFA の全自動化についても取

り組んでいる。 

  

1984 年に発明された PCR[1]は、分子生物学、遺伝子工学の研究手法に革命をもたらし、

ゲノム解読ならびに次世代シーケンサーなどの遺伝子配列解析技術革新に主要な役割を果

たしてきた。検査の現場からはイムノクロマトグラフィーなどに代表される免疫検査と同
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じように“血液 1滴を垂らせば結果がわかる遺伝子関連検査”を求める声も強い。そのよ

うな現場のニーズに答えるためには、さらなる格段の技術革新が必要である。さらに、ヒ

トの遺伝子関連検査に関しては、全ゲノムシークエンシングが低価格化し、従来の検出技

術にとって変わるのではないかとの声も聞かれるようになっている。このような状況の中、

核酸検出技術がさらに簡便化、高精度化、高機能化、低価格化に向け発展することを期待

したい。 

 

1. Leslie, A.G., et al., Polymorphism of DNA double helices. J Mol Biol, 1980. 143(1): 

p. 49-72. 

 

 



 118

研究業績 

 論文リスト(主)  

1. Kitano, S., Nakayama, M., Yamane, A., Tsukahara, Y., and Amano, M. (2011) Detection 

of DNA mutations by fluorescence resonance energy transfer-based preferential homoduplex 

formation assay, Anal Biochem 408, 197-205. 

2. Kitano, S., Myers, J., Nakamura, J., Yamane, A., Yamashita, M., Nakayama, M., Tsukahara, 

Y., Ushida, H., Liu, W., Ratain, M. J., and Amano, M. (2013) A novel fully automated 

molecular diagnostic system (AMDS) for colorectal cancer mutation detection, PLoS One 8, 

e62989. 

3. Kitano, S., Yamane, A., Shimada, N., Nakayama, M and Maruyama, A. (2014) Ultra fast 

Detection of DNA mutations by FRET-PHFA Assisted with Cationic Comb-type Copolymers, 

Chemistry Letters, In preparation. 

4. Kitano, S., Liu,W., Ratain, M. J., and Nakayama, M. (2014) Clinical validation of 

FRET-PHFA for personal colorectal cancer treatment, Anal Biochem, In preparation. 

 

 論文リスト(参考) 

1. 北野史朗. (2013) 全自動遺伝子解析システムによる大腸がん分子標的効果予測, Medeical 

Science digest, 39, 284-287. 

2. 北野史朗. (2014) 全自動遺伝子解析システムによる大腸がん向けリキッドバイオプシ, Bio 

clinica 29, 80-82. 

3. Kitano, S., Iwai,T., Nakayama. M., and Yamada, T. (2015) An Ultrasensitive Molecular 

Diagnostic Method of Blood Biopsy for Personalized Real-time monitoring of Colorectal 

Cancer, Clin Cancer Res, In preparation. 

 

 

 学会参加リスト (海外) 

1. Kitano, S., Yamane, A., Masahiko, A., Shimada, N., and Maruyama, A. (2010) Ultra fast 

Detection of DNA mutations by FRET-PHFA Assisted by Cationic Comb-type Copolymers, 37th 

ISNAC, poster presentation 

2. Kitano, S., Nakamura,J., Yamane, A., Amano, M., Ratain, M. J., and Liu, W. (2010) Simple 

and cost-effective somatic mutation detection method for clinical cancer treatment, 8th 

AACR-JCA joint conference, poster presentation 

3. Kitano, S., Myers,J., Amano, M.,  Ratain, M. J., and Liu, W. (2011) A Novel Fully 

Automated Molecular Diagnostic System for Personalized Treatment of Colorectal Cancer, 

ESMO 2011, poster presentation 



 119

4. Kitano, S., Myers,J., Amano, M.,  Ratain, M. J., and Liu, W. (2011) A Fully Automated 

Molecular Diagnostic System Capable of Point-of-Care for Personalized Cancer, ENASCO 

(EORTC-NCI-ASCO) joint conference, poster presentation 

5. Kitano, S., Yamane,A., Ratain, M. J., Liu, W., Shimada, N., Maruyama, A., and Amano, 

M. (2011) A Novel Molecular Diagnostic Method for Personalized Cancer Treatment, 38th ISNAC, 

poster presentation 

6. Kitano, S., Nakamura,J., Nakayama, M., Ratain, M. J., Liu, W., and Amano M. (2013) 

A simple and cost-effective somatic mutation detection method for clinical cancer 

treatment, AACR-JCA joint conference, poster presentation 

7. Kitano, S., Nakayama, M., Iwai, T., Yamada, T., and Uchida,E. (2013) An Ultrasensitive 

Molecular Diagnostic Method for Blood Biopsy in Personalized Treatment of Colorectal 

Cancer, ESMO (2014), poster presentation 

 

学会参加リスト(国内) 

1.  北野史朗、Wanqng Liu、Mark J Ratain、天野雅彦 (2011) 大腸がん分子標的治療効果予

測のための臨床用体細胞遺伝子変異検出システム(Quimple®)の研究開発、 第 18 回 日本遺伝子

診療学会, 口頭発表 

2.  北野史朗 、Wanqing Liu、Mark J Ratain、天野雅彦 (2012) 全自動遺伝子解析システム

Quimple による大腸がん組織中の KRAS、BRAF、PIK3CA 体細胞変異遺伝子変異検出 第 19 回 日

本遺伝子診療学会、口頭発表 

3.  北野史朗、中山雅人、天野雅彦、松本智司、山田岳史 (2013) 再発性大腸癌患者末梢血中

からの KRAS 遺伝子変異検出、第 20 回 日本遺伝子診療学会、口頭発表 

4. 北野史朗、中山雅人、松本智司、岩井琢磨、内田英二、山田岳史 (2014) 大腸癌患者末梢血

中 KRAS、BRAF 遺伝子変異モニタリングの臨床的妥当性、第 21 回 日本遺伝子診療学会、口頭発

表 

 

特許リスト 

１． VEGF 阻害剤長期奏功性予測方法 (平成 26 年 11 月 14 日 出願) 

２． VEGF 阻害剤長期奏功性予測方法 特願 2013-237162 (平成 25 年 11 月 15 日 出願) 

３． EGFR 阻害剤感受性予測方法 PCT/JP2014/057556 (平成 26 年 3 月 19 日 出願) 

４． EGFR 阻害剤感受性予測方法 特願 2013-057033 (平成 25 年 3 月 19 日 出願) 

５． 標的塩基配列の識別方法 特願 2012-508268 (平成 23 年 3 月 25 日 出願) 

６． 遺伝子型の識別方法 特願 2011-507005 (平成 22 年 3 月 26 日 出願) 

 



 120

謝辞 

 本研究を進めるにあたり、ご指導を頂いた東京工業大学 生命理工学研究科 丸山研究

室教授の丸山厚先生、ならびに助教の嶋田直彦先生、また、シカゴ大学医学部教授の Mark 

Ratain 先生、Jamie Myers 氏、パデュー大学の Wanqing Liu 先生に深く感謝いたします。

また、日常の議論を通じて多くの知識や示唆を頂いた山根明男氏、株式会社理研ジェネシ

ス代表取締役の塚原祐輔氏、日本医科大学付属病院 消化器外科 講師の山田岳史先生、

がん研有明病院 消化器センター 化学療法科 医長の篠崎英司先生、凸版印刷株式会社

の中山雅人 課長、天野雅彦 部長にも深く感謝します。 


	1表紙
	2目次
	3第1章
	4第2章
	5第3章
	6第4章
	7第5章
	8第6章
	9業績
	10謝辞

