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研究成果の概要（和文）：血液中にはcell-free DNAと呼ばれる細胞外に遊離して存在するDNAが存在する。微量
な核酸を検出する技術の進歩に伴い、cell-free DNAは臨床検査の重要な対象になってきているが、その測定は
標準化されておらず、測定結果に影響を及ぼす要因も十分に調べられていない。本研究は、臨床現場でよく起こ
る採血時の機械的溶血がcell-free DNAを著明に増加させることを明らかにした。この結果は、機械的溶血が起
こっている血液では標的cell-free DNAの割合が実際よりも低くなることを示している。

研究成果の概要（英文）：Cell-free DNA is circulating DNA in blood. Although cell-free DNA has 
recently been tested in clinical laboratories, its measurement has not been standardized and 
preanalytical variables have not been well investigated. The present study demonstrated that 
mechanical damage of blood cells causes significant increase in cell-free DNA. This result indicates
 that the ratio of target cell-free DNA to reference cell-free DNA could be underestimated when 
blood cells are damaged during blood draw.

研究分野： 分子診断技術

キーワード： cell-free DNA　溶血
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研究成果の学術的意義や社会的意義
cell-free DNA検査の測定結果はしばしば正常な遺伝子に対する標的遺伝子の相対量で表される。この場合、標
的遺伝子の増減とは無関係に正常な遺伝子の増減が結果に影響を及ぼす。臨床現場では採血時に赤血球が壊れる
機械的溶血がしばしば起こる。本研究の結果は、溶血が起こった血液では正常な遺伝子のcell-free DNAが増加
することを示しており、その結果、標的遺伝子の割合が実際よりも低く見積もられることを示している。これは
臨床的に注意すべき重要な報告である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
血中 cell-free DNA (cfDNA)はこれまで臨床検査の対象になっていなかったが、微量な核酸を

正確に定量する技術の進歩に伴い、その臨床検査的価値が高まっている。現在、がん細胞に特異
的な変異を有する cfDNAと胎児由来の cfDNAがそれぞれがんの検査（リピッドバイオプシー）
と出生前検査に用いられている。今後、cfDNA 検査対象は広がり、臨床検査の分野で重要な検
査に位置付けられると予想される。しかしながら、cfDNA 検査は血液検体の分離方法から、核
酸抽出方法、核酸増幅方法、検出方法、定量方法まで論文によってばらばらで、全く統一されて
いない。健常人の基準範囲も十分に知られておらず、測定結果に影響を及ぼす測定前要因も十分
に調べられていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は cfDNA の基準範囲と測定結果に影響を及ぼす測定前要因を明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 私たちはまず CLSI の基準範囲決
定ガイドラインを参考にして、研究
対象となる健常人を集めるための質
問表を作成した。インフォームドコ
ンセントを得るための説明書と同意
書を作成し、質問表と共に大学の倫
理委員会に申請し、承認を得た。次
に、大学病院に勤務する10名のボラ
ンティアにインフォームドコンセン
トを行い、採血した。 
 基準範囲の決定には 20 名以上の
健常人が必要であるため、私たちは
まず臨床検査でしばしば問題になる
採血時の機械的溶血が cfDNA 検査に
及ぼす影響を検討した。機械的溶血
は臨床現場でよく起こる問題であり
ながら、cfDNA に及ぼす影響はこれ
まで十分に調べられていなかった。
私たちは採血で得られた血液を細い
注射針に通して機械的に血球に障害
を与えた後に血漿を分離し、血漿か
ら DNA を抽出し、二つのレファレン
ス遺伝子をデジタル PCR で定量し
た。血球の破壊の程度を評価するた
めに遊離ヘモグロビンと乳酸脱水素
酵素（LDH）を測定し、これらと cfDNA
量との相関を調べた。 
 
４．研究成果 
 採血後の血液に機械的障害を与え
ることで血漿中の遊離ヘモグロビン
と LDH は増加し、二つのレファレン
ス遺伝子量も増加することが明らか
になった（図１）。二つのレファレン
ス遺伝子の濃度と遊離ヘモグロビン
及び LDH 濃度には良好な相関が認め
られた（図２）。この結果は、機械的
溶血によって赤血球のみならず白血
球も障害を受けて破壊され、その結
果、細胞内のゲノムDNAが cell-free 
DNA として細胞外に放出されたこと
を示している。             図 1. 機械的障害による血球障害と cfDNA の増加 
 

Fig. 1. Mechanical damage increases cfDNA, free hemoglobin, and LDH concentrations.
Plasma samples separated without damage are represented as mechanical damage 0, whereas those separated after passing
whole blood through a 26-gauge needle once, twice, and 3 times are represented asmechanical damage 1, 2, and 3, respectively.
Theboxand thehorizontal linewithin thebox represent the interquartile rangeand themedian sample value, respectively. RNase
P, β-globin cfDNA, free hemoglobin, and LDH concentrations increased after increases inmechanical damage. Asterisks indicate
statistically significant difference from samples without damage, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 byWilcoxon test.
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図 2. 血球障害と cfDNA の相関 

 
 標的遺伝子の cfDNA の結果はしばしばレファレンス遺伝子に対する割合で評価される。この
場合、標的遺伝子の増減とは無関係にレファレンス遺伝子量が結果に影響を及ぼす。機械的溶血
によって増加するのは標的細胞に由来する標的遺伝子ではなく、正常な血球に由来するレファ
レンス遺伝子であるため、溶血検体では、標的遺伝子の割合は実際よりも低く見積もられる。溶
血検体から得られた血漿のリファレンス遺伝子は溶血前に比して明らかに増加しており（図３）、 
これは、リキッドバイオプシー検査においては、がん遺伝子の偽低値や偽陰性に繋がり、出生前
検査では偽陰性に繋がる。したがって、臨床的観点から本研究の結果は重要であり、溶血検体の
cfDNA 検査に注意を喚起する重要な報告となる。 

図３ 機械的溶血による cfDNA の相対的増加 
 
 溶血の影響を論文として発表するために予想以上の時間を要したため、研究期間内に基準範
囲を決定することはできなかった。しかしながら、本研究は cfDNA 検査の質を向上させるため
に、これからも進めるべき重要な課題である。 

cfDNA concentrations of β-globin before and after
passing blood through the needle once, twice, and 3
times were 45.6 copies/μL, 72.4 copies/μL, 116.9
copies/μL, and 171.6 copies/μL, respectively. cfDNA
concentrations of the 2 reference genes corre-
lated with free hemoglobin and LDH concentra-
tions (Fig. 2), indicating that WBCs had been
lysed with release of their DNA into the plasma
during in vitro hemolysis, thereby increasing
cfDNA concentrations. After the blood was
passed through the needle 3 times, the median

RNase P and β-globin cfDNA concentrations in-
creased 4.8 and 4.3 times, respectively (see Fig-
ure 1 in the Data Supplement that accompanies
the online version of this article at http://www.
jalm.org/content/vol4/issue2), which can cause
decreases in circulating tumor DNA and fetal
DNA fractions.
The extent of hemolysis differed between indi-

viduals. Hemolysis occurred more in the blood of
some individuals but less in the blood of other
individuals (see Figs. 2 and 3 in the online Data

Fig. 2. Cell-free DNA increases after in vitro hemolysis.
Blood was collected from 10 healthy individuals and kept without damage (blue) or passed through a narrow-gauge needle
once (red), twice (green), or 3 times (black), to cause in vitro hemolysis. After the mechanical damage, plasma was separated
and used to measure cell-free DNA concentrations of 2 reference genes (encoding RNase P and β-globin), along with free
hemoglobin and LDH concentrations.
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Supplemental Fig. 1. Relative increase in cfDNA after mechanical damage. Plasma samples separated without damage are represented as
mechanical damage 0, whereas those separated after passing whole blood through a 26-gauge needle once, twice, and three times are
represented as mechanical damage 1, 2, and 3, respectively.
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