
KAPA NHLパネル
非ホジキンリンパ腫におけるctDNA検出

血漿検体からの
高感度な遺伝子変異
検出ソリューション
（研究用）

KAPA NHLパネルはKAPA HyperCap Design Share Panel（プレデザインパネル）の一
つで、非ホジキンリンパ腫（NHL）の血中ctDNAを次世代シークエンサーにより高感度に検出
し、経時的な解析を行うための研究用パネルです。NHLに関連する383遺伝子(遺伝子全体
または一部）と追加の遺伝子間領域の合計341 Kbをカバーしています。

このパネルは、ハイブリダイゼーションをベースとしたKAPA HyperCap ワークフロー1と、オープン
ソースのバイオインフォマティクス解析ツール2を組み合わせて使用します。遺伝子変異の高感度
検出と経時的解析を目的とするため、主にSNVを検出するようデザインされています。

高感度なctDNAモニタリングを自施設で

• 新しいNHL臨床研究を開始可能

• さまざまなNHLサブタイプに

• 柔軟な対応（改変）とデータの蓄積でNHL研究を前進

大規模研究3で実証されたパネルデザイン

• 学術研究者やロシュの科学者による10年以上にわたる研究開発を踏襲した実験系1

• 1,000以上の検体での解析実績3

• proof of principleデータ1,2からのインサイト

シンプルで信頼性の高いワークフロー

• 堅牢なKAPA HyperCap ワークフロー1を使用

• 研究ニーズに応じてカスタマイズ可能なオープンソースの解析パイプライン2

• 自動化に適したワークフローでスケールアップが容易
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図1. KAPA NHLパネルのシークエンシングメトリック

模擬NHL検体として、0%から5%のアレル頻度(AF)のバリアントを含むように市販のcfDNAリファレンス検体（検体1、検体
2）を人工的に調製し、KAPA NHL Plasma cfDNAワークフローの手順に従いNGSライブラリー作成及びエンリッチメントを行
いました1。イルミナ社のNextSeq™ 500/550の１ランで8検体のシークエンシングを実施して1検体あたり平均8,800万以上
のリードを取得し、オープンソースのバイオインフォマティクスツールを使用してデータ解析を行いました2。Unique molecular 
identifiers（UMI）による重複分子の除去後のメディアン解析リード数は、検体1で44M、検体2では33Mでした。これはそれ
ぞれ6,100x及び5,000xのユニークdepth（メディアン値）に相当しました。高い再現性で主要な性能メトリックを十分に満た
すことが示され、 KAPA NHLパネルにより効率良くシークエンスできることを示唆しています。
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A: ユニークdepth（メディアン値）

C: エラー率

検体1 検体2 検体1 検体2

検体1 5.00% 0.50% 0.10% 0.05% wt

検体2 5.00% 0.50% 0.10% 0.05% 0.01% wt
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図2. 0.5%、1%、5% AFのバリアントを再現性良く高感度に検出

人工的に調製した検体で感度と再現性の検証を行いました。ジャームラインバリアントの検出感度を評価するために、NA24631
（98%）とNA24149（2%）のゲノムDNAを混合して1% AFを調製し、KAPA NHL gDNAワークフローを実施しました。
青いドットは反復実験での結果を示しています。その結果、1% AF（真陽性のSNV）10か所全てを8回の反復実験のいずれ
においても検出しました。ctDNAバリアントの検出感度の評価として、市販のcfDNAリファレンス検体（検体1、検体2）で
0.5%または5%AFを調製し、KAPA NHL Plasma cfDNAワークフローを実施して検証しました。この結果、予想されるSNV
（検体1ではSNV3か所、検体2ではSNV12か所）の全てが、全ての反復実験（検体1は2回、検体2は4回）で検出されま
した。

• 十分なユニークdepth（5,000x以上：図1A）：高感度なctDNA検出

• 高い特異性（全データの74%以上がターゲット塩基：図1B）：効率の良い解析

• 低いエラー率（約2.5x10-4：図1C）：結果への信頼性

• 0.5% AFのバリアントも高感度で再現性良く検出（図2）

• 高い特異性でのバリアントコール*

B: 特異性（ターゲット塩基%）

D: 1,000x以上の塩基%

検体1 検体2 検体1 検体2

* 図表では示しませんが、KAPA NHLパネルが高い特異性でバリアントコールできることは次の検証により示されました。
NA24149とNA24631の混合ゲノムDNAを用いた検証実験において、8回の反復実験全てで、53か所の全てが真陰性(TN)
と判定されました。また、変異を持たないと仮定する23名の健康なドナー検体を用いた検証実験では、10Kbあたり0.06個という
レベルでのみバリアントが検出され、バリアントコールのエラー率が非常に低いことが示されました。
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高感度の微小残存
病変（MRD）解析

• バックグラウンド補正により結果の信頼性が向上

• 0.05% AFのバリアントの経時的な陽性検出率は100%

• 高い再現性で0.01%AFのバリアントを検出

ターゲット遺伝子 • 専門家が選択した遺伝子や領域を1つのパネルにすることで、複数のNHLサブタイプに対応

• ctDNA検出、MRD解析、細胞起源決定のような様々な研究に応用可能

• 予後バイオマーカーとしてのctDNAを検証した第3相POLARIX研究3 で使用されたパネルデザイン

図4. KAPA NHLパネルがターゲットとしている遺伝子の一部

この図では各リンパ腫との関連が確認されている遺伝子のみを示しています。KAPA NHLパネルの完全なターゲット領域情報は、
https://sequencing.roche.com/global/en/products/group/design-share.htmlにアクセスして取得してください。
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●びまん性大細胞型B細胞リンパ腫
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●辺縁帯リンパ腫
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レポーターバリアントは全てのTN検体で検出されましたが、AFが低いほどサポートリードがゼロではないレポーターバリアントの数は
減少し、また、変異を含むリード数も減少しました。 TN検体でのctDNA陽性／陰性を判定するためのモンテカルロ p値4,5 のしき
い値は、AF 0%検体で観測された最も低い値である0.003に設定しました。 AF0.5％、AF0.1％、AF0.05％では全ての反
復実験でctDNA陽性と正確に判定されました。AF0.01%では、6回の反復実験のうち5回でctDNA陽性と判定されました。
AF 0%検体では全ての反復実験で陰性と判断されました。

図3. MRD解析模式図

MRD解析は3つのステップで構成されま
す。まず健常者のcfDNA検体を用いて
SNVブロックリストを作成します。次に、
ベースライン検体（T0）からレポーターリ
スト作成します（血漿検体と血漿除去
後検体での差分とSNVブロックリストの除
外）。最後に、フォローアップ検体
（TN）の血漿検体でctDNA陽性また
は陰性を判定します。

検体
レポーター

バリアント数
変異を含む

リード数（平均）
p値 判定

AF 0.5% 9 199 0.0001 陽性：100%

AF 0.1% 9 43 0.0001 陽性：100%

AF 0.05% 9 25 0.0001 陽性：100%

AF 0.01% 9 11 0.0001 – 0.2858 陽性： 83%

WT (AF 0%) 9 8 0.0031 – 0.1217 陰性：100%

表1. 人工的に調製したcfDNAリファレンス検体を用いた経時的な変異検出解析結果

TN

ctDNAの変異検出

T0 ctDNAの変異検出

gDNAの変異検出

T0時点のバリアント
（レポーターリスト）

ctDNA(+)

ctDNA(ー)

https://sequencing.roche.com/us/en/products/group/design-share.html
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製品情報

KAPA NHLパネルでは血漿(Plasma cfDNAワークフロー)と血漿除去後検体（gDNAワークフロー）の両方を使用します。実験操作手順や必
要試薬の詳細はLongitudinal detection of non-Hodgkin lymphoma ctDNA white paper1をご参照ください。
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KAPA NHL Plasma cfDNAワークフローでは、KAPA NGS 
FFPE DNA QC Kit（KAPA NHL cfDNA 試薬セットに含まれ
る）を用いた品質評価を推奨しています。cfDNAの品質評価専
用に設計されたプライマーセット（キット外）を用いてQ-ratio
（330/66）を評価します6 。Q-ratio値が高いほど高分子
DNA（ゲノムDNA）が混入しているとみなされ、最終的なデータ
品質に影響を及ぼします6 。 KAPA NHL Plasma cfDNAワー
クフローでは、 Q-ratio値に応じてワークフローに用いるインプット
量を変更します。

製品番号 製品 検体数 ワークフローまたはコメント

お問い合わせ
KAPA NHL cfDNA 試薬セット

24
KAPA NHL Plasma cfDNAワークフロー

お問い合わせ 96

お問い合わせ
KAPA NHL gDNA 試薬セット

24
KAPA NHL gDNAワークフロー

お問い合わせ 96

09052593001 KAPA HyperChoice MAX 3Mb T1
(IRN: 1000028225)

24 試薬セットには本パネルは含まれません。
96反応よりも大きい包装サイズの製品もございます。09052615001 96

図5. cfDNAの品質評価アッセイの模式図（参考資料6より引用）
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