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はじめに
がん免疫療法は、悪性新生物を同定、攻撃し、理想的には破壊す
る免疫システムを利用した新しい分野です。残念ながら、この新
しい治療アプローチは一部の患者のみに反応を認め、ノンレスポ
ンダーとレスポンダーを識別する必要性が大いにあります。1-4

その理由として、以下の3点があげられます。第一に、現在利用
されているバイオマーカー技術では、こういった患者を分類する
にはその能力に乏しいということ、1 第二に、治療計画が高額で
あること、5 第三に、これらの治療法には、重度の副作用が生じ
る可能性があるということです。6

Tumor Mutational Burden（TMB）、または、がんゲノム上
のコーディング領域内の変異数は、免疫療法に対する応答と相関
していることが示されています。7-9 歴史的にTMBは全エクソー
ムシーケンス（WES）によって決定されてきましたが、7-9 最新
の2つの研究から、TMBはターゲットシーケンス用パネルを使用
することによって効果的に推測できることが示され、10,11 効率
的で、かつ今日のがん検査の規範に適合しうる方法であると示さ
れました。12

TruSight Tumor 170は、固形がんと関連があるとされる170
遺伝子の全コーディング領域を標的とした包括的次世代シーケン
ス（NGS）法です。13 ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）
サンプルを使用するための堅牢な技術を使って、TruSight
Tumor 170は一度のシーケンスランで、同一サンプルからの
DNAとRNAから、一塩基変異、Indel、増幅、スプライスバリア
ントおよび融合の解析を行うことができます。

がん関連遺伝子のシーケンスによるTumor
Mutational Burdenの評価
TMB推測におけるTruSight Tumor 170の性能評価には、次の
3タイプの解析を行いました。

1）Cancer Genome Atlas（TCGA）14 に由来し、過去に
WESデータを用いてTMB評価を行ったことのある5,336サンプ
ルについて、TruSight Tumor 170で標的としている領域を
WESデータから抽出しin silicoで再評価しました。このシ
ミューレートされたTruSight Tumor 170データセットから、
TMBを推測し、もとの全WESデータと比較しました。

2）TruSight Tumor 170から推測されたTMBによって、レス
ポンダーとノンレスポンダーを分類する機能をin silicoにて評価
しました。ここでは、3つの臨床研究7-9 でチェックポイント阻害
剤で治療した199例のWESデータを抽出し、TruSight Tumor
170のターゲット領域での解析を行い、全WESデータに基づい
たもとの結果と比較しました。

3）27例の腫瘍サンプルについて、WESとTruSight Tumor
170の両方でシーケンスを行い、TMBの相関性について評価し
ました。

3つすべての解析において、TruSight Tumor 170とWESとの
間に高い相関を認めました。これは、TruSight Tumor 170に
含まれるコンテンツが腫瘍サンプルからの効率的なTMBの推測
に利用できることを示しています。

TruSight® Tumor 170によるTumor
Mutational Burdenの解析
がん関連遺伝子に焦点をあてたターゲットシーケンスは、全エクソームシーケンスと同等の結
果をもたらすとともに、Tumor Mutational Burdenを包括的に評価します。

図1：TruSight Tumor170でのTMB解析パイプライン—検出されたバリアントは、VAFカットオフに基づいて除外し、TMB算出の前に、生殖細胞系データベース
においてさらに除外しました。TST170=TruSight Tumor170VAF = variant allele frequency（変異アリル頻度）
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データ解析方法
WES研究からのデータは、TruSight Tumor 170パネルに網羅
されたターゲット領域に基づき、一連のフィルタリングを実施し
ました（図1）。まずはじめに、変異アリル頻度（VAF）5％以
下のバリアントを除外しました。次に、Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer（COSMIC）での高いカウント（>
＞4）を有するバリアント以外で、各データベース（遺伝的変異
（dbSNP）に関するNational Center for Biotechnology
Informationデータベース、1000 Genomes Project、
Exome Sequencing Project（ESP）およびExome
Aggregation Consortium（ExAC）のデータベース15-20）での
アノテーションに基づき、既知の生殖細胞系バリアントを除外し
ました。21 最後に、TMBをターゲット領域における1Mbあたり
の変異数として算出しました。TMBは、全ての体細胞変異に基
づいて算出し、非同義変異に限定するように再計算しました。
45 Mbを網羅したWESと比較して、TruSight Tumor 170はゲ
ノムコンテンツの0.524 Mbを網羅しています。22

ライブラリー調製およびNGS
WESおよびTruSight Tumor 170のデータを比較するため、さ
まざまな組織のFFPE腫瘍サンプル27例からDNAを分離し、一
定量を取りました。各サンプルに対して、TruSight Tumor
170 Library Prep KitおよびTruSeq® Exome Library Prep
Kitを用いてライブラリーを調製し、NextSeq®、HiSeq®

2000または、HiSeq 2500 システムでシーケンスを行いまし
た。

In Silico研究の結果
5,336例のTCGAサンプルから得たWESデータは、TruSight
Tumor 170が網羅する領域について、in silicoにて解析しまし
た。TruSight Tumor 170のターゲット領域から推測したTMB
は、WESから推測したTMBと高い相関を示し、全ての変異およ
び、非同義変異に対する相関係数R2 は、それぞれ0.91（図
2A）と0.90（図2B）を示しました。

図2：TCGAのWESデータに対するTruSight Tumor170解析によるTMB推
測- TruSight Tumor170の性能は、WESで解析した5,336例のTCGAサン
プルを用いてTMBを推測するために評価しました。それぞれの方法から得られ
た変異数をプロットしています。A）全変異R2＝0.91、B）非同義変異
R2＝0.90TST170=TruSight Tumor170
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これまでの3つの報告では、WESパネルを用いた高いTMB被験
者と低いTMB被験者を識別する予後的重要性が示されていま
す。In silicoでこの試験を再評価することによって、高いTMB
の被験者とチェックポイント阻害剤（CTLA-4またはPD-1）へ
の応答との高い相関がWESおよびTruSight Tumor 170の両方
を用いて得られました（図3）。

図3：報告された研究データのTruSight Tumor170解析によるTMBの推測—
TruSight Tumor170によって網羅された領域のIn silico解析は、チェックポ
イント阻害剤を投与された199例の被験者からのWESデータと比較しました。
両方の方法からのデータは、3つの臨床試験でチェックポイント阻害剤に応答し
た被験者においてより高いTMB推測値を示しました。A）31例の非小細胞肺が
ん被験者、Rizviらによる報告。7B）58例のメラノーマ検体、Snyderらによる
報告。8C）110例のメラノーマ研究、Van Allenらによる報告。9TST170=
TruSight Tumor170。

FFPE腫瘍サンプルを用いたWESとTruSight
Tumor 170の比較
27例のFFPE腫瘍サンプルをWESとTruSight Tumor 170の両
方でプロファイルし、TMB推測値との相関を評価しました。
TruSight Tumor 170からのシーケンスデータは2回の独立した
ラン間で高い再現性があり（図4A）、TruSight Tumor 170と
WESとの間で、TMB推測値に対する高い相関（R2 =0.998）が
見られました（図4B）。

図4：WESおよびTruSight Tumor170による27例の腫瘍サンプルのシーケ
ンスと解析—A）検出された変異の高い再現性は、12例のFFPE腫瘍サンプル
を解析したTruSight Tumor170による2回の独立したランで認められまし
た。B）WESおよびTruSight Tumor170の両方を用いてプロファイルし適合
したサンプルについて、検出された変異から生殖細胞系変異とVAFを除外した
ところ、これらは高い相関を示しました（R2=0.998）。TST170=
TruSight Tumor170
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まとめ
最近の研究で、TMBはチェックポイント阻害後の応答と関連す
る可能性が示されており、免疫療法の候補の選択において、
TMB評価の将来的な役割を示唆しています。従来TMBの評価に
はWESが用いられてきましたが、低コストで実施できるター
ゲットパネルにより、同等の情報を得ることができるか、という
議題がありました。個別化医療のアプローチ開発において、
WESのコストは高額であるため、低コストのゲノム解析手法を
検討する必要があります。この問題に取り組むために、
TruSight Tumor 170のTMB見積における性能を評価しまし
た。解析結果からは、がん関連遺伝子を包括的に網羅している
TruSight Tumor 170は、TMBの正確な評価について、WESと
高い一致が示されました。ターゲットシーケンスパネルは、
WGSまたはWESと比較して1サンプル当たり低コストで情報を
得ることができ23,24、このことはがんの診断と治療選択の新しい
方法を開発する上で重要な判断事項になる可能性があります。

詳細はこちらから
TruSight Tumor 170の詳細については、
jp.illumina.com/TruSightTumor170にアクセスしてくださ
い。
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