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研究成果の概要（和文）：本邦のがん遺伝子パネル検査の妥当性を確認するため、パイロット的に外部精度評価
／技能試験を計画した。がん患者5名の試料（がん組織と血球細胞）を準備し、結果を15施設が参加した。その
結果、重要と考えられる一塩基置換の病原性バリアントは概ね検出されたが、EGFRの欠落バリアントは参加施設
の半数しか検出できなかった。自分たちで技能試験を行うことで、自施設の検査法の弱点を知り、参加施設全体
で改善できるなど、多くの利点が認められた。従って、本邦のゲノム検査の品質向上のためには、国内で技能試
験を定期的に行うシステムが必要であり、結果をステイクホルダー全員で共用することが重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：A pilot external quality assessment (EQA)/proficiency test was planned to 
confirm the validity of cancer gene panel testing in Japan. Samples (cancer tissue and blood cells) 
from 5 cancer patients were prepared, and 15 facilities participated in the results. As a result, 
most of the single-nucleotide substitution pathogenic variants considered important were detected, 
but only half of the participating institutions were able to detect EGFR deletion variants. By 
conducting proficiency tests on our own, many advantages were recognized, such as knowing the 
weaknesses of their own testing methods and making improvements at all participating institutions. 
Therefore, in order to improve the quality of genome testing in Japan, it is necessary to have a 
system to conduct proficiency tests regularly in Japan, and it is important to share the results 
with all stakeholders.

研究分野： 臨床検査医学　臨床化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2018年に医療法が改正され、検体検査の精度確保が求められるようになったが、内部精度管理や外部精度評価／
技能試験については努力義務にとどまっている。しかし、これらの精度管理を行うことは必須で義務とすべきで
ある。がん遺伝子パネル検査に関してこれまで技能試験が行われていなかっため、各施設での検査結果の妥当性
は未確認であった。本研究によって、欠落バリアントが約半数の施設で検出できず分子標的薬の使用に繋がらな
いという誤った治療の危険性が示された。従って、常に自施設の検査の質を確認するために、技能試験を国内で
定期的に行うシステムが必要であり、政策として考えていくべきであると提言したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

臨床検査は、分析前プロセスとして検査依頼から始まり、検体採取・搬送・前処理などが行われ、分析

プロセス、そして分析後プロセスで結果報告し解釈される。その際には基準値として基準範囲や臨床判

断値がものさしとして使われる。すなわち、臨床検査には分析前、分析、分析後という３つのプロセスが

あり、全てのプロセスが適切に回ってこそ、質保証された正しい検査結果が得られる。遺伝子関連検査

領域では技術革新と検査の実用化が進み、検体検査の質保証および遺伝子関連検査の質保証の重

要性が認識され、「医療法等の一部を改正する法律」が 2018 年 12 月 1 日に施行され、遺伝子関連・染

色体検査の質保証に努める義務が明記された。この背景には、ゲノム医療、特にがんゲノム検査を推

進することがある。実際、次世代シークエンサー（NGS）はがんゲノム医療の可能性を生んだ。数多くの

遺伝子を一度に包括的に検査する NGS を用いたがん遺伝子パネル検査（以下、パネル検査）が実用

化され、個別化薬物治療に用いられるようになってきた。がんゲノム医療の中核拠点病院・拠点病院・

連携病院が選ばれ、 2019 年 6 月に２種類が保険収載された。 

パネル検査は、病理標本の準備、採血、核酸抽出、ライブラリ調製、シークエンス、配列アラインメント、

変異検出と意義づけという複数のプロセスからなり、それぞれが複雑な作業である。このうち、NGS が関

与するライブラリ調製から変異の意義づけに至るプロセスに関わる技術やデータベースは進化途上に

あり、完成した体外診断薬を用いる臨床検査とは大きく異なる。従って、各プロセスでの質保証は必須

である。そこで、臨床検査医学会・遺伝子委員会では 2017 年に「ゲノム医療における検体検査の品質

確保に関する提言（がんゲノム医療推進を踏まえて）」を公表し、臨床検査関連団体で構成する臨床検

査振興協議会の「ゲノム検査の小委員会」では品質を確保するための基本的考え方を作成し 2019 年 5

月に改定版を公表した（共に委員長として参画）。 

 品質確保には、検査導入前の分析的性能確認の後、分析前プロセス（検体採取から核酸抽出）、分

析プロセス（ライブラリ調製からシークエンス）、分析後プロセス（バイオインフォマティクス解析から結果

報告）における品質基準の確認、内部精度管理（IQC）、外部精度評価（EQA）の適切な実施が重要で

ある。品質基準確認と IQC は個々の検査室で対応可能であるが、EQA は海外のサーベイしかなく国内

での検査の状況は公になっていない。従って、国内での EQA によるＮＧＳ検査の質の確認と情報共有

は喫緊の課題であった。 

 

２．研究の目的 

 先述したように、がんゲノム医療が開始され、ゲノム検査の質の確保が重要であるという総論は皆賛成

であるが、各論としてどうやって質の確保をすればよいかという議論が後回しになっていると思われた。

NGS 検査の質を確認するためには EQA を行う必要がある。品質基準確認と IQC は個々の検査室で対

応可能であるが、EQA は海外のサーベイしかなく国内での検査の状況は公になっていない。また、高

額であり、実質的に容易に参加できるものではなかった。この状況を打破するためには、EQA によるＮ

ＧＳ検査の質の確認と情報共有を国内で実施することが肝要で、喫緊の課題であった。すなわち、現在

行われているパネル検査は、はたしてどこでも同じ結果が得られているのだろうか。エキスパートパネル

は同じ結論に到達しているのだろうかというクエスチョンである。パネル検査の EQA は本邦では未実施

であるため、本研究のインパクトは大きく、必須の課題である。なお、本 EQA スキームでは、コンパニオ

ン検査として行われている従来の遺伝子変異ごとの変異検出法との対比を行い、精確性や感度なども

調査する。また、従来海外で行われている人工的な市販の遺伝子試料では NGS のプラットフォームの

影響を受けやすいため、ヒト試料を使用して実臨床に近い状況を作り出す。そして、EQA スキームの結



果はとりまとめて、参加者を含めステイクホルダーや政策立案者などを対象とした報告会で周知し、これ

からの本邦でのがんゲノム医療における NGS 検査について議論する。 

 

３． 研究の方法 

（１） がん遺伝子パネル検査を国内で実施している施設に、本研究に参加してEQAスキーム用の調査  

試料の分析をしてくれるよう依頼する。 

（２） 予め浜松医大の倫理委員会で承認を得た上で、がん患者さんの同意を得てFFPEと血液（T/Nの

ペア）を使用し、それから抽出したDNAを調査試料として配布する。参加施設には、抽出核酸から

NGS解析用のライブラリを作製し、NGS解析、VCFファイルを作成してアノテーション、報告書作成

を依頼する。肺がん２名、大腸がん３名が協力してくれて、５人分の試料を準備することができた。 

（３） 比較対照として、保険診療として検査されているEGFR、RAS, c-kit, BRAFなどのコンパニオン検  

査を複数の衛生検査所に委託する。また、特定の変異に関してデジタルPCRでバリアントアレル頻

度（VAF）を求めて標的値とした。 

（４） 結果は、施設名を匿名化して参加施設に返却する。また、本EQA参加者、ステイクホルダー、政策

立案者などを対象とした報告会を実施、学会や論文での発表・公表によって周知する。 

（５） 今後のEQAのために、重要な品質基準項目を選択し、許容範囲について検討する。 

（６） 研究の後半では、エキスパートパネルの判断の互換性について調査する。エキスパートパネルが

行われている施設に調査への参加を要請し、同意された施設に5例のNGS結果報告書を送り、エ

キスパートパネルでの検討結果を提出してもらう。その結果の互換性について調査する。 

 

４．研究成果 

１） ５例の解析結果で、最も重要と考えられる病原性バリアントは概ね検出されていた（表１）。 

 

表１．臨床的意義の高いバリアントの検出率（まとめ） 

 

 

２） 症例１は KRAS のホットスポットの一つであるコドン 13 のミスセンスバリアントであり、全施設で検出・

報告され、VAF も比較的小さく、デジタル PCR の結果とも概ね一致した（図１）。 

症例２の解析結果では 2 つの KRAS バリアントが近接して存在しており、バイオインフォマティクス

のプロセスで片方を検出せず、片方のみを報告している施設がみられた。 

 



 

図１．症例１の解析結果（直腸癌、腫瘍率 50%） 

(a) 検出された遺伝子とバリアント、(b) 検出できた施設数、(c) VAF、(d) VAF の CV(%) 

 

３） 症例３の肺癌では、25 bp の delins（24 塩基の欠落と１塩基の置換）があったが、約半数の施設の同       

定に留まり、欠落の位置も若干のずれがみられた（表２）。 

 

表２．症例３ （肺腺癌、腫瘍密度 65％）で報告されたバリアント 

 

欠落の場合の精確な位置までは NGS では判定が難しいと思われたが、見逃してしまわない限り、確  

認の検査によって治療に結びつけることは可能と考えられた。しかし、この欠落バリアントを検出でき

ない場合（偽陰性）、分子標的薬の使用に結びつかないため、本検査を実施した意味がなくなり治

療戦略が間違ってしまう重要なバリアントであったため、今後の課題として考えるべきである。 

４） 症例４は BRAF のミスセンスバリアントで、他の多くの遺伝子にバリアントが検出された。マイクロサテ 

ライト不安定性陽性の症例であった。症例５には EGFR のホットスポットであるミスセンスバリアントが

全施設で検出・報告された。重要なのは、偽陰性を避けるために疑わしいものは拾い、IGV の目視

確認が必要と考えられた。 

５） FFPE（ホルマリン固定パラフィン包埋）組織から抽出した DNA の品質が低いほど（DNA 

Integrity Number; DIN）、パネル検査の結果、特に VAF がばらつく傾向が認められたことから（図

2 A,B）、FFPE の品質確保も重要であると考えられた。 



 

 

 

図２．DNA の品質（DIN）と VAF（A）、シークエンス深度との関係（B） 

 

６） 本研究では患者検体の癌と血球細胞の DNA をペアで使用することで、マッチドペア解析を行うプ

ラットフォームを含めた全てのがん遺伝子パネル検査が参加でき、リアルワールドで認められるバリ

アントを精確に判定できるかに関するがんゲノム検査の現状を見ることができた。自分たちで技能

試験を行うことで、あるべきバリアントを FASTQ や IGV ファイルなどバイオインフォマティクス解析

結果を見直すことも可能であるため、海外の技能試験に参加して○か×かの表面的な判定だけに

留まらず、自施設で使用しているパネル検査の弱点を知り、参加施設全体で協力して対策を講じ

るなど、多くの利点があると考えられた。一方では、バリアントの種類は限定されるため、そのバリア

ントの検出のみしか確認できないこと、試料を大量に準備するのは困難なため、多施設での実施

は難しいという限界はある。 

７） 総じて、本邦のゲノム検査の品質向上のためには、国内で技能試験を定期的に行うシステムが必

要であり、結果をステイクホルダー全員で共用することが重要と考えられた。 
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