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論文内容の要旨 

がん患者のリキッドバイオプシーは、腫瘍の遺伝子変異及び薬剤耐性機序などを非侵襲的

に探索可能な検査である。肺がん患者の胸水から肺がんの原因遺伝子変異を検出するには、

細胞診やセルブロック検体が用いられてきたが、検体量が不十分な場合や、腫瘍含有率が低

い検体では診断できない場合がある。今回我々は胸水より肺がん細胞を濃縮して、網羅的ゲ

ノム解析を行う手法を構築した。まず肺がん患者の胸水を遠心して得られた細胞成分を、血

球の細胞表面抗原に対する抗体結合磁気ビーズと反応させた。次に磁気を用いた自動細胞分

離機である autoMACS を用いて血球成分を除去した。さらに検体を血球及び上皮系マーカー

のそれぞれを用いて免疫蛍光染色を行い、DEPArray で解析を行った。DEPArray は細胞形態

と蛍光標識をもとに細胞を選別し、誘電泳動を用いて、1 細胞またはプールとして回収が可

能な機器である。DEPArray では血球マーカー陰性、上皮系マーカー陽性の細胞を腫瘍細胞と

して回収した。回収した細胞は全ゲノム増幅(WGA)を行ったのち、サンガーシークエンス、

全ゲノムシークエンスと、2 種類のパネルシークエンスを行った。サンガーシークエンスで

は、回収した細胞の 60-80％から腫瘍特異的なドライバー変異が検出された。全ゲノムシー

クエンスから EML4-ALK 融合遺伝子の配列の一部が検出され、融合遺伝子特異的なプライマ

ーによる PCR 増幅により、切断点が同定された。WGA は不均一なゲノム増幅と複製エラーが

問題となるため、反応条件の最適化による不均一性の是正と、解析パイプラインによるエラ

ー除去を行った。パネルシークエンスでは、ALK 阻害薬耐性変異である ALK G1202R が検出さ

れた。今回の解析では 10ml 程度の胸水を用い、autoMACS と DEPArray により腫瘍細胞を濃縮

し、網羅的な遺伝子解析を行い、薬剤耐性遺伝子変異が同定された。シングルセル解析を行

うことはがんの不均一性を評価するために重要である。本手法は、微量胸水や末梢血の循環

腫瘍細胞(CTC)において、シングルセルレベルでの網羅的なゲノムプロファイリングを行う

ことで、最適な個別化医療への応用が期待される。 

 


