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はじめに

現在，がんの薬物治療において，分子標的薬の適
応や治療効果の予測等に多くのバイオマーカーが
利用されている。 その一つに大腸癌におけるRAS
（KRAS / NRAS）遺伝子検査がある。複数の臨床試
験の解析においてKRAS遺伝子 exon 2の変異陽性例
の他に，KRAS遺伝子 exon 3，4，NRAS遺伝子 exon 2，
3，4の変異陽性例においても抗EGFR抗体薬の効果
が期待できないことが明らかとなっている1-4）。本邦
では抗EGFR抗体薬投与の適否を判断することを目
的として，2010年4月にKRAS遺伝子検査が，2015
年4月にRAS遺伝子検査が保険償還されている。ま
たBRAF  V600E遺伝子変異が切除不能進行再発大腸

癌における予後不良因子であることが示されるなど
5），変異の有無を検索することは治療選択のために
重要となっている。
当院では2012年にダイレクトシークエンス法（以
下 DS法）およびTm解析法によるKRAS遺伝子検査
の院内実施を開始した。KRAS遺伝子検査はexon 2
（codon 12，13）のみが検索対象であった。2015年に
RAS遺伝子検査が保険償還され，検索対象がKRAS
遺伝子およびNRAS遺伝子 exon 2（codon 12，13），
exon 3（codon 59，61），exon 4（codon 117，146） と
広がった。DS法は目的とする遺伝子領域を増幅し，
直接塩基配列を明らかにする方法であるが，手技が
煩雑であり，検索対象の多いRAS遺伝子検査をより
簡便に行える方法の導入が必要となった。

要　　　旨

大腸癌におけるRAS（KRAS / NRAS）遺伝子検査は，抗EGFR抗体薬投与の適否を判断す
る目的で行われる。予後不良因子であるBRAF  V600E遺伝子変異を含めると検索対象は7領
域に渡り，複数領域の変異検索を簡便に行える方法が必要となった。PCR-High Resolution 
Melting（HRM）解析は融解曲線の違いにより野生型と変異型を識別する方法である。ダイレ
クトシークエンス法（以下 DS法）で変異の有無が確定した大腸癌40例についてPCR-HRM解
析を行った。RAS遺伝子変異型17例とBRAF遺伝子変異型3例は，全例変異が検出された。野
生型の20例は全例変異が検出されなかった。PCR-HRM解析で変異が検出された場合はDS法
で塩基配列の決定を行っている。変異が検出されない場合はDS法での確認は不要となり，省
力化につながった。
院内実施した200例では，KRAS遺伝子変異型は83例，NRAS遺伝子変異型は8例，BRAF遺
伝子変異型は19例であった。他に4例で複数の変異を認めた。PCR-HRM解析は簡便に変異の
有無をスクリーニングでき，検索対象の多いRAS，BRAF遺伝子検査に有用であることが示
された。
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PCR-High Resolution Melting（HRM）解析はリア
ルタイムPCR機器を用いて簡便な手技で，かつ感度
よく変異の有無をスクリーニングできる方法であ
り，RAS遺伝子やBARF遺伝子の変異検出にも用い
られている6）。今回，PCR-HRM解析を用いたRAS，
BRAF遺伝子検査を検討し，院内実施後の成績につ
いてまとめた。

Ⅰ　対　　　象

対象はDS法にてRAS，BRAF遺伝子検査が実施
され，変異の有無が確定した大腸癌40例で，RAS
遺伝子変異型17例，BRAF遺伝子変異型3例，RAS，
BRAF遺伝子野生型20例とした。RAS遺伝子変
異型17例およびBRAF遺伝子変異型3例の内訳は，
KRAS遺伝子 G12D，G12Vが各2例，KRAS遺伝子 
G12C，G12A，G12S，G13D，Q61L，Q61R，Q61H，
K117N，A146Tが各1例，NRAS遺伝子 G12D，G13D，
Q61K，Q61Rが各1例，BRAF遺伝子 V600Eが3例で
あった。

Ⅱ　方　　　法

PCR-HRM解析は，飽和型蛍光色素を使用し，精
密な融解曲線を得ることで変異を検出する方法であ
る。PCR後の増幅産物をアニーリングさせると，変
異型では変異型アレルと野生型アレルとのミスマッ
チのアニーリングが起こるため，変異型アレルを含
まない野生型の融解曲線と違いが生じる。融解曲線
の形の差を最大化するために生データに補正を加え，
シグナル強度の差分をプロットした図（以下 差分
プロット）より変異の有無を判定することができる。
差分プロットの例を図1に示す。

図1　差分プロットの例
　野生型を基準とした場合, 同じ野生型はほぼ平坦であるが, 
変異型ではピークを認める。

DNA抽出は厚さ5-10μmの10-20％中性緩衝ホル
マリン固定パラフィン包埋（Formalin fi xed paraffi n 

embedded ; FFPE）切片2-5枚より，用手的に腫瘍部分
を採取し，QIAamp DNA FFPE Tissue kit（QIAGEN）
で行った。LightCycler 480Ⅱ（Roche）を用いてKRAS
遺伝子 exon 2（codon 12，13），exon 3（codon 59，61），
exon 4（codon 117，146），NRAS遺伝子 exon 2（codon 
12，13），exon 3（codon 59，61），exon 4（codon 117，
146），BRAF遺伝子 exon 15（codon 600）の7領域につ
いてPCR-HRM解析を行った。反応液は総量20μ
Lとし，終濃度で1×High-Resolution Melting Master 
Mix（Roche），3.5mM MgCl2，0.2μM 各Primer，テ ン
プレートDNA 20ngとした。反応条件は95℃ 10分後，
95℃ 10秒，58℃ 30秒，72℃ 30秒を45cycle行った後，
95℃ 1分，40℃ 1分，65℃ 1秒，0.02℃/秒で65℃か
ら95℃まで連続的に上昇（1℃当たり25回のシグナ
ル計測）とした。得られたデータをGene-scanning 
softwareで解析し，RAS，BRAF遺伝子野生型を基準
とした差分プロットより各領域での変異の有無を判
定した。また変異型アレルの含有率が異なるDNAサ
ンプルを用いて，PCR-HRM解析の変異検出限界を
検討した。対象の変異はKRAS遺伝子 G12D，Q61L，
A146T，NRAS遺伝子 G12V，Q61K，K117N，BRAF
遺伝子 V600Eとした。

Ⅲ　結　　　果

PCR-HRM解析では，RAS遺伝子変異型17例およ
びBRAF遺伝子変異型3例の全例で，DS法と一致し
た領域で変異が検出された。RAS，BRAF遺伝子野
生型の20例全例で，変異は検出されなかった。結果
の一部を図2に示す。RAS遺伝子変異型17例中4例で，
既知の変異がある領域とは別に，複数の領域で変異
を疑う差分プロットが得られたが，DS法では野生
型で偽陽性と判断した。結果の一部を図3に示す。
変異検出限界の検討では，7領域それぞれで変異
検出限界に多少の違いが見られたが，全体として変

図2　BRAF遺伝子変異検出例
　PCR-HRM解析で変異が検出され, ダイレクトシークエン
ス法で変異（＊）を確定した。
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異アレルの含有率で5-10%とするのが適当であった。
結果の一部を図4に示す。

図3　偽陽性例の差分プロット
　KRAS遺伝子 exon 3, 4, NRAS遺伝子 exon 2領域で変異が疑
われる差分プロット（＊） が得られたが, ダイレクトシークエ
ンス法では野生型であった。ダイレクトシークエンス法で変
異が確定したNRAS遺伝子 exon 3領域の差分プロットと比較
しピークは低い。

図4　KRAS遺伝子 exon 4領域での変異検出限界の検討
　変異型アレルの含有率が低下するにつれて, ピークが低く
なり野生型の差分プロットに近くなる。

Ⅳ　�院内実施後のRAS，BRAF遺伝子検
査の成績

2015年4月よりRAS，BRAF遺伝子検査にPCR-
HRM解析を導入し，院内実施を開始した。2017年
6月までに依頼された200例ではKRAS遺伝子変異型
は83例（41.5％），NRAS遺伝子変異型は8例（4%），
BRAF遺伝子変異型は19例（9.5%）であった。他に
4例（2%）で複数の変異を認めた。RAS，BRAF遺
伝子野生型は86例（43%）であった。詳細を表1に
示す。日本臨床腫瘍学会の「大腸がん診療におけ
る遺伝子関連検査のガイダンス 第3版」ではKRAS
遺伝子 exon 2の変異の頻度は約35-40%，その他の
KRAS遺伝子 exon 3，4，NRAS遺伝子 exon 2，3，4の変

異の頻度は合わせて10-15%とされており7），同程
度の結果であった。またBRAF  V600E遺伝子変異の
頻度は，本邦では4.5-6.7%と報告されているが5，8-9），
これをやや上回る8%であった。

Ⅴ　考　　　察

PCR-HRM解析を用いたRAS遺伝子検査はKRAS
遺伝子 exon 2，3，4，NRAS遺伝子 exon 2，3，4の6領域
について変異検出を行うことにより，検索対象を網
羅することができる。加えて，当院ではBRAF遺伝
子 exon 15のcodon 600も変異検出の対象としている。
PCR-HRM解析の反応条件を統一することで，一度
に7領域の変異スクリーニングが可能となった。DS
法で確定した変異はPCR-HRM解析で全て検出でき
た。また変異が検出されない領域は，DS法でも全
て野生型であった。PCR-HRM解析のみでは変異の
詳細が不明なため，変異が検出された場合はDS法
による塩基配列の決定が必要である。PCR-HRM解
析で変異が検出されない場合，DS法での確認は不
要となり，省力化につながった。

PCR-HRM解析でRAS，BRAF遺伝子野生型と変異
型を識別可能な変異アレルの含有率は5-10％であっ
た。RAS遺伝子検査は変異検出限界が10%以下の検
査法により実施することが推奨されており7），条件
を満たしている。一方，PCR-HRM解析で変異が検
出された場合に実施するDS法の変異検出限界は10-
25%であり，DS法でRAS遺伝子検査を行う場合は
マニュアルマイクロダイゼクション等の併用により
腫瘍細胞の比率を高めることが必須とされている7）。
当院でもDNAを抽出する際，用手的に腫瘍細胞の
比率を高めており，PCR-HRM解析で変異が検出さ
れた例は，全てDS法で変異型が確定している。

PCR-HRM解析はFFPE検体から抽出したDNAを
用いた場合の特異性が問題とされており10），本検
討においても偽陽性を経験した。PCR-HRM解析で
は，PCRにおける増幅曲線の立ち上がりのサイクル
数やプラトー相の蛍光強度が，基準となるDNAサ
ンプルと近いことが正確なデータ解析のために必要
となる。偽陽性例は上記の条件を満たしておらず，
DNAの質の低下が原因と考えられた。経験的に偽
陽性は複数領域に見られて野生型の差分プロットと
の違いが少ない場合が多く，正確なデータ解析に必
要な条件等を加えると判断は比較的容易であるが，
最終的にDS法での確認は必要である。

PCR-HRM解析は，PCRで増幅する領域内におけ
る変異の有無をスクリーニングする方法であり，検
索対象以外の変異も検出される。検索対象以外の変
異としてNRAS遺伝子 L120FやBRAF遺伝子 D594G，
D594Nが検出された。KRAS / NRAS遺伝子 codon 12，
13，59，61，117，146以外のRAS遺伝子変異が検出さ
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例数
KRAS  遺伝子変異型 83 （41.5％）

exon 2 codon 12 G12D 30
G12V 13
G12S 6
G12C 5
G12A 1

codon 13 G13D 16

exon 3 codon 61 Q61H 1

exon 4 codon 117 K117N 2
K117R 1

codon 146 A146T 7
A146V 1

NRAS  遺伝子変異型 8 （4%）
exon 2 codon 12 G12D 2

codon 13 G13D 1
G13R 1

exon 3 codon 61 Q61R 3
Q61K 1

BRAF  遺伝子変異型 19 （9.5%）
exon 15 codon 600 V600E 16

V600R 1
codon 594 D594G 2

遺伝子変異 （複数） 4 （2%）
KRAS   G12V,   NRAS   G12S   1
KRAS   G13D,  NRAS   Q61H 1
NRAS   G12V,  BRAF   D594N 1
NRAS   L120F,  BRAF   V600E 1

RAS , BRAF 遺伝子野生型 86 （43%）

合計　200

表1　RAS, BRAF遺伝子検査の成績（2015年4月～ 2017年6月）

れた患者に対する抗EGFR抗体薬の効果については，
臨床データに乏しく一律に適応がないとは言えない
とされている7）。またBRAF  V600E遺伝子変異以外
のBRAF遺伝子変異陽性例の予後，臨床病理学的特
徴や抗EGFR抗体薬の治療効果について，コンセン
サスは得られていない7）。これらの変異に関しては
今後の検討が待たれる。
大腸癌における遺伝子検査は，これまでのRAS遺

伝子検査に加えて，BRAF  V600E遺伝子変異やDNA
ミスマッチ修復機能の欠損が予後予測や治療選択に
関わる重要な遺伝子異常として認識され，次世代
シークエンサーを用いた包括的遺伝子検査や血液サ
ンプルを用いたリキッドバイオプシーなど，さらに

発展していくと予想される。これらの新規項目に院
内で対応していくためには，機器整備やランニング
コスト，技術面等多くの課題がある。遺伝子検査が
外部に委託される場合も，測定前のプロセスを適正
に行い，正確な検査が行われるように努めていきた
い。

結　　　語

PCR-HRM解析は簡便に変異の有無をスクリーニ
ングでき，検索対象の多いRAS，BRAF遺伝子検査
に有用であることが示された。一方で，体外診断用
医薬品を用いた検査法が推奨されており，今後，臨
床試験等でその結果を必要とする場合も増える可能
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性がある。RAS遺伝子検査については外部委託も含
めて臨機応変に対応して行きたい。
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