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ORIGINAL ARTICLE

細胞診検体を用いた肺がんコンパクトパネルによる
次世代シーケンシングの有用性
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ABSTRACT ━━ Objective. We verified the usefulness of a new next-generation sequencing modality with the
Lung Cancer Compact Panel™ using cytological specimens. Study Design. From December 2021 to February
2022, the wash fluid of lung tumors from 10 patients obtained using endobronchial ultrasonography (EBUS) with a
guide sheath (GS), EBUS transbronchial needle aspiration (EBUS-TBNA), and pleural effusion puncture was ex-
amined with the Lung Cancer Compact Panel™. We examined the patients’ medical records to obtain information
on the analysis success rate and detection rate of gene mutations in consecutive cases searched for driver gene
mutations. Results. Ten patients (6 lung adenocarcinoma, and 1 each of lung squamous cell carcinoma, small-cell
lung cancer, renal cell carcinoma, and organizing pneumonia) and 12 samples (7 from brushing, 2 from EBUS-
TBNA, 1 from a transbronchial biopsy [TBB] plus brushing, 1 from a TBB, and 1 from brushing) were examined
using the Lung Cancer Compact Panel™. We successfully analyzed all tests in all 10 patients (100%). EGFR L858R,
KRAS G12D, or KRAS G12V was detected in lung adenocarcinoma patients. KRAS G12V was detected in the lung
squamous cell carcinoma patient. The amounts of nucleic acids from the pleural effusion puncture and EBUS-
TBNA were sufficient for the analyses. Conclusion. The Lung Cancer Compact Panel™ was useful for detecting
gene mutations using cytological specimens.
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要旨━━目的．細胞診検体で次世代シーケンシング
（NGS）が可能な肺がんコンパクトパネルの有用性を検
討する．研究方法．2021年 12月から 2022年 2月までに
肺癌疑い症例に気管支鏡，胸水穿刺を行い肺がんコンパ
クトパネルで NGSを施行した 10例を後方視的に検討
した．結果．10例 12検体の内訳は，肺腺癌 6例，肺扁平

上皮癌 1例，小細胞肺癌 1例，腎細胞癌 1例，器質化肺
炎 1例であった．検体は気管支擦過 7検体（気管支擦過
1回，生検鉗子洗浄 1回），EBUS-TBNA 2検体（穿刺 1
回），胸水 1検体（穿刺 1回）で 1例は同一病変に対して
生検 1回＋気管支擦過 1回，生検 1回，気管支擦過 1回
の 3検体を提出した．遺伝子解析は 10例すべてで成功
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Table　1.　Sensitivity Test of the Lung Cancer 
Compact Panel

Threshold of detection
DNA (% allele frequency) 
/RNA (TM score)

DNA module
EGFR exon 19 del 0.14
EGFR L858R 0.20
EGFR T790M 0.48
BRAF V600E 0.24
KRAS G12C 0.20
RNA module
ALK fusion 188
ROS1 fusion 32
RET fusion 18
MET exon 14 skipping 28

TM score, a size-independent metric to quantify 
RNA structure.

し，肺腺癌で EGFR L858R 1例，KRAS G12D 1例，KRAS

G12V 1例，肺扁平上皮癌 1例で KRAS G12Vの遺伝子変
異を認めた．肺腺癌の癌性胸水 5 ml（class V）と EBUS-
TBNA 1回の穿刺でも NGSに十分量の核酸が得られ

た．結語．細胞診検体を用いた肺がんコンパクトパネル
で高精度な NGSが可能である．
索引用語━━肺がんコンパクトパネル，次世代シーケン
シング，細胞診検体

目 的

2019年 6月に複数の遺伝子を同時に解析するマルチ
プレックス検査である遺伝子パネル検査が本邦において
保険収載され，実地臨床で使用可能となった．1

オンコマイン Dx Target Testマルチ CDxシステム
（ODxTT）は，腫瘍由来の DNAを用い 46遺伝子の hot-
spotでの変異解析および腫瘍由来 RNAを用い 21遺伝
子の融合遺伝子を解析し検出できる遺伝子パネルで，
EGFR遺伝子変異，ALK融合遺伝子，ROS1融合遺伝子，
RET融合遺伝子，BRAF遺伝子変異を含む複数の遺伝子
変異に対するコンパニオン診断薬の承認を得ている．2

ODxTTは EGFR，ALK遺伝子のシングルプレックス検
査よりも検査成功率で劣るため，これまでよりも大きな
サイズの検体を採取する必要がある．3 組織中の腫瘍細
胞割合や，腫瘍のサイズが ODxTTの検査成功率に影響
することが報告されており，実地臨床においては全例で
使用されているとはいえない．4,5

肺がんコンパクトパネルは株式会社 DNAチップ研究
所が奈良先端科学技術大学院大学，大阪国際がんセン
ターと共同で開発した遺伝子パネル検査である．がん遺
伝子パネル検査の検体として多く利用されているホルマ
リン固定パラフィン包埋（formalin fixed paraffin embed-

ded：FFPE）検体だけでなく，気管支擦過，気管支洗浄
液などの細胞診検体での遺伝子解析が可能であることが
報告されており，6 2020年 5月からは聖マリアンナ医科
大学呼吸器内科において前向き検証試験が先行的に実施
されており，高い検査成功率と遺伝子変異の検出率が報
告されている．7 また同手法を用いた稀少遺伝子変異お
よびアレル頻度の検出に関する報告も存在する．8 本研
究ではその有用性を姫路聖マリア病院で検証した．

研究方法

2021年 12月から 2022年 2月までに，肺癌疑い症例に
対して気管支鏡検査および胸水穿刺を行い，得られた細
胞診検体で肺がんコンパクトパネルによる次世代シーケ
ンシング（next-generation sequencing：NGS）を行った
10症例について後方視的に検討した．肺がんコンパクト
パネルは EGFR，BRAF，KRAS，HER2，ROS1，ALK，MET，
RETの 8遺伝子を解析対象としたコンパクトなパネル
設計としている．アンプリコンベースでマルチプレック
スに遺伝子ターゲット領域を増幅し，アダプターを付加
し Illumina MiSeq（150 bp paired end）で配列を読み取り
Trimmomatic v0.33でアダプター配列をトリミングす
る．その後に FLASH v1.2.11で paired-endリードを統合
し BWA v0.7.17アラインメントツールでリファレンス
配列にアラインメントを実施する．カスタムプログラミ
ングツールでバリアントコール解析を実施したのちに，
Table 1に挙げるアレル頻度を超えた場合に陽性と判定
した．検体採取方法は，ガイドシースを用いた気管支腔
内超音波断層法（endobronchial ultrasonography with a
guide sheath：EBUS-GS）による経気管支生検（trans-
bronchial biopsy：TBB），超音波気管支鏡ガイド下針生
検（endobronchial ultrasound-guided transbronchial nee-
dle aspiration：EBUS-TBNA），気管支擦過，胸水穿刺で
あった．なお，検体採取には下記を用いた．内視鏡用超
音波プローブ（UM-S20-17S，オリンパス株式会社，日本），
ディスポーザブルガイドシースキット（K-201，オリンパ
ス株式会社，日本），アクワイヤー超音波内視鏡下穿刺針
22 G，25 G（Acquire™，ボストン・サイエンティフィッ
クジャパン，日本），気管支ビデオスコープ（BF-290/BF-
UC290F，オリンパス株式会社，日本）．検体に提出する
際の腫瘍細胞の有無は気管支擦過検体の迅速細胞診を呼
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Table　2.　Patient Characteristics

Characteristic Value

Number of patients 10
Male/female, n 8/2
Median age (range), years 77

 (67-92)
Pathological and/or clinical diagnosis, n
Lung adenocarcinoma 6
Lung squamous cell carcinoma 1
Small-cell lung cancer 1
Renal cell carcinoma 1
Organizing pneumonia 1

Table　3.　Characteristics of the Pulmonary Nodule, Lymph Nodes, and Pleural Effusion 
Obtained Using EBUS-GS, EBUS-TBNA and a Puncture Needle

Characteristic Value (range)

Number 10
Pulmonary nodule stationa (Rt S6/S8/Lt S1＋2/S6/S8/S10), n 1/2/1/1/1/1
Enlarged lymph node stationsb (4R/7), n 1/1
Pleural effusion, n 1
Longest median diameter in pulmonary nodule (range), mm 45.0 (14-75)
Longest median diameter in lymph node (range), mm 37.5 (30-45)

The pulmonary nodulea and lymph nodeb stations are defined as follows: 4R, right lower para-
tracheal node; 7, subcarinal nodes; S6, segment 6; S8, segment 8; S1＋2, segment 1＋2; S10, segment 
10; Lt, left; Rt, right.

吸器内科医および細胞検査士で行った．また核酸の保存
にはジーンメトリックス核酸保存液封入容器（GM管）を
用いた．GM管は硫酸アンモニウムを主成分とした核酸
安定化溶液であり，5 mlのコンテナチューブに 2 mlの溶
液が充填されている．細胞診検体の処理は気管支擦過し
た後のブラシを GM管に 1回直接懸濁し，その後に TBB
をして採取した検体を取り除いた後の生検鉗子を GM
管に 1回直接懸濁した．EBUS-TBNAにおいては穿刺 1
回分の検体を GM管に 1回直接懸濁した．得られた検体
の核酸の抽出にはMaxwellⓇ RSC Blood DNA Kitおよ
び MaxwellⓇ RSC simplyRNA Cells Kit（Promega, WI,
USA）を用いた．DNAシーケンスに提出する核酸のカッ
トオフ値は 10 ng以上とした．なおシーケンスは ampli-
con sequence法を用いて行い DNAのコンパニオン対象
ターゲット領域について DNAモジュール 1では 5000
リード以上の最低リード深度，DNAモジュール 2では
2000リード以上の最低リード深度，RNAのコントロー
ル遺伝子が 300リード以上検出された場合に，ライブラ
リ構築およびシーケンス成功と判定した．本研究は姫路
聖マリア病院倫理審査委員会で承認された（2021年度
No. 42）.

結 果

肺がんコンパクトパネルで遺伝子解析を行った 10症
例の内訳は，肺腺癌 6例，肺扁平上皮癌 1例，小細胞肺
癌 1例，腎細胞癌 1例，器質化肺炎 1例であった（Table
2）．12検体の内訳は気管支擦過 7検体（気管支擦過 1
回，生検鉗子洗浄 1回），EBUS-TBNA 2検体（穿刺 1
回），胸水 1検体（穿刺 1回）であり，気管支擦過を行っ
た 1症例においては同一病変に対して生検 1回＋気管支
擦過 1回，生検 1回，気管支擦過 1回の 3検体を提出し
た．検体採取のためにアプローチした肺病変，リンパ節，
胸水を Table 3に示す．
肺がんコンパクトパネルによる遺伝子解析は 10例す

べてで成功し，肺腺癌で EGFR L858R 1例（Figure 1），
KRAS G12D 1例，KRAS G12V 1例，肺扁平上皮癌 1例で
KRAS G12Vの遺伝子変異が検出された（Table 4）．また
すべての症例において DV200は 30%以上であり十分量
の核酸の採取が可能であった（Table 5）．オーダーから結
果返却までの日数（turn around time）の中央値 9日（8～
14日）であり，全例で迅速細胞診を行い，検査翌日に検
体を株式会社 DNAチップ研究所に郵送した．EBUS-
TBNAではアクワイヤー超音波針を使用したが，9 22 G
あるいは 25 G針 1回の穿刺のみで，腎細胞癌，小細胞癌
の転移リンパ節からそれぞれ DNA 952 ngと RNA 240
ng，DNA 1652 ngと RNA 429 ngの核酸が検出された．
Case 7では右 S8の長径 21 mm大の結節影に対して
EBUS-GS下に TBBを施行したところ，細胞診検体のみ
で悪性細胞が検出された．組織採取のための再生検を検
討したが気胸を合併したため断念した．そこで細胞診の
洗浄液を肺がんコンパクトパネルに提出した．DNA 756
ngと RNA 536 ngの核酸が得られ，NGSにより EGFR

L858Rが検出された（Figure 1，腫瘍含有量 3.4%）．Case
4は画像検査で肺癌を強く疑い，細胞診も class IIIであ
りパネル検査を行ったが，その後の臨床経過から器質化
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Figure　1.　A, B. Chest X-ray and computed tomography images showed abnormal shadows in the right lower lobe. 
The longest diameter in the pulmonary nodule was 21 mm. C. Pneumothorax was detected in the right lung after 
the transbronchial biopsy. 

Table　4.　Results of Genetic Analyses of the Lung Cancer Compact Panel

Clinical
diagnosis

Target
lesions Methods

Tumor cell 
content (%) 
/Cytology

Mutation
 (Allele frequency)

Case 1 Renal cell
carcinoma

LN#7 EBUS-
TBNA

80-90
/class V

none

Case 2 Lung
adenocarcinoma

Lt S1＋2 EBUS-
GS

80-90
/class V

none

Case 3 Small-cell 
lung cancer

LN#4R EBUS-
TBNA

80-90
/class V

none

Case 4 Organizing
pneumonia

Rt S6 EBUS-
GS

0
/class III

none

Case 5 Invasive mucinous 
adenocarcinoma

Lt S10 EBUS-
GS

0-10
/class II

KRAS G12D
 (1.3%)

Case 6 Lung adenocarcinoma Pleural
effusion

Pleural
puncture

80-90
/class V

none

Case 7 Lung adenocarcinoma Rt S8 EBUS-
GS

0-10
/class V

EGFR L858R
 (1.7%)

Case 8 Lung squamous
cell carcinoma

Lt S8 EBUS-
GS

90-100
/class V

KRAS G12V
 (48.0%)

Case 9 Lung
adenocarcinoma

Lt S6 EBUS-
GS

70-80
/class V

none

Case 10 Lung
adenocarcinoma

Rt S8 EBUS-
GS

90-100
/class V

KRAS G12V
 (74.5%)

EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound-guided transbronchial needle aspiration; EBUS-GS, endobron-
chial ultrasonography with a guide sheath
Lymph node stations and pulmonary nodule are defined as follows: LN#4R, right lower paratracheal 

node; LN#7, subcarinal nodes; S6, segment 6; S8, segment 8; S1＋2, segment 1＋2; S10, segment 10; Lt, left; 
Rt, right.

肺炎と診断した．Case 6では癌性胸水は細胞診で class
Vであることを確認後に 5 mlを排液して GM管に保存
し遺伝子解析を行った．遺伝子変異は検出されなかった
が DNA 1100 ng，RNA 172 ngと解析に十分量の核酸が
検出された（Figure 2）．Case 2は同一病変に対して生検

1回＋気管支擦過 1回，生検 1回，気管支擦過 1回の 3
検体を提出した．TBBで得られた組織を GM管にいれた
抽出液中の DNAは吸光度法で 10 ng未満と解析不能で
あったが，その他の検体では NGSに十分量の核酸が採
取された（Table 6）．
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Figure　2.　A, B. The pleural effusion (5 ml) from the lung adenocarcinoma patient. C. Gene 
metrics (GM) tube. D. The pleural effusion (5 ml) was collected in the GM tube.

Table　5.　Nucleic Acid Extraction

dsDNA
[ng]

DIN
Nanodrop
[ng/μl]

RNA
[ng]

RIN
DV200
 (%)

Case 1 952 9.1 6.00 240 5.0 76.3
Case 2 16 1.5 1.71 68 2.7 73.2
Case 3 1652 8.6 10.72 429 3.9 75.6
Case 4 3528 9.1 39.83 1593 5.5 79.3
Case 5 16.48 4.1 4.92 197 3.5 77.5
Case 6 1100 5.7 4.31 172 4.9 77.8
Case 7 756 8.0 13.41 536 6.7 82.6
Case 8 564 6.9 10.55 422 4.6 86.4
Case 9 46.8 1.3 4.94 197 5.2 64.8
Case 10 173.2 5.5 9.14 366 5.8 82.1

dsDNA, double-stranded deoxyribonucleic acid; DIN, DNA integrity number; RNA, ribonucle-
ic acid; RIN, RNA integrity number; DV200, Ratio of RNA fragments over 200 nt

Table　6.　Amount of Nucleic Acid Derived from Transbronchial Biopsy Samples and 
Brushing

Methods
Clinical
diagnosis

DNA (ng) 
RNA (ng) 

Mutation

Case 2 TBB
Brushinga

Lung
adenocarcinoma

3104
856

none

Case 2 TBB Lung
adenocarcinoma

Unmeasurableb
280

none

Case 2 Brushinga Lung
adenocarcinoma

620
300

none

TBB: transbronchial biopsy (one biopsy); Brushinga, brushing and washing once each (forceps 
washing after the biopsy); Unmeasurableb, under the detection sensitivity.
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考 察

肺がんコンパクトパネルは，解析する遺伝子を絞り小
グループ（モデュール）に分けて分割処理し，十分な深
度でシーケンス解析することで，従来法は 5～10%の検
出感度のところを本システムでは 10倍以上の検出感度
の改善を達成している（DNAは吸光度法，RNAは蛍光
分析法において 10 ng以上で解析可能）．6 株式会社
DNAチップ研究所は 2021年 10月に本パネル検査の医
療機器製造販売承認申請を行い，2022年度中での薬事承
認および市場への普及を目指している．本研究では Case
8，10においてアレル頻度がそれぞれ 48.0%，74.5%の
KRAS G12Vが検出されたが，Case 5ではアレル頻度
1.3%で KRAS G12Dが検出され，Case 7ではアレル頻度
1.7%で EGFR L858Rが検出された．Case 7は EBUS-GS
によるアプローチにおいて withinの超音波所見を確認
後に TBB，気管支擦過を行ったが TBB検体には十分量
の悪性細胞が採取できておらず，気管支鏡検査後に気胸
を合併したことから気管支鏡検査や CTガイド下針生検
による再生検が難しく細胞診検体による肺がんコンパク
トパネルによる NGSが有用であった（Figure 1）．また，
EBUS-TBNAによる検体で NGS解析を行うためには
4～6回の生検が必要と報告されている．10 本研究ではア
クワイヤー超音波針 22 G，25 G針を用いた EBUS-
TBNA 1回の穿刺で，腎細胞癌，小細胞癌の転移リンパ
節よりそれぞれ DNA 952 ngと RNA 240 ng，DNA 1652
ngと RNA 429 ngの核酸が得られた．本研究においてア
プローチした肺病変は中央値 45.0（範囲 14～75）mm，リ
ンパ節病変 37.5（30～45）mmであったが（Table 3），小
型病変においても本パネル検査は有用であると考えられ
る．
NGSの際に使用する細胞診検体は GM管により保存
される．GM管はジーンメトリックス社が開発した組織
検体内の核酸を室温または冷蔵で長期にわたり安定的に
保存する溶液管であり，本研究においても細胞診検体の
保存に使用した．Case 6では胸水穿刺によって class V
を確認後に 5 mlを GM管に保存し，DNA 1100 ng，RNA
172 ngと NGSに十分であった．Case 2では TBBにより
得られた組織検体を GM管にいれて撹拌するのみでは
NGSに十分量の DNAが得られなかったが，気管支擦過
検体においては 7例すべての症例で NGS解析が可能で
あった．本研究では細胞診検体の腫瘍割合が 5～10%以
上かつ細胞検査士による class IV以上の判定であれば肺
がんコンパクトパネルにおける遺伝子検査は十分可能で
あると考えられた．肺がんコンパクトパネルによる NGS
は気管支鏡下に採取された EBUS-GS下の TBB，EBUS-
TBNAによる細胞診検体以外にも，癌性胸水や体表リン

パ節（腋窩リンパ節，鎖骨上窩リンパ節など）での検証
試験が聖マリアンナ医科大学で実施されている．現在は
多施設共同研究（UMIN000047215）が実施されており，
日本国内における症例の集積が望まれる．

結 論

肺がんコンパクトパネルは細胞診検体で高精度な
NGSが可能であった．
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