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研究成果の概要（和文）：神経芽腫23例で、MYCN 増幅は血漿や骨髄DNAでデジタルPCR 法による検出は可能で、原発巣
摘出後転移巣のある6例を除き検出されなかった。ALK 変異のある神経芽腫2例、β―カテニン変異のある肝芽腫3例は
診断時に検出されたが、術後5日以降は検出されなかった。小円形細胞腫瘍の12種のキメラ遺伝子のライブラリーを作
成し、ユーイング肉腫1例、横紋筋肉腫２例は、診断時に検出したが、術後は検出されなかった。血漿中エクソソーム
を濃縮し、次世代シークエンサーとデジタルPCRを用いてmicroRNA 発現量を4例で検討した。
上記から、小児がん患者の血液を用いたデジタルPCR 診断法は有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：MYCN amplification was detected by digital PCR using of plasma DNA and bone 
marrow DNA samples derived from 23 neuroblastoma cases before treatment but became undetectable after 
surgery except for 6 cases with metastasis. ALK mutations in 2 neuroblastoma cases and CTNNB1 mutations 
in 3 hepatoblastoma cases were detected in plasma DNA at diagnosis but became undetectable more than 5 
days after surgery. The library for 12 kinds of chimeric DNAs in small round cell tumors was designed. By 
the next generation sequencing using this library, chimeric genes were detected in 1 Ewing family tumor 
and 2 rhabdomyosarcomas but became undetecble after surgery. Plasma exosomes were concentrated and then 
microRNA was detected in these exosome samples in 4 cases.
These data suggested that digital PCR methods using blood sample is useful for diagnosis of childhood 
cancers.

研究分野： 小児外科学

キーワード： 癌　遺伝子　小児
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
小児腫瘍は、多くは小細胞円形細胞からな

り、必ずしも病理診断は容易ではなく、キメ
ラ遺伝子の検出などが診断に有用である。さ
らに、神経芽腫の MYCN 遺伝子増幅や胞巣型
横紋筋肉腫のPAX3-FLI1などのキメラ遺伝子
検出は治療法選択に必須である。そのために、
病理診断に加えて分子診断が確定診断や悪
性度判定に不可欠であり、通常は全身麻酔下
に腫瘍生検が行われる。しかし、腫瘍の部位
によっては生検が必ずしも容易でないこと、
たとえできたとしても腫瘍の heterogeneity
から生検組織が全体を代表しているとは限
らない。近年、腫瘍由来の DNA が血中に遊離
していることが知られるようになり、この血
清遊離 DNA を用いた非侵襲的な検査法が可
能となればその重要性は大きい。まずは、
RT-PCR 法による MYCN 増幅診断が示され、申
請者らもその有用性について報告した。最近、
デジタル PCR 法が登場し、より高感度で特異
性の高い解析が可能となった。 
 
２． 研究の目的 
血清あるいは血漿微量検体を用いて、すで

に保存されている多検体を用いたデジタル
PCR 解析法を確立し、MYCN 増幅のみなら
ず、肝芽腫のβカテニン異常、横紋筋肉腫、
ユーイング腫瘍等のキメラ遺伝子検出につ
いて応用し、デジタル PCR 法を用いた非侵
襲的な小児固形悪性腫瘍の診断及び治療効
果判定法確立の基礎データとすることを目
的とする。 
 
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、ユーイング肉腫の
外科的切除腫瘍および術前と術後の血清（血
漿）、骨髄、腹水、胸水が保存されている症
例 97 例を対象に以下の検討を行う。 
1. MYCN 遺伝子増幅： 神経芽腫症例の腫瘍
由来 DNA と血清（血漿）由来 DNA を用い
て、デジタル PCR 法にて MYCN 増幅を検討
し、その検出感度、精度を検証し、リアルタ
イム PCR の結果と比較する。さらに骨髄転
移の評価、術後の治療効果、化学療法の有効
性、さらに再発例における再発予測の指標と
有効性を検証する。 
2. 遺伝子異常検索：ALK 変異が見出された
神経芽腫について、血清由来 DNA を用いて
検出可能性について検討する。さらに、β―
カテニンのエクソン 3 の変異、欠失のある肝
芽腫症例の血清 DNA を用いて、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。これ
らが検出された症例の術後検体の検討から、
術後の治療効果、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。 
3. 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、腫瘍でみられた
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、血清、胸水な
どの体液由来DNAでデジタルPCRを用いて
検索し、検出可能な条件を検討し、検出限界、
精度を検証するとともに、治療中の治療効果、
化学療法の有効性、さらに再発例においての
再発予測の有効性を検証する。 
4. microRNA 検索： 体液特に血液から得ら
れた microRNA を用いて、腫瘍特異性が示唆
されている microRNA について、体液特に
血液中のエクソソームを濃縮し、デジタル
PCR を用いて microRNA 発現量を検出し、
術前診断と術後経過について検討を加える。 
 
上記の結果から、血液特に血清由来 DNA を
用いたデジタル PCR 法による神経芽腫の
MYCN 増幅診断法、ALK 変異の検出法、肝
芽腫におけるβカテニン変異の検出法、胞巣
型横紋筋肉腫、ユーイング肉腫などのキメラ
遺伝子の検出法としてのデジタル PCR の有
用性を見出し、非侵襲的に高感度な血清診断
法を提示する。さらに、小児がんに特異的と
される microRNA のデジタル PCR 法、デジ
タル PCR を利用した骨髄や体液中の MRD 
判定法、治療効果判定法、再発の早期診断法
も提言し、小児がんの治療成績向上に寄与す
る。 
 
４．研究成果 
術後経過中に保存された血漿検体、骨髄を

用いたデジタル PCR にて、遺伝子増幅や変
異、キメラ遺伝子の検索について検討し、治
療効果判定あるいは再発マーカーとしての
有用性を検討した。 
血漿中の遊離 DNA 量は、がん腫に関わら

ず、進行例で高値となった(図１)。 
1．MYCN 遺伝子増幅：神経芽腫症例の腫瘍
由来 DNA と血清（血漿）由来 DNA を用いて、
デジタル PCR 法にて MYCN 増幅を検討したと
ころ、増幅例全例で血清由来 DNA で 



 
図１：病期別の血漿中遊離 DNA 量 

 

MYCN増幅が見出され、コピー数も相関した（図
２）。MYCN 増幅神経芽腫23症例の術後の血漿
と骨髄検体中の遊離DNA を用いて、デジタル
PCR 法によるMYCN 増幅検出を行うと、原発巣
が摘出後14日には転移巣が残存している6例
を除き増幅が検出されなかった。 
 

 
図２：神経芽腫症例10例の血漿由来cfDNAを用
いたデジタルPCRによるMYCN増幅検索。 
A:MYCN陽性ドロプレット、B:対象のNAGK遺伝
子陽性ドロプレット、C:ドロプレットの比、
D:MYCNコピー数 

 

2. 遺伝子異常検索： ALK 変異のある神経芽
腫2例、β―カテニン変異のある肝芽腫3例の
エクソーム解析を行い：ALK変異のある神経芽
腫、β―カテニンのエクソン3の変異、欠失の
ある肝芽腫症例について、血清由来DNA を用 
いて次世代シークエンサーにて検出した。 

 

表１：小児がん 44 例の血液遊離 DNA 解析 

Case Histology NGS of cfDNA 

1* 
2* 
3* 
4* 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11* 
12 
13 
14 
15 

16* 
17* 
18* 
19* 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 

35* 
36 
37 
38 
39 
40 

41* 
42* 
43 
44 

neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 
neuroblastoma 

nephroblastoma 
nephroblastoma 
nephroblastoma 

RTK 
RTK 

hepatoblasotma 
hepatoblasotma 
hepatoblasotma 
hepatoblasotma 
hepatoblasotma 
hepatoblasotma 

rhabdomyosarcoma 
rhabdomyosarcoma 
rhabdomyosarcoma 
rhabdomyosarcoma 
rhabdomyosarcoma 

york sac tumor 
yoｌk sac tumor 
germ cell tumor 
germ cell tumor 
germ cell tumor 
Ewing sarcoma 
Ewing sarcoma 
Ewing sarcoma 
osteosarcoma 
osteosarcoma 
osteosarcoma 
osteosarcoma 
fibrosarcoma 
fibrosarcoma 

GIST 
pancreatoblastoma 
neurofibrosarcoma 
unknown sarcoma 

ALK  F1174L 
ALK  F1174V  

 
TP53R337H 

 
 
 
 
 
 

WT1 exon1 del. 
 
 

SMRKCB1 del. 
SMRKCB1 del. 
CTNNB1 G34E 
CTNNB1 R32 Y 

CTNNB1 deletion 
APC A 3894delT 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
TP53 C722T 

 
 
 

CDNK2AT del 
 

KIT Q575H 
SMRKCB1 del 
 RET C634Y 

 

Del: deletion, RTK: rhabdoid tumor of 

kidney,  

デジタルPCRでその変異検出率を検討してい
る。術後の血漿 DNA を用いた検出は変異ごと



に個別にプローブ設計が必要であったが、診
断時に検出された変異が術後5日以降は検出
されなくなった。 
 
3. 小円形細胞腫瘍のキメラ遺伝子検索： 腫
瘍及び血液由来DNA を用いてキメラ遺伝子の
部位から、特異的なPCR プライマーとプロー
ブを設計し、血清、胸水などの体液由来DNA
を次世代シークエンサにて検証し、さらに次
世代シークエンサーにて、12種のキメラ遺伝
子のライブラリーを作成し、ユーイング肉腫1
例、横紋筋肉腫２例の術後検体用いて検証し
たところ、診断時に検出されたキメラ遺伝子
はいずれも検出されなかった。 

 

4. microRNA 検索： 腫瘍特異性が示唆され
ている microRNA について、血液中のエク
ソソームを濃縮し、これらから、次世代シー
クエンサーおよびデジタル PCR を用いて
microRNA 発現量を 4 例で検討を行ったと
ころ、前者では診断時からの検出はできず、
後者のみで検出され、術後は検出不能となっ
た。 
 
上記の結果から、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
グ肉腫などの血清 DNA 診断、さらに特異的
microRNA を用いた小児がんのデジタル
PCR 法による非侵襲的診断法は有用と考え
られ、さらに、治療中や治療後の骨髄や体液
中の MRD 判定法、治療効果判定法、再発の
早期診断法への有効性が示唆された。 
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