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研究成果の概要（和文）：広島大学で経験した小児がん患者で腫瘍と血漿が保存されている約200検体の血漿か
らの遊遊離DNAとマイクロRNAを用いた次世代シークエンス解析（NGS)にて腫瘍特異的な遺伝子変化とmiRNA発現
を検索した。神経芽腫のMYCN増幅、ALK変異、肝芽腫のではCTNNB1異常が検出され。また、神経芽腫の悪性度と
関連するmiRNA3種(miR-375, miR-92a-3p and miR-99a-5p)が見いだされた。

研究成果の概要（英文）：Tumor-specific genetic changes (mutation, deletion, translocation) and 
specific miRNA expression were analyzed by next-generation sequence analysis (NGS) using cell-free 
nucleic acids (cell-free DNA and microRNA) derived from plasma samples of approximately 200 children
 with solid malignant tumors. These patients were treated in Hiroshima University Hospital and whose
 tumor and plasma samples were simultaneously stored. As genetic alterations, MYCN amplification and
 ALK mutations in neuroblastoma, and CTNNB1 abnormalities in hepatoblastoma were detected. In 
neuroblastoma, three miRNAs associated with malignancy (miR-375, miR-92a-3p and miR-99a-5p) were 
also identified. From these results, it was considered that the NGS analysis method using cell-free 
nucleic acid and miRNA could be available for a bedside cancer fluid biopsy method that is highly 
reliable and minimally invasive in children.

研究分野：小児外科

キーワード： 小児がん　リキッドバイオプシー　遊離DNA　マイクロRNA　神経芽腫　肝芽腫　次世代シークエンサー
　遺伝子変化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小児固形がんは、100を超える様々な腫瘍があり、小円形細胞が多く病理診断に加えて分子診断による確実な診
断の基に的確な治療を行うことが必須で、通常は外科的に生検を施行する。小児に対する腫瘍生検は全身麻酔が
必要でさらに、部位により必ずしも容易でない。本研究にて、体液特に血液中の腫瘍由来の遊離核酸とエクソソ
ームを用いた次世代シークエンサーによる低侵襲で迅速かつ正確な小児Cancer Liquid Biopsyの確立が可能とな
ると考えられ、今後、分子標的による個別化療法の選択、治療効果判定や再発モニタリングへの展開が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

小児腫瘍では、悪性度が腫瘍特性に依存し、悪性度の高い腫瘍では特徴的な不可逆的な遺伝子

変化があることを当教室では報告してきた。最近、少量のサンプルから同時に多数の変異を検

出する解析法が可能となり、また、エクソソームの抽出により体液中のマイクロ RNA（miRNA）

も測定可能となった。既に申請者らは、小児がん患者の血漿中遊離 DNA（cfDNA）が病期の進行

とともに増加し、ヒトがん用に開発された Cancer Panel を用いた次世代シークエンス（NGS）

法でｃｆDNA から遺伝子変異を複数検出できている。現在、小児腫瘍の診断に用いられる生検

は、全身麻酔下で行われ、中には腫瘍組織の採取が困難な例や、また、たとえ採取されたとして

も均一でない腫瘍では十分な診断ができない場合がある。一方、腫瘍由来血中遊離核酸（ｃｆ

DNA および miRNA）は、腫瘍の様々な部位に由来し、感度と特異度を上げることができれば、こ

れらの生検の欠点の補填が可能で、さらに、全身麻酔ができない例や治療中の経過にも応用で

きる Cancer fluid biopsy への期待は大きい。 

この Cancer liquid biopsy は、低侵襲ながん分子診断を可能とするだけでなく、分子マーカー

から分子標的療法による個別化療法が可能となり、また、治療効果、MRD(微量残存病変)の診断、

さらに hetergeniety の検索も可能で、小児がんにおける診断と治療法への革新的成果が期待さ

れる 

小児に対する腫瘍生検は全身麻酔が必要でさらに、部位により必ずしも容易でない。そのた

めに、血中や体液中遊離 DNA(cfDNA)を用いた非侵襲的検査法の重要性は大きく、申請者らは

cfDNA を用いた MYCN 増幅診断や遺伝子変異検出について報告してきた。また、血液中には腫瘍

由来の遊離循環 RNA（cfRNA）やエクソソーム由来 RNA が存在する。 

 
２．研究の目的 

 小児固形がんは、100を超える様々な腫瘍があり、小円形細胞が多く病理診断に加えて分子診

断による確実な診断の基に的確な治療を行うことが必須で、通常は外科的に生検を施行する。本

研究では、体液(血液・胸水・腹水)中の腫瘍由来の遊離核酸とエクソソームを用いて低侵襲で迅

速かつ正確に分子診断を行い、さらに悪性度診断だけでなく、分子標的を明らかにして有効な個

別化療法の推進に貢献し、さらに治療効果判定や経過観察マーカーにも応用するLiquid Biopsy

の確立を目的としている。そこで、次世代シークエンサーとデジタルPCRを用いて、臨床の場で

小児がんの診断効率を向上させうる新たな低侵襲の小児がん分子診断法を確立する。 

すなわち、今回は、当施設で保存している初診時の血液や体液中のｃｆDNA のゲノム解析とエ

クソソーム内 miRNA 発現を網羅的な NGS 法解析にて判定し、小児固形腫瘍の診断とともに分子

標的選択の一助とし、さらに感度の高いデジタル PCR 法に連動させることでごく少量の変異や発

現も評価できるバイオマーカーを見出すこと、また、治療効果や MRD 判定、さらに再発マーカー

への応用を視野に入れて、血液や体液中の腫瘍由来ｃｆDNA、miRNAを用いたがん診断（Cancer 

fluid biopsy）法を開発することを最終目的としている。本研究は、小児固形腫瘍症例を主な対象と

して、広島大学で培ってきた分子生物学的手法を応用して血液や体液中のがん由来の

cfDNA、miRNA を用いた小児 Cancer Liquid Biopsy による診断法の確立に寄与することを

目的としている。 
 
３．研究の方法 

広島大学小児腫瘍研究グループに過去約20年間に保存され、既に予後調査が完了した神経芽腫、

肝芽腫、腎芽腫横紋筋肉腫を含む約1000例のうち、治療前の初代培養にて腫瘍細胞のみ選別され、

血漿が同時に保存されている200検体、樹立株23株、腹水・胸水80検体を対象とする。 



① 腫瘍特異的選別マーカーの検出:：既存の細胞株、樹立株の培養液中の遊離核酸およびエク

ソソームを抽出し次世代シークエンサー（NGS、ilumina Hiseq2500)を用いて腫瘍特異的な

遺伝子変化（変異、欠失、転座）、miRNA発現を検索する。 

② 遊離DNA (cfDNA)抽出：血漿・体液（胸水・腹水）や培養液中のエクソソームとcfDNAを抽

出し、定量するとともに、デジタルPCR法で開発した断片化判定法にて断片化を検索し、担

癌児での疾患や病期、年齢別のｃｆDNA抽出量を詳細に比較する。 

③ 遊離 DNA(cfDNA)での遺伝子変異の検討：１で得られた遺伝子変異と周知の遺伝子異常

（MYCN増幅、CTNBB１変異、WT１変異など）を含めた遺伝子変化について、小児担癌患者で

のcfDNAを用いてNGSにて測定する。 

④ エクソソーム由来miRNAの検討：2で抽出したエクソソームを抽出し、その中のがん由来の

miRNAを中心に、NGSにて解析し、その検出感度、定量性を検討する。 

⑤ Cancer fluid biopsyのバイオマーカー確定：腫瘍細胞の遺伝子変化との相補性、部位、

進行度による陽性率、治療中の経過、再発時のデータなどから、cfDNAにおける各小児

悪性腫瘍のバイオマーカーを同定する。また、診断時に血漿や体液から抽出したエク

ソソーム内のmiRNA発現量、治療経過中の発現量を定量し、腫瘍内miRNA量との相関を

検索し、各小児悪性腫瘍のなるmiRNAのバイオマーカーを同定する。 

⑥ Cancer fluid biopsyの臨床例への応用：実際の小児がん症例から、全血を採取し、血

漿の遊離核酸解析を行い、実際の診断、治療効果の判定、早期再発のモニタリングへ

の有用性を検証し、ベッドサイドで検証できるシステムを構築する。 

上記の結果から、遊離核酸やmiRNAの解析データから、小児がんにおける最小限の侵襲で確

実性の高いCancer fluid biopsy法を確立する。 
 
４． 研究成果 
① 腫瘍特異的選別マーカーの検出:：既存の神経芽腫、肝芽腫の細胞株、樹立株の培養液

中の遊離核酸およびエクソソームを抽出し次世代シークエンサー（NGS、ilumina 

Hiseq2500)を用いて腫瘍特異的な遺伝子変化（変異、欠失、転座）、miRNA 発現を検索

した。その特異的な遺伝子変化として神経芽腫の MYCN 増幅、ALK 変異、肝芽腫のでは

CTNNB1 遺伝子変化が見いだされた。また、神経芽腫の血清由来エクソソームから悪性度

と関連する miRNA を 3 種抽出した。 

② 遊離DNA (cfDNA)抽出：保存された血漿・体液（胸水・腹水）や培養液中のエクソソームと

cfDNAを抽出し、定量し、①で見出された遺伝子変化やmiRNA発現について検討し、デジタ

ルPCR,RT-PCRで検出可能な系を確立した。 

③ 遊離 DNA(cfDNA)での遺伝子変異の検討：①で得られた遺伝子変異について（MYCN増幅、

CTNBB１変異など）を30例の小児担癌患者でのcfDNAを用いてNGSにて測定し、MYCN増幅、

CTNBB１変異に加えて、WT1変異、TP53変異、ALK変異なども検出可能であった。 

④ エクソソーム由来miRNAの検討：②で抽出したエクソソーム由来のmiRNAを用いて、NGSにて

解析し、その検出感度、定量性を検討し、神経芽腫において悪性度を反映する3種のmiRNA 

(miR-375, miR-92a-3p and miR-99a-5p)を用いた悪性度判定システムを確立した。 

⑤ Cancer fluid biopsyのバイオマーカー確定：腫瘍細胞の遺伝子変化との相補性、部位、

進行度による陽性率、治療中の経過、再発時のデータなどから、cfDNAにおけるバイオ

マーカーとして、神経芽腫のMYCN増幅・ALK変異、肝芽腫のCTNNB1変異、腎芽腫のWT1

変異などが同定された。また、診断時に血漿や体液から抽出したエクソソーム内の



miRNA発現量、治療経過中のmiRNA発現量を定量したところ、神経芽腫の3種のmiRNAを

用いた悪性度判定の有用性が示唆された。 

⑥ Cancer fluid biopsyの臨床例への応用：実際の小児がん症例から、全血を採取し、血

漿のcfDNA解析を26例で行い、NGSあるいはデジタルPCRでMYCN増幅、ALK変異、CTNNB1

遺伝子変異を7例、2例、5例に検出し、MYCN増幅・ALK変異例は神経芽腫、CTNNB1変異

例は肝芽腫と診断し、病理学的診断と一致した。変異の検出されない症例での他の変

異との関連については症例を重ねて検討すること必要と考えられた。 

上記の結果から、遊離核酸やmiRNAの解析データから、小児がんにおける最小限の侵襲で確

実性の高いベッドサイドで可能なCancer fluid biopsy法が確立した 

上記の結果を総合し、小児がんとくに MYCN 増幅神経芽腫、ALK 変異神経芽腫、CTNNB1 変異

異肝芽腫、は血漿（血清）cfDNA を用いた NGS で、さらに神経芽腫では悪性度と関連する 3

種の miRNA (miR-375, miR-92a-3p and miR-99a-5p)についても NGSにて、診断や悪性度判

定に対し感度とともに特異度が高く診断に有用と考えられた。さらに、診断のみならず MRD

判定、治療効果判定、再発の補助診断に極めて有用な Cancer fluid biopsy のシステムと

なるものと考えられた。 
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