
FFPEヒト細胞からのDNA抽出ワークフローの詳細を閲覧する： 
community.nanoporetech.com/extraction_methods

SPRIによるDNAのサイズセレクションの詳細な指針： 
community.nanoporetech.com/extraction_ 

methods/spri-size-selection

抽出：サンプルを単離、定量、長さ、純度
などを評価

ライブラリ調製： 
サンプルに合ったシークエンスキットを
選択

FFPEがん研究サンプルの構造変異を解析

60分間

FFPEサンプルから抽出したgDNA

サイズセレクション

末端処理とニック修復
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ナノポアシークエンス用にFFPEから抽出したgDNAを準備する場合、こ
れ以上のDNA断片化は不要です。SVに関する情報を含む長い分子が確
実にエンリッチメントされるよう、ライブラリ調製の前にSPRIビーズに基づ
くサイズセレクションにより約1.5〜2 kb以上のDNA断片のセレクション
をおすすめします。次に、PCRフリーのライブラリ調製法であるLigation 

Sequencing Kit（下図を参照）を使用すれば、シークエンス収量を最大
化することができます。ただし、FPPEサンプルの劣化が激しい場合には、
PCR Sequencing Kitを用いてサンプルを調製することにより最善の結果
が得られます。

インプットが少ない場合の選択肢を含めたライブラリ調製キットの詳細：store.nanoporetech.com/sample-prep.html

ワークフロー：FFPEサンプル

リファレンスグレードのFFPEサンプルをシークエンスした場合に得られた
リード長の分布（調製時にサイズセレクションを行った場合と行わなかっ
た場合）

リファレンスグレードのサンプルから
抽出したFFPE DNA

PCR N50
3,063 bp

Native N50
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サンプル複製
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サンプル複製

a) b)
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核酸の抽出

サンプルの脱パラフィン
処理

組織サンプルの対象の領
域を切り取る

ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）サンプル作成は、重要ながん研究サンプルを保存する簡易な方法として広く使用されています。がんでは構造
変異（SV）が重要な変異プロセスとなります。これは、長さ50 bp超のゲノム異常と定義され、遺伝子または染色体の全体に影響を及ぼすことがありま
す。ホルマリン固定を実施するとDNA分子が損傷し、断片長が短くなってしまいますが、数キロベースの断片長が残ることもあります。従来のショート
リードシークエンス技術を用いた場合、この長いシークエンスをさらに断片化する必要があるため、SVに関する重要な情報が失われ、SVの同定が不正
確または不完全なものとなります。

Oxford Nanopore社は、FFPEサンプルから数キロベースにわたるDNAを抽出し、
シークエンスに特化してワークフローを最適化し、SVの正確な検出と解析を実現し
ました。ナノポアのロングリードによって、がんゲノム全体のSVを網羅的に解析でき
ます。

ここでは、PromethION™フローセルを用いてFFPEサンプルから抽出したDNAのSV
を解析する簡易ワークフローを紹介します。

サンプル採取からの期間や調製方法にばらつきがあると、FFPE
サンプルから抽出したDNAの断片化の質、程度ともに影響を受
けます。Oxford Nanopore社のワークフローは、余分な断片
化がなるべく生じないように入念にデザインされています。この
ワークフローでは、まずサンプルからパラフィンワックス層を除
去してから、QIAGEN DNA FFPE Tissue KitでDNAを抽出し
ます。ライブラリ調製に進む前に、Qubitを用いてDNA収量を、
Nanodropを用いてサンプル品質を評価することをおすすめし
ます。

https://store.nanoporetech.com/sample-prep.html
https://community.nanoporetech.com/extraction_methods/ spri-size-selection
https://community.nanoporetech.com/extraction_methods/fixed-human-cell-dna
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詳細：nanoporetech.com/cancer-research

ヒトゲノム全体で最良のSVコール指標を得るには、30倍以上のカバレッ
ジまでシークエンスすることをおすすめしますが、ローパス全ゲノムシー
クエンスの場合は、15倍のカバレッジに下げることもあります。FFPEサ
ンプルは最初の保存品質がシークエンス収量に影響を及ぼすことがあ
るため、Flongleフローセルで少量をシークエンスすることによりライブ
ラリ品質を確認してから、次の作業に進みたいという場合もあるかと思わ
れます。この小さく低コストのフローセルはGridIONまたはMinIONで使
用することができ、リアルタイムでシークエンスパフォーマンスを確認して

から高カバレッジのシークエンスに進むことが可能です。出力を最大化
するには、PromethIONフローセルでのシークエンスをおすすめします。
PromethIONには、強力なベンチトップ型のP24とP48（最大24枚また
は48枚のPromethIONフローセルをシークエンス可能）と並んで、2枚の
独立した高収量のPromethIONフローセルを搭載できる柔軟性をもち、
必要なサンプルスループットが少ない場合に適したコンパクトなP2を用意
しています。

フローセルWash Kitの詳細： 
store.nanoporetech.com/flow-cell-wash-kit-r9.html

ナノポアデータ解析の詳細： 
nanoporetech.com/analyse

シークエンス：ハイスループットの
PromethIONフローセルを使用

解析：FFPEサンプルのシークエンスデー
タからSVを検出

自身のナノポアシークエンスデータで生殖細胞系列のSVをコー
ルするには、wf-human-svの使用をおすすめします。このパイ
プラインはGitHubで公開されており、シークエンス時に生成さ
れたFASTQファイルを処理し、LRA1を用いてFASTAリファレン
スゲノムとのアライメントを行い、cuteSV2を用いて50 bpを超
える挿入、欠失、重複をコールします。コールした変異のファイ
ル（VCF）とQCレポートが出力されます。このワークフローは、
EPI2ME Labsで双方向チュートリアルとしても公開されている
ほか、コマンドラインの使用を避けたい場合は、EPI2MEでク
ラウドベースの完全自動ワークフローとして利用することもでき
ます。

がん研究サンプルにおける体細胞のSVを検討したい場合は、
Sniffles23を「体細胞」モードで使用することをおすすめしま
す。腫瘍組織と正常組織からなるペアのクリニカルリサーチサン
プルのデータセットの場合、nanomonsv4を用いて体細胞変異
を解析できます。

FASTQインプットファイル

VCFファイル

QCとリードのフィルタリング

リードのアライメント LRA1

変異をコール cuteSV2

変異のフィルタリング

PromethIONとFlongleの詳細：nanoporetech.com/products

GitHubでナノポアデータ解析ツールとパイプラインを閲覧する：github.com/nanoporetech
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