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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
臨床シークエンスとは、患者のがん組織試料を次世代シークエンサーによって配列決定し、検出

されたがん変異に対する作用薬の知識と突き合わせて、より適切な治療法の提案や臨床試験のより

よい層別化を行うことである。本研究の目的は、1) 臨床シークエンスで使われる低腫瘍率かつホル

マリン固定パラフィン包埋 (FFPE) がん組織用の変異検出バイオインフォマティクス･アルゴリズ

ムを開発し、2) 申請者の所属する国立がん研究センターが独自に実施基盤を構築しつつある臨床シ

ークエンスに適用し、3) その結果をもって臨床シークエンスの変異データベースおよび医療情報シ

ステムを構築し、4) 情報解析を行って日本人のがん変異に関する特徴を調べること、である。 
平成 26 度における目的は、低腫瘍率かつ FFPE 用の点変異 (SNV/indel)、融合遺伝子、コピー

数異常検出のアルゴリズム群を開発する事であり、当初の予定通り、それらを開発し、コンピュー

タ・プログラムとして実装することに成功した。その後、点変異には質量分析法、融合遺伝子には

PCR およびサンガー配列決定、コピー数異常には量的 PCR を用いて、少数のサンプルで検証を行

い、我々の開発したツールが、低腫瘍率条件下で Sensitivity、Specificity ともに非常に高い水準に

あることを確認した。 
平成 27 年度においては、アルゴリズムを実装したプログラムの機能改良・追加、性能評価、そし

て前年度より規模を拡大した実験的検証を実施した。改良後の点変異検出及びコピー数異常検出の

プログラムは、研究用として広く使用されている既存アルゴリズムと比較して高い性能を示し、検

証においても高水準の Sensitivity、Specificity を示した。加えて、検出された変異データを臨床情

報と統合し、患者情報・集計情報を提示する医療情報システムを開発した。開発された変異検出プ

ログラムは、国立がん研究センター中央病院の患者試料の臨床シークエンスのデータに適用され、

FFPE がん組織から抽出したゲノム DNA 80 例のターゲットシークエンスでプログラムが稼働する

ことが確認された。ここで変異の検出された一部の症例について、質量分析法、量的 PCR, FISH、

免疫染色などの結果と突合せを行ったところ、遺伝子変異や遺伝子増幅は一致していたが、遺伝子

融合については、一部、不一致も認められ、更なる改修が課題として残った。 
 平成 28 年度においては、開発した変異検出プログラム群の機能、使用性及び移植性を向上させ、

臨床シークエンス用変異検出ソフトウェアとして改良を継続した。このソフトウェアは  1) 
SNV/indel 検出モジュール、 2) 融合遺伝子検出モジュール、 3) コピー数変異検出モジュール、 4) 
複雑な既知変異検出モジュールの、４つのモジュールを含む。機能面での改良としては、昨年度の

融合遺伝子検出の問題を解決し、また、実験データを用いたパラメータ最適化を実施した。使用性

向上のための改良としては、使用方法を詳述したドキュメント作成とコマンドラインインターフェ

ースの改善を実施した。移植性向上のための改良としては、インストールの簡易化及び実行環境仮

想化を実施した。当該年度での臨床シークエンスでは、これまでに開発した 1) 体細胞変異検出プロ

グラム、 2) 体細胞変異と胚細胞変異を検出するパイプライン、 3) 検出された変異情報と臨床情報

とを統合してレポートを出力するプログラムを導入し、品質管理の下、約 120 例の臨床シークエン

スを実施した。ここで得られたデータを医療情報システムで集計した結果、ある遺伝子では、欧米

人主体の COSMIC データベースとは異なる変異の集積が観察され、これが日本人特有の傾向であ

ることが示唆された 
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In clinical sequencing, gene alterations in cancer patients are detected from the next-generation 
sequencing data for identifying appropriate molecularly targeted drugs, by which patients are 
better treated or stratified put into clinical trials. The objective of this research is as follows: 1) 
to develop bioinformatics algorithms that detect alterations in FFPE samples with low tumor 
purities for clinical sequencing; 2) to apply the programs to clinical sequencing for which 
National Cancer Center (NCC) Japan set up its original system; 3) to develop a medical 
information database system that can store data on detected alterations and basic clinical 
information; 4) to perform informatics analysis that investigates the features of Japanese 
specific alterations.  
 
The objective of 2014 was to develop algorithms that detect SNVs/indels, fusion genes, and copy 
number alterations (CNAs) in FFPE samples with low tumor purities. As planned, we developed 
them and implemented them into computer programs. We then validated detected alterations, 
using mass spectrometry for SNVs/indels, PCR and Sanger sequencing for fusion genes, and 
quantitative PCR for CNAs. Our programs attained high sensitivities and specificities in small 
samples, some of which had low tumor purities.  
 
In 2015, we improved the programs and added several functions. We performed validation 
analysis using more samples. In both sensitivities and specificities, the programs greatly 
outperformed other programs, which were widely used but originally developed for research 
purposes. In addition, we developed a medical information database system that combines 
information on detected variants with clinical information to show the information of each 
patient and also statistics. The programs for alteration calling were applied to clinical 
sequencing in NCC Hospital and successfully worked for 80 FFPE samples. The detected 
alterations of some selected patients were all confirmed by other methods such as mass 
spectrometry, quantitative PCR, FISH, and IH except some fusion genes, which remained to be 
improved.  
 
In 2016, we overcame this fusion issue and also optimized the parameters of the programs. We 
also added the module that detects complex but known alterations. We improved the utility and 
availability of the programs by preparing documents, improving the user interface, and 
virtualizing the programs. These alteration-calling programs, a pipeline to detect somatic 
alterations and germline variants, a reporting program that combines detected alterations with 
clinical information were applied to clinical sequencing conducted in NCC under quality 
insurance for 120 clinical samples. We analyzed the data by the medical information database 
system. The statistics told that some genes with alterations were found specifically in Japanese, 
differing from those listed in COSMIC, which were originally developed based on European data.  
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