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研究成果の概要（和文）：約100例の小児固形悪性腫瘍の患者血清を用いて検討した結果、とくにMYCN増幅神経
芽腫、ALK変異神経芽腫、βカテニン異常肝芽腫、キメラ遺伝子を有する胞巣型横紋筋肉腫、ユーイング肉腫な
どでは血中遊離DNAを用いたデジタルPCRにてこれらの遺伝子変異をスクリーニングすることが可能となった。ま
た、神経芽腫では、特異的miRNAの検出も可能であった。特に、デジタルPCRを用いたMYCN増幅、βカテニン遺伝
子変異の感度と特異性は高く、診断のみならず治療効果判定、再発のモニタリングに極めて有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The MYCN amplification and ALK mutations in neuroblastoma, β-catenin gene 
aberrations in hepatoblastoma, and chimeric genes in alveolar rhabdomyosarcoma and Ewing family 
sarcomas were detectable by digital PCR methods using cell-free DNA in the serum samples of 
approximately 100 cases of childhood solid malignant tumors. In neuroblastoma, specific miRNAs 
correlated with malignant grade were also detectable. In particular, the sensitivity and specificity
 of MYCN amplification and β-catenin gene mutations using digital PCR were high, and these might be
 extremely useful not only for diagnosis but also for evaluation of therapeutic efficiency and 
monitoring of recurrence.

研究分野：小児外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児腫瘍では、腫瘍特性の診断や悪性度判定は治療に不可欠であり、従来は、腫瘍生検にて腫瘍細胞を採取して
検討されてきた。しかし、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、今回の研究によって血中や体液中遊離DNAを用いた非侵襲的検査によるリキッドバイオプシーにて
診断や予後予測が可能となった重要性は大きい。こうしたリキッドバイオプシーは、今後臨床応用に向けて臨床
試験などへの導入が望まれる。

※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、腫瘍特性の診断や悪性度判定は治療に不可欠であり、従来は、腫瘍生検にて腫瘍

細胞を採取して検討されてきた。しかし、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 

本研究では、保存している小児がん患者の体液中のcfDNAとcfRNAエクソソームRNA用いて、微量

でも高感度で特異性の高い解析が可能なデジタルPCR法を応用し、MYCN増幅などの遺伝子増幅、

ALK 変異、キメラ遺伝子検出法の確立し、肝芽腫のβカテニン変異は当方で開発した2プローブ

デジタルPCR法を用いた検出法を試みる。これらから、体液中のcfDNAとエクソソームを用いた

デジタルPCR法の非侵襲的な小児固形悪性腫瘍の診断への有効性を明らかにするとともに、外科

治療、治療効果判定、さらに再発の早期発見への有用性を明らかにする。 

 
３． 研究の方法 

1990 年から同意を得て保存しえた神経芽腫、肝芽腫、横紋筋肉腫、ユーイング肉腫症

例の外科的切除腫瘍および、術前と術後の血漿（血清）、骨髄、腹水、胸水が保存されて

いる症例 100 例を対象に以下の検討を行う。 

① 遺伝子変異スクリーニング：既に遺伝子異常が判明している腫瘍の腫瘍由来の DNA と

診断時血漿（血清）由来遊離 DNA(cfDNA)、次世代シークエンサー（Cancer Panel 等）

にて遺伝子異常をスクリーニングし、腫瘍のデータと照合し、遺伝子変異の正確な変

異部位（点突然変異、欠失、転座部位）の同定と腫瘍組織内での変異細胞の存在比率、

血漿 cfDNA と miRNA の感度、特異度を検証する。必また、腫瘍の miRNA と診断時血漿

（血清）由来エクソソームを用いて、次世代シークエンサー（Small RNA deletction 

kit）にて特異的に発現している miRNA をスクリーニングし、腫瘍と血液中の発現レ

ベルの相関を検証し、悪性度と治療効果について検討する。 

② MYCN 遺伝子増幅： 神経芽腫症例の腫瘍由来 DNA と血漿（血清）由来 DNA を用いて、デ

ジタル PCR 法による MYCN 増幅の検出感度、精度を検証する。診断のみならず、治療効果、

さらに再発例においての再発予測の指標ととしての有効性を検証する。 

③ 遺伝子異常検索： 血漿由来 cfDNA を用いて神経芽腫での ALK 変異について、デジタル

PCR での検出について検討する。さらに、肝芽腫で高頻度に見られるβ―カテニン異常の

うちエクソン 3の変異のある症例の血漿（血清）cfDNA を用いたデジタル PCR でその検出

率を検討し、腫瘍細胞から得られた欠失、変異のデータと照合する。 

④ キメラ遺伝子検索： 横紋筋肉腫、ユーイング肉腫症例で、腫瘍からキメラ遺伝子が検出

されている症例において、腫瘍キメラ遺伝子の部位から、特異的な PCR プライマーとプロ

ーブを設計し、血漿（血清）、胸水などの体液由来 cfDNA をデジタル PCR を用いて検索し、

治療効果、化学療法の有効性、さらに再発例においての再発予測の指標としての有効性を

検証する。。 

⑤ microRNA 検索： 体液特に血液から得られたエクソソーム内の microRNA を用いて、腫

瘍特異性が示唆されている microRNA を RT-PCR にて試みて、術前診断と術後経過につい

て検討を加える。 



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、βカテニン異

常肝芽腫、胞巣型横紋筋肉腫、ユーイング肉腫などの血漿（血清）cfDNA さらに特異的 miRNA

を用いたのデジタル PCR 法による非侵襲的診断法を提言する。また、デジタル PCR の感度と特

異性を利用した骨髄や体液中の MRD 判定、治療効果判定、再発の早期診断法も合わせて提言

し、小児がんの治療成績向上に寄与する。 

 
４． 研究成果 
① 遺伝子変異スクリーニング：既に遺伝子異常が判明している小児固形腫瘍 12例の腫瘍由

来の DNA と診断時血漿（血清）由来遊離 DNA(cfDNA)、イルミナ Cancer Panel ver. 2.0

にて遺伝子異常をスクリーニングした。、腫瘍のデータと照合し、遺伝子変異の正確な変

異部位（点突然変異、欠失、転座部位）の同定と腫瘍組織と cfDNA のアレル頻度について

比較検討した。さらに、神経芽腫血漿（血清）由来エクソソームを用いて、次世代シーク

エンサー（Small RNA deletction kit）にて特異的に発現している miRNA をスクリーニ

ングし、腫瘍と血液中の発現レベルと悪性度、予後との相関を検討した。 

② MYCN 遺伝子増幅： 神経芽腫症例の腫瘍由来 DNA と血漿（血清）由来 DNA を用いて、デ

ジタル PCR 法による MYCN 増幅の検出感度、精度を検証した。研究期間前および期間中の

22 例について、増幅例は血清 DNA で診断可能でコピー数もほぼ一致した。また、2例にお

いて骨髄 MRD の検索に応用した。 

③ 遺伝子異常検索： 血漿由来 cfDNA を用いて神経芽腫での ALK 変異について、デジタル

PCR での検出について検討し、2例で検出しえた。さらに、肝芽腫で高頻度に見られるβ

―カテニン異常のうちエクソン 3の変異のある症例の血漿（血清）cfDNA を用いたデジタ

ル PCR でその検出率を検討し、変異のスクリーニング法を確立した。 

④ キメラ遺伝子検索： 横紋筋肉腫、ユーイング肉腫症例で、腫瘍からキメラ遺伝子が検出

されている症例において、腫瘍キメラ遺伝子の部位から、特異的な PCR プライマーとプ

ローブを設計し、血漿（血清）、胸水などの体液由来 cfDNA をデジタル PCR を用いて検索

し、治療効果、化学療法の有効性、さらに再発例においての再発予測の指標としての有効

性を検証するシステムを構築した。 

⑤ microRNA 検索： 神経芽腫の血液から得られたエクソソーム内の microRNA を用いて、腫

瘍特異性が示唆されている microRNA を RT-PCR にて試みて、術前診断と術後経過につい

て検討を行い報告した。 

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、βカテニン異

常肝芽腫、キメラ遺伝子を有する胞巣型横紋筋肉腫、ユーイング肉腫などでは血漿（血清）

cfDNA さらに特異的 miRNA をデジタル PCR にてスクリーニングすることが可能となった。ただ

し、キメラ遺伝子の診断や遺伝子欠失に関しての特異性は十分ではなかった。一方、デジタル

PCR を用いた MYCN 増幅、βカテニン遺伝子変異の変異の感度と特異性は高く、診断のみなら

ず骨髄や体液中の MRD 判定、治療効果判定、再発の補助診断に極めて有用と考えられた。 
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