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1. はじめに   

日本は世界に類を見ない超高齢化社会を迎え、医療システム全体が新たな課題に直面してい

る。寿命が延びるにつれて、がんや糖尿病、心血管疾患などの加齢性疾患に罹患する確率が著

しく増加しており（参考文献 1）、医療費の増大が国民経済に大きな負担を与えている。特に、

先進医療の多くは高額な治療費を要するため、全国民が平等に利用できるわけではなく、健康

寿命を延ばすための障壁となっている。この高額な治療費は、国民全体の健康寿命を延ばす上

での大きな障壁となっている。この問題を解決するためには、疾患が重篤化する前に予測・捕

捉する健康診断を充実させることが重要である。早期発見により治療コストを削減し、身体へ

の負担を軽減するために、血液中に存在する

DNA を用いて非侵襲的かつ簡易的に病気を

診断する方法の開発を目指す。  
リキッドバイオプシー（血液などの

体液試料）研究は、体液中に含まれるマーカ

ー分子（タンパク質、核酸、代謝物など）を

利用して病態や予後を診断することを目的

としている（参考文献２）。特に、細胞外 DNA

を利用した診断は、高い検出感度からの早期

診断、そして複数の病態を同時に検出できる

可能性がある（図１）（参考文献３と４）。

本研究では、細胞外 DNA の中でも、細胞表

面に付着する細胞外 DNA（細胞表面 DNA）

に焦点を当てている（図２）。細胞表面 DNA

は細胞膜に付着する形で存在し、免疫細胞や

赤血球が疾患由来の DNA を捕捉して運搬す

る可能性がある。従来の細胞外 DNA の研究

では主に体液に浮遊している細胞外 DNA が

対象になっていたが、細胞表面 DNA を用い

る方法の方が効果的な疾患診断が期待され

る。  
本研究では、主に次世代型 DNA シ

ーケンサーを用いて細胞表面 DNA の特徴を

明らかにし、バイオマーカーを同定する。ま

た、細胞表面 DNA のメチル化パターンを公

共データベースと比較して由来臓器を特定



し、逆畳み込み解析により細胞表面 DNA 混合物の由来臓器の割合を推定する。この方法によ

り、細胞表面 DNA のプロファイリングを行い、健康な人と疾患のある人の特徴を比較するこ

とで、疾患の早期発見と診断を可能にすることを目標としている。さらに、高度なデータ解析

手法を用いて診断感度と正確性の向上を目指す。  

 

 

2. 実験手法 

 

血液から血漿および血液細胞分画の単

離 

健康な人から抗凝固剤 (EDTA チューブ )を
用いて採取した血液サンプルを遠心分離

し、血漿および血液細胞を単離した（図３）

（参考文献 5）。遠心分離は、Ficoll-Paque 密

度勾配法を用い、赤血球、末梢血単核細胞、

および血漿を精密に分画した。このステッ

プでは、層間の混入を防ぐため、慎重な操

作が求められる。これらの画分は以降のス

テップで使用します。  

 

血漿からの細胞外 DNA の単離 

遠心分離後の血漿を 2000g, 10min, 4C と 15000g, 10min, 4C の遠心分離を続けて行い、上清を

移すことによって細胞や細胞の破片などを取り除く。この血漿を細胞外 DNA の抽出キット

（QIAamp MinElute ccfDNA Mini Kit）を使用した。このプロセスにより、高純度の cfDNA を

得ることができ、次世代 DNA シーケンサーでの解析に適した状態となる。  

 

血液細胞からの細胞表面 DNA の単離 

単離した血液細胞（末梢血単核細胞および赤血球画分）から細胞表面 DNA を抽出した。この

プロセスでは、細胞表面を洗浄した後、界面活性剤や酵素を使用して細胞表面 DNA を効率的

に分離した。その後、DNA 精製キットを用いて、細胞表面 DNA を精製し、混入物を除去した。  

 

DNA 電気泳動 

単離した細胞表面 DNA および細胞外 DNA のサイズや純度を確認するために、Agilent 

Bioanalyzer を用いて、電気泳動を実施した。電気泳動後、泳動結果はデジタルデータとして出

力され、バンドの位置と強度から DNA のサイズと濃度を確認した。  
 

マウスモデルの活用 

腫瘍移植モデルとして、マウスの上皮に EL4 細胞を移植し、腫瘍形成を誘導した。心臓から

採取した血液をヒトの血液と同様に処理し、細胞表面 DNA を単離した。このモデルを用いる

ことで、細胞表面 DNA を用いた腫瘍検出法の検証を行った。  

 



3. 結果と考察 

ヒト細胞表面 DNA 

予備実験では、健康な人から採取した赤血

球および末梢血単核細胞（PBMC）の細胞表

面 DNA を単離し、数十億個レベルの細胞表

面 DNA 分子を得た。電気泳動法により細胞

表面 DNA の長さを調べたところ、それぞれ

約 10,000 bp 長と約 300 bp 長であり、浮遊細

胞外 DNA（約 170 bp 長）よりも長いことが

明らかとなった（図４）。この結果から、細

胞表面 DNA は浮遊細胞外 DNA よりも分解

が進んでおらず、より安定的に疾患由来の

細胞外 DNA を運搬していると示唆してい

る。さらに、赤血球と PBMC の細胞表面 DNA

の長さに大きな差異がある点は非常に興味

深い発見であった。この結果を踏まえ、さま

ざまな細胞画分から細胞表面 DNA を単離す

ることで、異なる疾患に対応した診断アプ

リケーションの可能性が広がると考えられ

る。今後の研究では、これらのアプリケーシ

ョンの実現に向け、さらなる解析を進める

必要がある。  

 現在、シーケンシングデータの取得

はこれからの段階であるが、十分量の細胞

表面 DNA を確保できていることから、イル

ミナ社製次世代 DNA シーケンサーを使用し

て解析を行う予定である。この解析により、

細胞表面 DNA がどのゲノム領域に由来する

のか、さらにその長さなどの特徴を詳細に

明らかにしていく計画である。  

 

マウスモデルでの細胞表面 DNA 

腫瘍を移植したマウスを用いた実験では、

ヒトの血液サンプルと同様の方法で細胞表面 DNA を単離することが可能であった。今後は、

単離した細胞表面 DNA の DNA メチル化プロファイルを解析し、さらに細胞デコンボリュー

ション解析を実施する予定である。これにより、細胞表面 DNA を用いた腫瘍検出のための動

物腫瘍モデルの確立を目指す。このモデルの構築は、疾患診断技術の新たな可能性を広げる重

要なステップとなると考えられる。  

 

4. まとめと展望 



本研究において、細胞表面 DNA の単離方法を確立するとともに、細胞表面 DNA を利用した

非侵襲的健康診断法の可能性を示すことができた。また、コンピュータースクリプトとして、

DNA メチル化を用いた細胞デコンボリューション手法（参考文献 6）を導入することができ、

今後の研究の進展に寄与すると考えられる。  

今後の課題としては、次世代 DNA シークエンシングを用いた 1 分子レベルでのプロ

ファイル取得を進め、細胞表面 DNA の詳細な特性を明らかにする必要がある。また、細胞外

RNA など他のリキッドバイオプシー分野の解析も並行して進めることで、多階層的なデータ

解析を行うことが可能になる。このようなアプローチにより、より包括的な疾患診断技術の開

発が期待される。  

本研究で得られた技術は、健康診断の精度を向上させるだけでなく、患者の負担を軽

減する革新的な医療ツールとして大きな可能性を秘めている。今後のさらなる研究と応用展開

により、医療分野における実用化が期待される。  
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