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1.　は じ め に

リキッドバイオプシー（Liquid Biopsy）とは、通
常の生検とは異なり血液（血漿）中に含まれる
DNA、miRNAあるいは細胞分泌小胞（エクソソーム）
を検出することで、病気の診断を行う技術である。
また、最近では、血液だけでなく、唾液や尿などの
体液全般に対してもリキッドバイオプシーという用
語が用いられる。リキッドバイオプシーの利点は、
組織を採取することなしに、非侵襲的に、がん細胞
の存在や治療効果判定、また再発予測を評価するこ
とができることにある（図 1）。特に近年では、次
世代シークエンサー（NGS）によって、個別化医療
において重要な役割を果たす技術となっている。ま
た、がん組織由来の DNAを標的とする場合には、
遺伝子変異のパターンや epigeneticな変化などに対
応した計測手法も必要であり（図 2）、さらなる正
確性や診断の精度向上にむけた研究が行われてい
る。今回のミニシンポジウムでは、miRNA、エク
ソソーム、DNAのリキッドバイオプシーにおける
最近の動向について解説し、最後に我々の取り組み
を紹介したい。

2.　miRNAに対するリキッドバイオプシー

核酸には DNAと RNAがあるが、この 2つの核

酸は大きく性質が異なる。DNAは、安定な構造で
質および量が変化しにくく静的である。一方で、
RNAは、急速な合成と分解により動的な発現制御
を受けている。したがって、患者から採取された検
体中の RNAは速やかに分解されることから、RNA
を何らかの検査の指標に用いることは難しいと考え
られていた。microRNA （miRNA）は、22塩基前後の
ノンコーディング RNAで、多くの遺伝子の発現を
制御している1）。ヒトで 2,500種類以上発現してお
り、各種の疾病により大きく発現変動すること、ま
た次世代シーケンサーおよびマイクロアレイなどを
用いてその発現を網羅的に解析できるなど、バイオ
マーカーとして適した性質を有している。さらに近
年 miRNAは、アルゴノートファミリー（AGO1～4）
などと結合もしくはエクソソームなどの小胞体に包
含される形で、血液などの体液中で比較的安定に存
在することが明らかになり、理想的なリキッドバイ
オプシーのマーカーとして注目されている2）3）。世
界中で多くの臨床試験が進行しているが、特に日本
は、miRNAによるリキッドバイオプシーを世界に
先駆けて推進しており、NEDOによる「体液中マイ
クロ RNA測定技術基盤開発」プロジェクト（代表
者 : 落谷孝広教授）では、13種類のがんを一滴の
血液から検出する技術が開発された4）。また、名古
屋大学発のベンチャー企業による尿中 miRNAを
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マーカーとした「miSignalⓇ」など、一部はすでに
商品化されている5）。がんだけでなく認知症の発症
リスク予測においても応用できることが確認されて
おり6）、広く臨床実装される日は目前である。

3.　エクソソームに対するリキッドバイオプシー

エクソソームは、さまざまな細胞から放出される
脂質二重膜でできた 30-120 nmの細胞外小胞であ
る。この小胞には、miRNAをはじめとした核酸や、
タンパク質、脂質などが内包されており、細胞外に
放出されたあと他の細胞に取り込まれることで、細
胞間のコミュニケーションに重要な役割を果たして
いる。近年、さまざまな細胞から放出されるエクソ
ソームの機能が明らかとなってきた。例えば、間葉
系幹細胞（MSC）由来エクソソームは抗炎症作用
や抗酸化作用を有しており、再生医療分野において

その高い治療効果に期待が寄せられている7）。一方、
がん細胞からもエクソソームが放出されており、が
んの転移や腫瘍血管新生の促進に関与している8）9）。
すなわち、がん細胞由来エクソソームにはがんの悪
性化に影響を及ぼす因子が内包されており、それら
を標的にした治療法や診断技術の開発が行われてい
る。次世代シーケンサーなどの解析技術の進歩によ
り、多種多様なエクソソーム内包因子を網羅的に解
析できるようになり、各がん種における早期診断や
治療効果予測に応用可能なバイオマーカーも多数発
見されている（表 1）。前述のように血液などの体
液中に存在する circulating miRNAに対して、エク
ソソームに内包された miRNA（exosomal miRNA）
は体液中でも安定的であり生物学的意義も高く、リ
キッドバイオプシーのリソースとして exosomal 
miRNAを用いたがんの早期診断の開発が盛んに行
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図 1　リキッドバイオプシーの実際の運用
　　  リキッドバイオプシーは、腫瘍のスクリーニングや術後の評価に幅広く用いることができる

図 2　血漿中に存在する CTC（Circulating tumor cell）および cfDNA（cell free DNA）
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われてきた。また、エクソソーム内包物だけでなく、
エクソソーム膜上のタンパク質を利用してがん細胞
由来のエクソソームを検出する診断法も開発され、
ExoScreen法10）をはじめとした ELISAベースの検
出法は、体液からエクソソーム分画を抽出すること
なくクルードな状態で解析が可能であり、簡便でス
ループット性が高い。最近の研究から、エクソソー
ムを含む細胞外小胞の多様性が明らかとなり、測定
結果の標準化や内在性コントロールの選択の難し
さ、エクソソーム分画の抽出法の違いによる結果の
ばらつきなどまだいくつかの課題も存在し、これら
を解決して臨床現場での実用化に向けた開発が進め
られている。

4.　DNAに対するリキッドバイオプシー

リキッドバイオプシーによるがんの検出では、現
時点では最も臨床応用が進んでいるのが、腫瘍由来
DNA（ctDNA, circulating tumor DNA）に対するリキッ

ドバイオプシーである。がん細胞には、がん特異的
なドライバー変異が存在することから、この DNA
変異を検出することでがんの診断を行う。一方で、
血漿中に含まれるほとんどの DNAは、正常細胞の
細胞死に由来する DNAであり、血液中の酵素によ
り DNAは断片化され、そのサイズはヌクレオソー
ムの単位に起因し約 170 bpである（図 3）。また、
血漿中の DNAの量は約 20 ng/ml程度と考えられて
いるが、前述したように、大部分は正常細胞由来の
DNAであることから血漿中の ctDNAの検出には高
感度の検出法が必要となる。現状では 2種類の
NGSを用いたがんパネル検査が FDAに承認されて
おり、そのうち中外製薬（ロシュ社）の「Foundatio-
nOne Liquid CDx がんゲノムプロファイル」が日本
で 2021年に薬事承認され保険適用されている。こ
の遺伝子パネル検査は、343遺伝子の検出が可能で
あるが、血液中の ctDNAが少量であるため、NGS
の配列の深度は平均 30,000リード/1遺伝子である

3

表 1　エクソソームのがん治療への応用 

がん種 エクソソーム内因子 エクソソーム膜因子 由来 臨床的意義 参考文献

NSCLC

miR-21
miR-200
miR-139
miR-378

Plasma Early diagnosis 11）

PD-L1 Serum Early diagnosis 12）

CRC
circ0004771 Serum Early diagnosis 13）

EpCAM Plasma Early diagnosis 14）

PDAC

miR-10b Plasma Early diagnosis 15）

MIF Serum Stage classification 16）

GPC-1 Serum Early diagnosis 17）

HCC

miR-92b Serum Early diagnosis 18）

AFP Plasma Early diagnosis 19）

GPC-3 and PD-L1 Serum Progression monitoring 20）

Gastric cancer
lnc HOTTIP Serum Early diagnosis 21）

miR-15b-3p Serum Early diagnosis 22）

Breast cancer

miR-21
miR-222
miR-200c

Serum Classification of molecular subtypes 23）

EpCAM ; HER2 Plasma Early diagnosis 24）

Ovarian cancer
miR-4732-5p Plasma Early diagnosis 25）

EpCAM ; CD24 Ascites Early diagnosis 26）

Prostate cancer
miR-196a-5p
miR-501-3p Urine Early diagnosis 27）

EphrinA2 Serum Early diagnosis 28）
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ことが大きな特徴である。東京医科大学附属病院の
エキスパートパネルでも最近は、本検査の適応症例
があるが、ctDNAの検出ができなかった症例もあ
り、組織（FFPE）を用いた検査にくらべて検出が
難しい症例も存在することは確かである。ただし、
生検ないし切除材料の検査ができなかった症例も遺
伝子パネル検査ができることは大変大きな進步であ
る。また、このNGSを用いた ctDNAに対するリキッ
ドバイオプシーの検査を、がんの早期診断に用いる
試みも多く行われてきた。そこで、課題になるのは、
血液中に含まれる ctDNAの量である。現実的にが
んの TNM Stageが III以上でないと検出が難しいと
考えられる。

5.　cfDNA （cell-free DNA）からのがんの発生予測

これまでの研究から、リキッドバイオプシーを用
いた早期診断は、理論上は ctDNAとしてがん由来
のドライバー変異を検出することで可能になる。し
かし、上述したように早期がんのような小さながん
胞巣から由来する DNA断片を検出することは難し
い。さらに、がん胞巣に由来する DNA断片全てに
ドライバー変異があるとは限らない。また、最近の
解析から、がん患者の非がん部の正常組織にもドラ
イバー変異が見いだされている29）。従ってこれらの
事実から、ドライバー変異の検出を早期がんの診断
に用いる事は難しいのではないかと考えている。そ
こで、現在我々は、腫瘍由来ではなく、正常組織
cfDNAの DNAの傷の様式（mutational signature）か
ら、がんの診断の可能性を検討している（図 4）。

6.　今後の展開

本発表においては、がんに関するリキッドバイオ
プシーの話題を中心にしたが、リキッドバイオプ
シーはがんだけでなく、他の疾患の診断や予後予測
にも応用されており、医療の分野では大きな関心を
集めている。一方、リキッドバイオプシーの検出感
度やデータ解析技術はまだ進化の途中でもあり、さ
らなる技術開発が必要である。次世代の NGSの登
場も期待され、将来的には生検材料と同等の情報を
得る事ができる時代が来る可能性がある。

4

図 4　加齢のともなっておこるゲノムの傷の模様 （mutational signature）

図 3　血漿中に流れる cfDNAのサイズ
　　  血漿 1 mlから cfDNA分画を抽出し、TapeStationを用

いて cfDNAのバンドパターンを計測した。170 bpに
メインピークが見られる
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