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当検査室の紹介

 白血病関連遺伝子検査

 SARS-CoV-2リアルタイムPCR

 HLA DNAタイピング

 がんゲノム医療コーディネーター

 外部委託遺伝子検査の管理

 遺伝学的検査（サンガー法）

獨協医科大学病院 臨床検査センター 血液/遺伝子・HLA検査

担当者４名（業務経験3年以上）

1日2回測定を行い、
1ヵ月の検査数はで700件程



遺伝学的検査の内容

 遺伝学的検査（サンガー法）

・がん遺伝子パネル検査で生殖細胞系列の変異が疑われた場合
（シングルサイト検査）

・家族に生殖細胞系列の変異が見つかった場合 （保因者診断）
（シングルサイト検査）

・遺伝性疾患の遺伝子解析



本日のメニュー

解析の実際

・遺伝学的検査依頼

      ・情報の整理

 ・ゲノム位置の検索

      ・ゲノムDNA配列の検索  

プライマー作成

・Primer3の使い方

電気泳動での確認           

結果の解析

参考資料

最後に

核酸抽出

PCR

電気泳動

PCR産物の精製

シーケンス反応

シーケンス反応産物の精製

キャピラリー電気泳動

結果の解析

サンガー法の検査の流れ



当院では遺伝学的検査の依頼を受ける際に下記の
情報をできるだけいただいています。

遺伝学的検査依頼

本日は当院のプライマー作成から解析までを
BRCA1  NM_007294  c.5096G>A  p.Arg1699Glnのバリアント情報を使って紹介します。

◆  遺伝子名

◆ NM番号

◆  バリアント位置

◆  アミノ酸変異

◆  疾患名



目的 Accession ID
検索場所
（一例）

分かったAccession ID

ゲノムDNA配列がプライマーを作成するために必要なため NC_ NCBI 情報なし

ゲノムDNA配列のバリアント位置を確認するため
g.

（genomic DNA）
Clin var

TransVar
情報なし

コーディング領域の確認とリファレンス配列の確認をするため MN_
Clin var

TransVar
NM_007294 再確認！

mRNA配列のバリアント位置を確認するため
どのような変化であるか確認するため

c.

（coding DNA）
Clin var

TransVar
c.5096G>A 再確認！

アミノ酸配列からバリアントを確認するため
p.

(protein)

Clin var

TransVar
p.Arg1699Gln 再確認！

遺伝子名：BRCA1

依頼先からもらったバリアント情報を整理し、プライマー作成に不足している情報を確認します。

情報の整理



ゲノム位置の検索

・バリアント情報からゲノム位置の検索方法の一例としてTransVarを紹介します。

・インターネットで検索するとこの画面が出てきますので、URLを開いて下さい。



検索したいバリアントの情報を入力します。
BRCA1：c.5096G>A

HGVS.cのバリアントから検索します。

検索及び変換したい参照配列を選択します。

バリアントの情報をどのデータベースの結果とし
て得るのかを選択します。 Accession IDを入手
するため、（NCBI）RefSeqを選択します。

coordinatesにgDNA、cDNA、proteinが表記されます。
持っているバリアント情報と比較、確認を行います。

バリアント情報:BRCA1  c.5096G>A  p.Arg1699G>A

検索の結果、NM_007294 ゲノムポジションはGRCh38 g.43063930C>T c.5096G>A

はexon17に位置している事が分かった。



得られた情報を追加

遺伝子名：BRCA1



NCBIでGene「BRCA1」を検索する

ゲノムDNA配列の検索



「Homo sapiens (human)」を選択する
。



下にスクロールする



・染色体での遺伝子の位置を
確認する。
・BRCA1は転写の向きがリファ
レンスゲノムとは逆方向である
ためNM番号上で確認する場合
は下の配列を見る。
今回c.5096G>AとなっておりGで
一致する。

43063930

・リファレンスゲノムがTrans Varと
 同じGRCh38が選択されている
ことを確認する。

・GRCh38ではNC_000017.11が
gDNAのAccession IDとなる。

・リファレンスゲノム上でのバリア
ント位置g.43063930を検索する

。
・検索した場所の塩基はCであり
、g.43063930C＞Tと一致する。



目的 Accession ID
検索場所
（一例）

分かったAccession ID

ゲノムDNA配列がプライマーを作成するために必要なため NC_ NCBI NC_000017.11

ゲノムDNA配列のバリアント位置を確認するため
g.

（genomic DNA）
Clin var

TransVar
g.43063930C>T

コーディング領域の確認とリファレンス配列の確認をするため MN_
Clin var

TransVar
NM_007294 再確認！

mRNA配列のバリアント位置を確認するため
どのような変化であるか確認するため

c.

（coding DNA）
Clin var

TransVar

c.5096G>A 再確認！
exon17に位置する

アミノ酸配列からバリアントを確認するため
p.

(protein)

Clin var

TransVar
p.Arg1699Gln 再確認！

得られた情報を追加

遺伝子名：BRCA1



・下にスクロールするとバリアントが表示されているので、目的のバリアント
(g.43063930C＞T)と同じｒｓ番号を探す。
・rs番号にカーソルを合わせSNP summaryを押とdb SNPを開くことができる。

バリアントの確認とリファレンス(NM_)の検索



目的のバリアント情報（ BRCA1 GRCh38 g.43063930C>T）と一致しているか確認し、ClinVarを開く

手元にあるバリアント情報がrs

番号のみの場合でも、
NCBIからdb SNPを開き、rs番

号を検索すると同じ画面になり
ます。

以降同様に作業を行うことで遺
伝学的検査を行うことができま
す。



目的のバリアント（ BRCA1 c.5096G>A p.Arg1699Gln ）を選択し開く



「MANE SELECT」がついた
NM番号をリファレンスとして
使用する。

今回はNM_007294.4となり、

バリアント位置やアミノ酸変異
の情報を再確認する事ができ
た。



目的 Accession ID
検索場所
（一例）

分かったAccession ID

ゲノムDNA配列がプライマーを作成するために必要なため NC_ NCBI NC_000017.11

ゲノムDNA配列のバリアント位置を確認するため
g.

（genomic DNA）
Clin var

TransVar
g.43063930C>T

コーディング領域の確認とリファレンス配列の確認をするため MN_
Clin var

TransVar
NM_007294

mRNA配列のバリアント位置を確認するため
どのような変化であるか確認するため

c.

（coding DNA）
Clin var

TransVar

c.5096G>A

exon17に位置する

アミノ酸配列からバリアントを確認するため
p.

(protein)

Clin var

TransVar
p.Arg1699Gln

得られた情報を追加

遺伝子名：BRCA1



mRNAの配列上でバリントを確認するため、
NCBIで先ほど調べたリファレンスのNM番号を検索する







・exon1がBRCA1の1番から94番まで
 の塩基に位置していることを示す。

・「exon」を押すとexon1の塩基配列
に移動する。（茶色の配列＝ exon1）
また、画面左下のツールを使って各
exonへ移動し塩基配列を確認する事
ができる。
※この機能を使ってバリアントのある
exon17を探す。

・タンパク質に翻訳されるコーディング領
域が114番目から5705番目の塩基ま
でであることを示す。



バリアント（c.5096G>A）位置の探し方

・コーデング領域の開始点＋バリアントの位置－1（塩基）＝実際のバリアント位置

今回は114+5096-1=5209

5209番目にGがある。

c.5096G>A p.Arg1699Glnのアミノ酸配列の確認方法

• コーディングDNAでのバリアント位置÷3＝小数点以下が3の場合コドンの1番目の塩基

小数点以下が6の場合コドンの2番目の塩基

小数点以下が9の場合コドンの3番目の塩基

• 5096÷3=1698.6666….

小数以下が6なのでc.5096のGはコドンの2番目の塩基となる。

よってCGG=Arg Aに変化した場合はCAG=Glnとなる。茶色の配列
＝ exon17



NM番号で検索したexon17

とGRCh38で検索したバリア
ント位置のexon17の配列が
一致しているか確認する



・NCBIでGene「BRCA1」を検索→Homo sapiens (human)選択して開い
 たページに戻る。（スライド12枚目）
・プライマー作成に必要なGneBankのデータをダウンロードする。

プライマーの作成に必要なデータをダウンロードする





BRCA1遺伝子は大きいため、ダウンロードデータも多いので、バリアント位置から前
後500bpのデータに絞ってダウンロードする。



プライマーの作成
PCRを行う際にはプライマーを適切に設計することが重要です。
しかし、プライマーを設計する際には様々な条件に注意する必要があり塩基配
列から目視で見つけ出すことは容易ではありません。
そこでプログラムを使って自動でプライマーを作成してくれる「Primer3」を使用
します。

https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/



パラメータの設定方法

・デフォルトで数値が入力されて
いる項目がありますが、
当検査室では赤い四角で囲った
項目の再設定を行っています。

何の配列を使用するか選択します。





・プライマーを設定する場所は、バリアントのみを増幅するように作るので
 はなく、バリアントのあるexon17全体を増幅するように設定します。

・先程ダウンロードしたGneBankのデータからexonとintronの配列を検索
するために、A plasmid Editorというプログラムを使います。

https://jorgensen.biology.uta

h.edu/wayned/ape/

ダウンロードして無料で使用
できます。



A plasmid Editorのプログラムを開き、ダウンロードしたGneBankファイルを
ドラッグ&ドロップする。

+



黄色：exon17の配列

赤色： intronの配列



・Primer3ではプライマーを設定したくない領域を<>内に入力します。

・ A plasmid Editor からexon17の配列全てコピーしてPrimer3の<>内に貼付けます。

>

exon17の配列

>

>



・次にexon17の前後100～200ｂｐのintronの配列をA plasmid Editor 

からコピーしてPrimer3に貼付けます。

>

>



・塩基配列の読み始めは綺麗に読めないので、
当検査室ではプライマーの位置を目的の配列より60

～100bp離して設定しています。

・今回はreverseプライマーがexon17に近過ぎるため
パラメーターのプロダクトサイズ設定を390より大きくし
、他の配列のプライマーが自動で作られよう再設定し
ました。

・プライマー作成されない場合はパラメーターの設定条
件を緩めると作成される事が多くあります。

・自動作成されたプライマー情報と配列

・自動で作成されたプライマーは>>>>>で示されます。

・先程＜＞で囲んだプライマー設定しない領域XXXXX

で示されます。

forwardプライマー

reverseプライマー



再設定後のプライマー

プライマー配列に問題がない
か確認し注文します。

forwardプライマー

reverseプライマー

このプライマーを使って
PCRを行います。



電気泳動での確認

・増幅後、PCR産物の電気泳動を行い目的の長さの増幅産物が得られたか、
非特異的反応はなかったかを確認する。

・当院では新しく作ったプライマーでPCRを行う際に、MasterMIXや検体の抽
出不良等があってプライマーが働かないのかを確認するためにGAPDHも同
時に増幅しています。

Pt PtNC NC

GAPDHBRCA1
462bp 136bp



➢ 非特異的反応があった場合にはPCRのグラジエント機能を使って
    アニーリングの至適温度を検討する

➢非特異的反応を抑えるためにDMSOを使用する

➢ゲルカットをして目的の増幅産物だけを回収する

電気泳動での確認

・領域を少しずらしてプライマーを新たに設定する
・Forward・Reverseプライマーの組み合わせを変える
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PCR産物の精製から測定まで



exon17

結果の解析
forwardプライマーを使用した結果

G>A 



exon17

結果の解析
reverseプライマーを使用した結果 

C>T 



◆「遺伝子診療よくわかるガイドマップ」や
「医療に役立つ遺伝子関連Web情報検索」

◆メーカーHPに公開されているハンドブック

◆過去の臨床遺伝情報検索講習会資料

著者：中村 智祥

出版社： メディカル・サイエンス・インターナショナル

参考資料

https://www.thermofisher.com/jp/ja/home/global/forms/sanger-sequencing-guide-

download.html

https://books.rakuten.co.jp/search/dt/?g=001&bpbls=%A5%E1%A5%C7%A5%A3%A5%AB%A5%EB%A1%A6%A5%B5%A5%A4%A5%A8%A5%F3%A5%B9%A1%A6%A5%A4%A5%F3%A5%BF%A1%BC%A5%CA%A5%B7%A5%E7%A5%CA%A5%EB&l-id=item-c-maker-book


・今日ご紹介した方法は、当初プライマーを設計したこと
がなかった私たちが試行錯誤しながら行っている方法です。

・皆さんも是非チャレンジして、より良い方法を見つけて頂きた
いと思います。

最後に

ご清聴ありがとう
ございました
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