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研究成果の概要（和文）：広島大学に保存し得た小児がん切除検体と初代培養細胞と樹立細胞株からの分離腫瘍
細胞と、患者検体から直接分離した血液循環細胞（CTC）を一細胞解析した。 セロミクス解析では、神経芽腫で
はカテコラミン代謝産物および解糖系酵素の変化、リンパ腫ではサイトカインを検出した。ゲノミクス解析で
は、DNAはMDA法が、RNA発現は、Locked nucleic acid技術によるプレート・スイッチング法が有用であった。 
また、遊離腫瘍核酸は、遺伝子パネルにて検討とメチル化解析を行い、診断、治療効果、再発や微小残存病変
（MRD)判定マーカーとしての有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Isolated tumor cells from pediatric cancer resection specimens and primary 
cell cultures and established cell lines, and blood circulating cells (CTCs) isolated directly from 
patient specimens, which were stored at Hiroshima University, were analyzed by one-cell analysis. In
 the Cellomics analysis, we detected changes in catecholamine metabolites and glycolytic enzymes in 
neuroblastoma and cytokines in lymphoma. In the genomics analysis, the MDA method was useful for 
DNA, and the plate-switching method by Locked nucleic acid technique was useful for RNA expression. 
And, the free tumor nucleic acid was examined and the methylation analysis was carried out in the 
gene panel, and it seemed to be useful as diagnosis, therapeutic effect, and early detection of 
recurrence.

研究分野： 小児外科、小児腫瘍学

キーワード： 一細胞解析　小児がん　質量分析　ゲノミクス　遊離核酸　マイクロRNA　腫瘍マーカー　前臨床試験

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当大学で開発した一細胞解析が、小児がんの一細胞解析に応用可能であることが示され、遊離核酸（cfDNA）を
用いた分子診断に加えることにより確実なリキッドバイオプシーの確立が可能と考えられる。さらに、分子マー
カーから分子標的療法による個別化療法（Precision Medicine）、治療効果判定、MRD(微量残存病変)の診断、
さらに細胞毎の検討からheterogeneityの検索が可能となり、など多く領域に応用可能となり、小児固形がんに
おける診断と治療法への革命的な成果であるといえる。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 小児固形がんの多くは胎児期の未熟な芽細胞に由来し、乳児神経芽腫、間葉性腎症、純胎児
型肝芽腫など自然経過で退縮分化し化学療法などが必要ないがんがある一方，高リスク神経芽腫、
ラブドイド腫瘍、SCUD（未分化小細胞）型のように高率に再発するため濃厚治療や新規治療導入
が必要な悪性度の高い一群があり、その悪性度診断や悪性化機序を解明し、テロメラーゼをはじ
め有用な分子マーカーやその動向を世界に先がけて報告してきた（Nature Med. 1995, Lancet 
2008）。こうした中で、悪性度も含めて正しい診断の下に治療法を選択するためには、生検による
通常の病理診断に加えて遺伝子変異や発現解析などの分子診断が必須となっている。しかし、生
検は、小児であるがゆえに全身麻酔が必須なこと、生検自体の侵襲や合併症も少なくなく繰り返し
て採取出来ないこと、また一度の生検では腫瘍の heterogeneity や継時的変化が捉えにくく検査の
確実性の担保が出来ないなど、多くの問題点を抱えている。特に、神経芽腫、腎芽腫、肝芽腫な
どは腫瘍特性から治療が層別化され、予後良好例は治療軽減による晩期合併症回避を、悪性度
の高い例は手術や大量化学療法の限界から、分子標的薬による個別化療法（Precision Medicine）
の時代になり、その分子標的を解明してきた。すなわち、予後良好例への無駄な治療は治癒後の
晩期合併症を増加させ、一方、悪性度を見誤ると急速な腫瘍増殖により致命的となる。腫瘍から遊
離してくる細胞特に血液中の循環腫瘍細胞（CTC）は腫瘍全体あるいは腫瘍の中で転移形質を持
つ悪性度の高い細胞であり、麻酔も必要なく繰り返し採取可能であり、特に、体に対して腫瘍が大
きく、血液循環時間が早い小児では成人と比べ数多くの CTC が遊離する。このため、遊離核酸な
どとともに診断ツールとして用いることで、生検が容易でない小児で侵襲なく正しく腫瘍全体の診
断を可能となり、小児がんにおける診断と治療法への革命的な成果が期待されている。 

こうした中で、当科では Cancer liquid biopsy にいち早く取り組み、低侵襲ながん分子診断の一
つとして血液中の遊離 DNA(dfDNA)を用いて、神経芽腫の MYCN 増幅、腎芽腫の WT1、肝芽腫
の β カテニン遺伝子変異などの検出系を確立して既に臨床応用している。さらに、CTC を捕捉し
て、当大学で開発した一細胞解析を応用できれば、ｃｆDNA を用いた分子診断に加えより確実な診
断法提供を可能とし、分子マーカーから分子標的療法による Precision Medicine、治療効果判定、
MRD(微量残存病変)の診断、さらに細胞毎の検討から heterogeneity の検索などに応用可能とな
り、小児がんにおける診断と治療法への革命的な成果が期待されている。 
 
２．研究の目的 

過去の小児がん患者の血液、胸水、腹水検体から広島大学で開発した一細胞採取法にて採取
凍結保存された循環腫瘍細胞（CTC)と保存血漿（血清)と、新規・再発症例の検体を対象に、一細
胞質量分析 (セロミクス)と一細胞ゲノム解析 メチル化・RNA発現解析（ゲノミクス）、遊離腫瘍DNA
（ctDNA）・マイクロRNA（miRNA）解析にて診断マーカーと分子標的同定や投与薬剤等の細胞内
代謝を解析する。さらに、CTCを培養する系（セルテスティング）と免疫不全マウスに接種する系（ア
ニマルテスティング）にて、CTCの特性を判定を試みる。また、確実にCTCを採取し、その細胞内
へ薬剤投与を行う方法を確立し、診断だけでなく治療効果判定や再発腫瘍判定にも応用できる小
児がんの低侵襲で確実なCancer liquid biopsyを確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
対象は、広島大学に同意の上保存し得た 1000 を越える小児がん切除検体と由来した初代培養

細胞と細胞株と、これらの患者の保存検体（血清・血漿約 1000 検体と腹水・胸水約 200 検体）と新
規患者の血液を対象とする。さらに、血液や胸腹水から、腫瘍特異的抗体(神経芽腫の GD2、腎芽
腫や肝芽腫ではカドヘリンやグリピカン３、肉腫系腫瘍では CD90 や CD146 など)の磁気ビーズ抗
体で分離した CTC や腫瘍細胞を一細胞採取法にて採取し、ガラス管内に凍結保存した 200 余検
体と、さらに新規症例を対象とする。また、広島大学にある臨床検体の初代培養細胞 200 検体と小
児がん患者から樹立した細胞株約 30 株も検討に用いた。 
（１）一細胞解析（セロミクス解析）：既に臨床の組織検体からの初代培養細胞と樹立した細胞株か
ら顕微鏡下一細胞分離装置で分取および既に分離採取された CTC 一個一個の細胞内蛋白発現
を広島大学が開発した１細胞MS解析（セロミクス法）で解析した（図１）[1-2]。細胞を含むCellomics 
Tip に数μL の溶媒を加えた後、同じ溶媒が入った別の容器に Cellomics Tip の先端を浸け、ソニ
ケーションを超音波ホモジナイザーUR-20P(トミー精工®)を用いて行った。溶媒は 80%メタノール
+10%DMSO+10%水+0.1%ギ酸を使用した。質量分析装置は Q Exactive(Thermo Fisher Scientific)を
用い、nanoESI イオン源に Cellomics Tip をセットし、スプレー電圧 1kV、ポジティブイオンモードで
測定した。解析には MarkerView(AB SCIEX)を用い、主成分分析と t-検定を行った。また、Human 



Metabolome Database 
(HMDB)を参照して候補
化合物の絞り込みを行
った。その結果から、腫
瘍特異的な診断マーカ
ーと共に悪性度の高い
がん細胞のバイオマー
カーを一細胞解析から
抽出する。さらに、新規
に採取する症例に対し
ては、「ハイスループット
細胞探索システムを有
する横河電機と共同開
発した自動細胞採取装
置」を用いて、自動化し
た均一な採取を試みた。 
（２）一細胞解析（ゲノミク
ス解析）：同様の検体について、ゲノム増幅は REPLI-g Advanced DNA Single cell kit (Qiagen )を
用いて１細胞を用いて行い、増幅したゲノムはエタノール沈殿で回収した。全ゲノム遺伝子発現解
析は、SMART-Seq HT キット（Takara Bio Inc., Shiga, Japan）を用いて１細胞から増幅し、Agencourt 
Ampur XP (Beckman, Coulier, Brea, CA)にて精製した。DNA 解析は、50 遺伝子の 207 増幅領
域の 2800 遺伝子変異を検出しうる Ion AmpliSeqTM Cancer Hotspot Panel v2 (Themo Fisher 
Scientific, Waltham, MA) を用いた次世代シークエンス解析を行い、RNA解析は、Truseq stranded 
mRNA LT Sample Prep Kit (Illumine, SanDiego, CA) または、Nextera XT DNALibrary Preparation 
Kit （Illumina）にてライブラリーを作成して次世代シークエンス解析を行った。一細胞のゲノム解
析・遺伝子発現(ゲノミクス)として一細胞の核酸を増幅させて次世代シークエンサーで検討し、細
胞ごとのゲノム異常、遺伝子発現を検証する。増幅効率や均一性などについては、CTC100 個程
度からの検討および原発腫瘍組織でのゲノム異常、遺伝子発現を検出し、一細胞のゲノム異常に
よる CTC 間の遺伝子発現の差異について検討を行った。 
（３） CTC(循環腫瘍細胞)分離自動化の検討：腫瘍特異的ながん幹細胞マーカーにてイメー
ジングプラットフォームにある共用機器の高速フローサイトメーターと連動させて CTC を効率よくか
つより in vivo に近い状況で分離して、共同開発中の一細胞分離装置で採取を試みた。 
（４） 血清(血漿)中遊離核酸での検討：血清（血漿）中の cfDNA および microRNA（miRNA）を
分離した。１，２で得られた遺伝子変異やタンパク発現とすでに周知の遺伝子異常（MYCN 増幅、
CTNNB１遺伝子変異、WT１遺伝子変異など）を含めた遺伝子変化、miRNA を含めた遺伝子発現
について次世代シークエンサー、デジタル PCR など測定し、診断、治療効果、再発のマーカー特
に MRD(微小残存病変)判定マーカーの同定を試みた。 
（５） セルテスティング： ４)で得られた CTC 細胞のコロニー形成実験と共に、遺伝子変異、発
現を確認する。さらに、培養 CTC 細胞に対して in vitro で薬剤投与試験を行い、薬剤による細胞
内変化をセルテスティングにて検討し、実際の細胞増殖能、細胞死の数を検討して、有効な薬剤
を選択できる系の立ち上げを試みた。 
（６） アニマルテスティング：免疫不全マウスに４で分離した CTC を接種し腫瘍形成能を検討
した。形成した腫瘍に対し分子標的薬の効果を局所あるいは全身投与にて、その有効性と安全性
検証を行い、前臨床試験としても有効な薬剤投与システムを確立を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）一細胞解析（セロミクス解析）：小児がん患者は、５ml 程度の EDTA 加採血で、CTC と考えられ
る細胞をフローサイトメトリー（FACS）で濃縮した。その後、腫瘍特異的抗体を用いて、神経芽腫は
ＧＤ２抗体とＣＤ90 抗体を用いて選別し、肝腫瘍はグリピカン３抗体を用いて、ソーティングをかけ
た。分離した CTC は、特に、神経芽腫においては、進行例、再発例でその数が多く、神経芽腫で
は進行例１０例中８例で採取され平均１７８個/ｍｌ（０-５７９個/ｍｌ）、再発例では４例中３例で採取さ
れ平均２５個/ｍｌ（０-９２個/ｍｌ）採取され、一方、限局例ではほとんど CTＣは採取されず、また、化
学療法開始後でも採取は困難であった。分離されたＣＴＣはそれぞれ 1 つずつソーティングし、プ
レートまたはチューブに入れて保管した。我々は、その一部を、ナノスプレーチップ（Cellomics Tip）



で吸引し、質量分析で直接解析する一細胞解析を行った。その結果、PCA 解析では神経芽腫と
悪性リンパ腫では明らかに異なり、また、神経芽腫においても組織から採取した細胞と CTC では
明らかに異なる分布であった（図１）。 
 また、ＣＴＣが多数分離されたときは、走査電顕用の細胞を固定して、その形態観察を試みた。 

（2）一細胞解析（ゲノミクス解析）：小児がん検体について、一細胞のゲノム解析・遺伝子発現
(ゲノミクス)として一細胞の核酸を増幅させて次世代シークエンサーで検討し、細胞ごとのゲノム異
常について検討した。ゲノム増幅法について、検討を重ねたが、結果的にはランダムなプライマー
セ ッ ト と phi29 DNA 
polymerase による MDA 反
応による REPLI-g Advanced 
DNA Single cell kit (Qiagen )
を用いた増幅が均一かつ高
い再現性があった。これを
用いて、神経芽腫や肝芽
腫 、 腎 芽 腫 か ら 得 ら れ た
CTC を通常のがん遺伝子
パネルである 50 遺伝子の
207 増幅領域の 2800 遺伝
子変異を検出しうる Ion AmpliSeqTM Cancer Hotspot Panel v2 (Themo Fisher Scientific, Waltham, 
MA) を用いた次世代シークエンス解析を用いて検索し、組織由来のＤＮＡから見られた遺伝子変
化と比較した[3]。MYCN 増幅は、増幅例では CTC も増幅を認めたが、そのコピー数は様々で、ゲ
ノム増幅の影響もあるが CTC 個々で MYCN 増幅のコピー数は異なっていた。また、ALK 変異、
RB１変異、SMAD４ 変異が認められた CTC が存在し、腫瘍組織からの DNA のデータでは、それ
ぞれアレル頻度が 1.8％、0.03％、0.05％と低く、こうした変異を持った細胞が選択的に CTC となっ
ている可能性が示唆され腫瘍の heterogeneity を反映していた。 

一方、全ゲノム遺伝子発現解析は、locked nucleic acid (LNA)テクノロジーを組みあわせた PCR
法でである SMART-Seq HT キット（Takara Bio Inc., Shiga, Japan）を用いて増幅し、Agencourt 
Ampur XP (Beckman, Coulier, Brea, CA)にて精製した。RNA 解析は、Truseq stranded mRNA LT 
Sample Prep Kit (Illumine, SanDiego, CA) または、Nextera XT DNALibrary Preparation Kit 
（Illumina）にてライブラリーを作成して次世代シークエンス解析を行った[3]。CTC の遺伝子発現に
よって、同一症例においても遺伝子発現の際を認め、幾つかのクラスターに分類される症例もあり
（図２）、明らかに腫瘍内 heterogeneity を反映した結果であった。 
（３） CTC(循環腫瘍細胞)分離自動
化の検討：腫瘍特異的ながん幹細胞マ
ーカーにて高速フローサイトメーターと連
動させて CTC を効率よくかつより in vivo
に近い状況で分離して、共同開発中のプ
ロトタイプの一細胞分離装置で採取を行
った。まだ、確実性に欠けるが２分程度で
細胞、ナノスプレーチップ内に回収可能
のレベルとなり、応用可能と考えられた。 
（４） 血清(血漿)中遊離核酸での検
討：小児腫瘍では、血漿由来 cfDNA の採
取は容易で、神経芽腫の MYCN 増幅、
ALK 増幅・変異、肝芽腫の CTNNB1(β
カテニン遺伝子)変異、腎芽腫の WT1 変
異が見いだされ、診断や再発マーカーへ
の応用が可能と考えられた。また、神経芽腫の悪性度の指標として有用な MYCN 遺伝子増幅は、
そのコピー数は Droplet PCR での検出が可能となっており、腫瘍のコピー数を内部標準の NAGK
遺伝子を用いてほぼ満足するデータが得られている（図３）。血中の miRNA を分離し解析し、神経
芽腫で予後と相関する miR-92a-3p, miR-99a-5p、miR-375 を見出し、また、胚細胞腫瘍に関して、
miR-371a-3p, miR-372-3p, miR-373-3p, and miR-367-3p の増加が見いだされた。 
（５） 血清(血漿)中遊離核酸での検討：小児腫瘍では、血漿由来 cfDNA の採取は容易で、神
経芽腫の MYCN 増幅、ALK 増幅・変異、肝芽腫の CTNNB1(βカテニン遺伝子)変異、腎芽腫の



WT1 変異が見いだされ、診断や再発マーカーへの応用が可能と考えられた。また、神経芽腫の悪
性度の指標として有用な MYCN 遺伝子増幅は、そのコピー数は Droplet PCR での検出が可能と
なっており、腫瘍のコピー数を内部標準の NAGK 遺伝子を用いてほぼ満足するデータが得られて
いる（図３）。血中の miRNA を分離し解析し、神経芽腫で予後と相関する miR-92a-3p, miR-99a-
5p、miR-375 を見出した、また、胚細胞腫瘍に関して、miR-371a-3p, miR-372-3p, miR-373-3p, 
and miR-367-3p の増加が見いだされた。 
（６） セルテスティングとアニマルテスティング：得られた CTC を培養系に移して、実際の細胞
増殖能、細胞死の数を検討して、有効な薬剤を選択できる系の立ち上げを試みたが、結果的に得
られた CTC 自体の培養は、悪性リン
パ腫、神経芽腫例で可能な症例が
あり、これらの細胞の解析を行い（図
４）、診断マーカーあるいは分子標的
となる候補産物が抽出された。免疫
不全マウスに分離した CTC を接種し
腫瘍形成能を検討したが、腫瘍形成
に至らなかった。CTC の分離、採取
において、CTC の viability の問題で
あると考えられた。一方、神経芽腫の
CTC の多くが、MYCN 増幅があり、さ
らに TAGLN 遺伝子の発現低下が多
くの小児がん悪性化に関与している
ことが示唆されたことから、MYCN の
トランスジェニック（Tg）マウスを用い
て、さらに TAGLN 遺伝子の Tg マウ
スとノックアウト（KO）マウスを作成
し、その発症する神経芽腫の動態を
検討した。まだ、検討中であるが、TAGLN の KO によって明らかに腫瘍発育が促進された。神経
芽腫をはじめ多くの腫瘍での腫瘍に対し、TAGLN は分子標的となる可能性が示唆された。 
 
考察 
 小児がんは、多段階発がんによって生じてくる成人がんに比べ、遺伝子異常が少ないことがしら
れていて、最近の網羅的な全ゲノム解析においてもゲノム上の遺伝子異常の数は明らかに少ない。
これは、小児がんが多段階発現の上に発症せず、元来、細胞分裂能が高く未熟な芽細胞に、遺
伝子変異が起きたために悪性化して小児がんが発症している。そのために、遺伝子変異は成人が
んのように多くはないが、見いだされる遺伝子変異や遺伝子発現異常は疾患特異的で、それらが
診断や悪性度の指標となる。ゆえに、小児がん領域おいて、病理診断と同時にリキッドバイオプシ
ーで分子診断が行われるメリットは大きい。今回の検討から、遊離核酸（cfDNA と miRNA）は分離が
容易で、評価も可能となり、診断や悪性度診断に臨床応用可能なところまできている。 
 一方、CTC に関しては、これを確実に分離することのハードルが高く、特異抗原のある腫瘍では
分離が容易であるが、それが明らかでない腫瘍では分離採取が容易でない場合もある。我々は、
直視下に CTC を観察して、これをナノスプレーチップに吸引して分析しうるレベルに達した。これら
が、確実に行えるようになれば、極めて有用な診断ツールになる。遺伝子増幅法のほぼ確立して
おり、一細胞解析の代謝分析に加えて遺伝子変異や発現解析は、治療選択に有用である。また、
腫瘍の heterogeneity の検討も可能で、腫瘍内で存在するより悪性度の高い細胞や治療抵抗性の
腫瘍の存在も把握できる。また、cfDNA も含めて、治療中や治療後にも解析可能であり、治療効果
や再発の診断にも有用なツールになると考えられる。 
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