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研究成果の概要（和文）：本研究では、MSH6欠損による微小なマイクロサテライトの変化を検出するために、
NGSを用いてMSI検査を行い、その結果を数値化して定量評価した。その結果、本手法はMSI検査の感度を上昇さ
せ、MSH6欠損による微小なマイクロサテライトの変化も検出できることが示された。本研究成果は、MSI検査の
診断精度を向上させ、リンチ症候群の効果的な拾い上げ及び免疫チェックポイント阻害剤の有効な使用に大きく
貢献する可能性がある。さらに我々はこの研究の過程と成果を応用し、MSI検査の精度管理、胃がんにおけるMSI
検査とIHC検査の比較、MMR遺伝子バリアントの評価基準作成について研究を遂行している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed MSI testing using NGS to detect subtle 
microsatellite changes caused by MSH6 deficiency. The results were quantified and subjected to 
quantitative evaluation. The findings demonstrated that this approach enhances the sensitivity of 
MSI testing and enables the detection of minute microsatellite changes associated with MSH6 
deficiency. The outcomes of this study have the potential to improve the diagnostic accuracy of MSI 
testing and greatly contribute to effective identification of Lynch syndrome and the successful use 
of immune checkpoint inhibitors. Furthermore, we are applying the processes and findings of this 
study to quality control in MSI testing, comparing MSI testing with IHC testing in gastric cancer, 
and developing evaluation criteria for MMR gene variants.

研究分野： 遺伝性腫瘍

キーワード： マイクロサテライト不安定性　リンチ症候群　ミスマッチ修復　NGS　遺伝性腫瘍症候群

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高度マイクロサテライト不安定性（MSI-H）を示すがんに対して、免疫チェックポイント阻害剤が著効し、内科
的治療によるがんの消失が報告されている中で、MSI-Hを調べる為のMSI検査は非常に重要である。我々の研究成
果は、MSI検査の精度上昇により免疫チェックポイント阻害剤の適応を増やしがんの治療の進歩に貢献する一方
で、リンチ症候群の拾い上げ精度を上昇させ、精度の高い診断によるがんの予防にも繋がると考えられる。

※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 
（１）次世代シーケンサー（NGS）を用いたマイクロサテライト不安定性（MSI）検査の定量
的評価による精度向上の試み 
マイクロサテライト不安定性（MSI）検査は、大腸癌や子宮体癌を代表とする様々な悪性腫瘍

を発症する遺伝性腫瘍症候群であるリンチ症候群のスクリーニング検査として用いられてきた。
MSI 検査は腫瘍細胞において DNA ミスマッチ修復（MMR）機能の喪失を検出することができ
る（文献 1）。近年、MSI 検査はがん患者への免疫チェックポイント阻害剤（ICI）適応を目的と
して使用され始めている（文献 2）。さらに MMR タンパク質（MLH1、MSH2、MSH6、PMS2）
の免疫染色（IHC）が MMR 機能の喪失（dMMR）を判定する方法として使用されている（文
献 3）。現在は全ての大腸癌あるいは子宮体癌に対して、MSI 検査もしくは IHC 検査による
dMMR の判定を行うユニバーサルスクリーニング（UTS）が推奨されており、この 2 つの検査
の一致率は非常に高い（文献 4）。しかしどちらの検査にも欠点があり、MSI 検査は微細な変化
しか示さない場合がある MSH6 欠損症例において偽陰性となる可能性がある（文献 5, 6）。IHC
検査では MLH1 や MSH6 のミスセンスバリアントにおいて偽陽性となる場合がある（文献 6）
とくに 
MSH6 欠損症例の検出が課題と思われ（文献 7）、MSI 検査の感度向上が必要となっている。 
（２）胃癌における MSI 検査と IHC 検査の一致率の検証 
胃癌は大腸癌、子宮体癌について 3 番目に MSI-H 癌が多く（文献 8）、dMMR 検査が臨床上重
要であるが、胃癌において MSI 検査と IHC 検査の一致率を解析している報告は少ない（文献 9, 
10）。また、日本において ICI の適応を判定するために用いられているプロメガパネル（文献 8）
を用いた MSI 検査との一致率の報告は我々が知る限り存在しない。 
 
２．研究の目的 
（１）MSI 検査はフラグメント解析による正常部と腫瘍部の波形の違いを肉眼で比較している。
その為、微細な違いについては評価が困難であり、これが MSH6 欠損症例における偽陰性に関
係していると考えられる。そこで NGS を用いてマイクロサテライト領域をシーケンスし、マイ
クロサテライト領域の塩基長の分布を数値
化することによって、統計的に差異を解析す
ることを目的とした。 
（２）胃癌手術検体の連続症例を用いて、そ
れぞれ FFPE 組織切片を用いた MSI 検査と
IHC 検査を行い、一致率を解析する。また、
胃癌における MSI-H 症例の臨床病理学的特
徴や、MSI 検査と IHC 検査の不一致症例の
特徴について解析を行い、胃癌における
dMMR 検査の特徴を理解することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）対象：1999 年から 2015 年までに当院
で外科的切除が行われた大腸癌症例 2900 例
を用いた。研究にあたって、全ての患者から
同意を得ている。本研究は、埼玉県立がんセ
ンター倫理審査委員会の承認を経て遂行さ
れている（承認番号 476、729）。 
フラグメント解析による MSI 検査：2900 症
例の大腸癌凍結組織検体とそれに対応する
正常部の検体から DNA を抽出し、フラグメン
ト解析による MSI 検査を行った。GenomeLab 
GeXP Genetic Analysis System (Beckman 
Coulter)を使用し、マーカーには 5 か所の
mononucleotide マーカー（BAT25, BAT26, 
NR21, NR24, MONO27）と TGFBR2 を用いた。
全ての結果の中から、MSI-H24 症例、MSI-L7
症例、MSS19 症例を含む 50症例を Discovery
コホートとして選択した（表 1）。さらに
Validation コホートとして、MSI-H17 症例、
MSI-L3 症例、MSS17 症例をランダムに選択し
た（表 2）。 表 1 



ライブラリ作製とシーケンス：上記マーカー領域
のプライマーを用いて Multiplex PCR を行った。
PCR には Multiplex PCR Kit（キアゲン）を使用し
た。ライブラシ作成には、NEBNext Ultra DNA 
Library Prep Kit for Illumina（NEB）を使用し
た。シーケンスは、MiSeq と MiSeq Reagent Kit v2
を用いて、150bp のペアエンドで行った。 
マイクロサテライト領域長の定量と解析：シーケ
ンスの結果得られた Fastq ファイルより、既報（文
献 11）の方法を用いてマイクロサテライト領域の
長さを算出した。横軸を各マイクロサテライト領
域長、縦軸をそれぞれの長さのリードが全体に占
める割合としてグラフを描くと、フラグメント解
析で得られた波形を類似したグラフを描くことが
できた。正常部と腫瘍部における長さの分布から
加重平均を求めた。 
遺伝学的検査：表 2の Case V12 に対する MMR 遺伝
子遺伝学的検査は、全血から抽出した DNA と RNA を用いて行った。DNA は QIAseq 
Targeted DNA Custom Panel（キアゲン）、RNA は Nextera XT DNA Library Prep Kit（イルミナ）
を用いて行い、解析には CLC Genomics Workbench（キアゲン）を用いた。 
免疫染色：遺伝学的検査と同じ症例の腫瘍に対して MMR タンパク質の免疫染色を行った。抗体に
は、anti-hMLH1 antibody (clone ES05, DAKO, dilution 1:50), anti-hMSH2 antibody (clone 
FE11, DAKO, 1:50), anti-hMSH6 antibody (clone EP49, DAKO, 1:50), anti-hPMS2 antibody 
(clone EP51, DAKO, 1:40)を使用し、染色は、DAKO EnVision FLEX system（アジレントテクノ
ロジー）を使用した。 
 
（２）対象：489 症例の埼玉医科大学で切除された胃がん手術切除検体を使用した。本研究は埼
玉医科大学倫理審査委員会の承認（承認番号 924-VIII, 925, 926-V）及び埼玉県立がんセンタ
ー倫理審査委員会の承認（承認番号 1185）を経て遂行されている。 
臨床病理学的解析：手術症例のＨＥ染色像と臨床情報を用いて、臨床病理学的解析を行った。 
免疫染色：免疫染色はすでに別の論文として報告されている（文献 12） 

MSI 検査：MSI 検査は、腫瘍 FFPE 組織より
抽出した DNA を用いて、フラグメント解
析法で行った。いくつかの症例について
は（１）で示す NGS を用いた手法でも解析
を行ったが、結果に差異は見られなかっ
た。 
MLH1 プロモータ領域メチル化検査：免疫
染色あるいは MSI 検査で dMMR と判定され
た症例に対して、MLH1 プロモータ領域の
メチル化を調べた。方法は既報で用いら
れている手法を使用した（文献 13）。 

４．研究成果 
（１）ディスカバリーコホートでの結果：ディスカ
バリーコホートを用いてそれぞれのマーカー領域
の加重平均を解析した結果、BAT25, 0.364; BAT26, 
0.307; NR21, 0.384; NR24, 0.615; MONO27, 0.581; 
and TGFBR2, 0.100 をカットオフ値として使用する
と、100%の感度・特異度で MSI-H を検出可能であっ
た。また、フラグメント解析の結果とも完全一致し
ていた。 
バリデーションコホートでの結果：前述のカットオ
フ値を用いて解析した結果、フラグメント解析の評

表 2 

図 1 NGS を用いたマイクロサテライト領域の解析 

a NGS を用いてシーケンスしたデータから作成したマイク

ロサテライト長の分布を示すグラフ。 

b 同じサンプルのフラグメント解析の結果。NGS を用いて

もフラグメント解析と同様にマイクロサテライト領域の不

安定性を見ることができる。 

図 2 NGS で判定の変わった症例 

aはフラグメント解析の結果、bは NGS 解析の結果を示す。

NGS 解析の結果のそれぞれのマーカーに示された数値は加

重平均の値。BAT25、BAT26、NR21 がカットオフ値を超えて

おり、肉眼的に評価を行うフラグメント解析では気づきに

くい差が検出出来ていると思われる。 



価で MSI-L だった症例が、NGS 解析の結果 MSI-H と
判定された（図 2）。 
この症例に対して MMR タンパク質免疫染色を行う
と、MSH6 の欠失が認められ（図 3）、遺伝学的検査
では、DNA から LRG_219t1:c.3172+2T>C を検出し、
RNA解析の結果このバリアントはMSH6のエクソン4
のスキップを引き起こしていることが明らかとな
った。ClinVar に登録はなかったが、我々はこのバ
リアントを Likely pathogenic と評価した。本研究
成果から、マイクロサテライト領域を NGS を用いて
シーケンスし、結果を定量的に評価することによっ
て、肉眼による評価では分かりにくい微細なマイク
ロサテライト領域の変化を見つけることが可能であると明らかにな
った。 
MSH6 の抗体が核に染色されずに、異常な細
胞質陽性像をしめしている。 
 
（２）MSI 検査と IHC 検査の比較結果：全
489 症例のうち、免疫染色で MLH1/PMS2 の欠
失を認めるにも関わらず、MSS と判定された
症例が 2 症例あった（図 4）。いずれの症例
もMLH1プロモータ領域メチル化陽性であっ
た。 
胃がんにおける MSI-H 症例の臨床病理学的
特徴：表 3に示すように、MSI-H 胃癌は、高
齢・女性。胃下部に多かった。また、一般的
にはPor1サブタイプにMSI-H胃癌が多いと
されているものの、Tub2 の組織型を含む症例が多いことが明
らかとなった。 
 
MSI-H 胃癌は Tub2 と Por1 の組織型を含む女性の胃癌にエンリッチされている：組織型で分類し
た結果、有意な組織型に関わらず、Tub2 と Por1 の組織型を含んでいる女性の胃癌では 60%が
MSI-H であった。 
MSI 検査と IHC 検査で不一致の症例に対する再解析：MSI 検査と IHC 検査の結果が不一致だった
症例の一部については、MSI の波形を再度見直すことにより MSI-H と判定できることが分かっ
た。しかし、それでも不一致の症例が残る為、dinucleotide マーカーを含んだ MSI 検査を行っ
た結果、不一致例では dinucleotide マーカー領域が不安定になっている可能性が示唆された（図
5）。この結果は胃癌において dMMR を判定する際には、免疫染色が有用である可能性と、MSI 検
査ではマーカー領域の選択が重要となる可能性を示していると思われる。 

 
 

 
 

 

図 3 図 2の症例の免疫染色 

図 4 MSI 検査と IHC 検査の比較 

表 3 MSI-H 胃癌の臨床病理学的特徴 

図 5 MSI 検査結果と IHC 検査結果が不一致だった症例におけ

る dinucleotide マーカーを含んだ MSI 検査の結果。 

赤い枠で囲った部分が不安定と判断される。 
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