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はじめに
日本は世界に類を見ない超高齢化社会を

迎えており、社会全体の医療費を削減し、
健康寿命を伸ばすことが重要な課題となっ
ている。この問題を解決するためには、疾
患が加齢とともに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不可欠
である。

健康診断につながる技術として、血液中
の細胞外DNAを利用した研究が注目され
ている。細胞外DNAは、体内の細胞が死
ぬ際に細胞内のDNAが分解され、その断
片が血液を通して体内を循環する小さな
DNA分子である（図1）。疾患がある組織
の細胞に由来する細胞外DNAを検出する
ことで、疾患診断が可能とされている。細
胞外DNAを用いた疾患診断では、患者の
身体への負担が血液採取のみで済むため、
非侵襲的かつ簡易な方法として疾患の早期
発見が可能になると期待されている（図2）。
また、複数の疾患組織を同時に検出できる
可能性もある。しかし、血液中に浮遊する
細胞外DNAは疾患組織由来のものが微量
であるという問題がある。効果的な診断に
は、十分な量の疾患由来の細胞外DNAを
収集する必要がある。そこで、血液細胞が
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体内の血管を通じて様々な組織を循環している点に着目した。免疫細胞や赤血球などの血液
細胞は、疾患組織で死んだ細胞からDNAを捕捉し、運搬する可能性を見出した。そのため、
血液細胞表面に付着する細胞外DNA（csbDNA: cell-surface bound DNA）を集め、疾患
細胞由来のcsbDNAを検出することで、より効果的な疾患診断につながると考えた。本研
究ではcsbDNAの疾患診断への有用性を調査する。

結　果
ヒト細胞表面DNAの化学的特性の解析

予備検討として、健常ドナー由来の赤
血球および末梢血単核球（PBMC）から細
胞表面結合DNA（csbDNA）を回収し、数
十億分子規模のcsbDNAを取得した。電
気泳動によるサイズ評価では、赤血球由来
は約10,000 bp、PBMC由来は約300 bp
が主要画分であり、循環遊離DNA（cfDNA; 
約170 bp）よりも長尺であった（図3）。こ
のことは、csbDNAがcfDNAに比して分
解の影響を受けにくく、疾患由来の外来
DNAを比較的安定に担持する可能性を示
唆する。とりわけ赤血球とPBMC間で顕
著な長さの差が認められた点は興味深く、
今後は多様な血液細胞画分からcsbDNA
を個別に単離し、疾患別診断への応用可能
性を広げたい。

シーケンス解析はこれから着手予定だ
が、十分量のcsbDNAを確保できている
ため、Illumina次世代シーケンサーを用い
て、ゲノム由来領域や長さ分布などの特徴
量を体系的に明らかにする計画である。

データ解析基盤の整備
NGSデータ処理のための計算解析プラットフォームを新規構築し、csbDNAおよびセルフ

リー RNA（cfRNA）の解析体制を整えた。初期検証として、公共データベースに蓄積の多い
肝がん（HCC）由来cfRNA-seqを対象にした。肝臓はcfRNAの主要発生源の一つであり、複
数コホートが公開されていることから、パイプラインの立ち上げ対象として妥当と判断した。
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具 体 的 に は、Chen et al., 2022 お よ び 
Roskams-Hieter et al., 2022のデータを用
い、HCCと健常者を識別する候補分子群の抽
出を実施した（図4）。令和7年度の成果として、
循環RNA中に反映される疾患関連の転写シ
グナルを捉え、これを特徴量として利用でき
ることを確認した。解析手順として、cfRNA-
seqから転写プロファイルを作成し、LASSO
回帰で有効特徴量を選択。これを用いてLDA
およびRandom Forest（RF）の分類器を構築・
評価したところ、ROC-AUC ≥ 0.91を得て、
HCCと健常者を高精度に弁別できた。既存腫
瘍マーカーの報告AUC（概ね0.8–0.9）と比
較しても、予備段階として有望な結果である。

今後は、独立検証コホートの追加、アルゴリズム多様化（例：勾配ブースティング、正則
化パラメータの最適化）、および交差検証・外部検証の厳密化により、再現性と汎化性能の
一層の向上を図る。

考　察
ヒト細胞表面DNA（csbDNA）の化学的特性に関する考察

健常ドナー由来サンプルで、赤血球（RBC）起源のcsbDNAがおよそ10 kb、PBMC起源
が約300 bpと、いずれもcfDNA（〜170 bp）より長尺であった点は、csbDNAが分解から
相対的に保護されうる運搬形態であることを示唆する。特にRBCは無核・無ミトコンドリア
である一方、循環中で最も豊富な細胞集団であり、膜表面に外来核酸が吸着・結合しやすい
環境にあると考えられる。10 kb級の長尺画分は、断片化が進んだcfDNAとは異なる由来・
経路（例：細胞外小胞やタンパク質複合体を介した表面結合、あるいは補体・凝固関連分子
を介した架橋）を推測させ、疾患起因の核酸をより「原型」に近い形で担持しうる可能性がある。

一方で、この長尺性には前処理アーティファクト（軽微な白血球破砕、粘着性タンパクに
よる凝集、サイズ選択の偏り）が混入しうるため、（i）表面ヌクレアーゼ処理／膜透過化前
後の回収比較、（ii）プロテアーゼ・ヘパリン等による結合様式の切り分け、（iii）免疫磁気分
離やフローソーティングでの細胞画分純化、（iv）電子／蛍光顕微鏡観察などで「表面由来」
であることの実証が重要である。さらに、同一ドナーでcfDNAとcsbDNAをペアで取得し、
断片長分布、末端モチーフ、ヌクレオソームフットプリント、メチル化プロファイルを横断
比較することで、情報冗長性と補完性を定量化できる。

今後のシーケンス計画においては、Illuminaに加えて超長尺の特徴を活かせるロングリ



— 4 —

ード（ONT/PacBio）の併用や、サイズ別ライブラリ化による層別解析が、RBC由来10 kb
画分の起源・機能解釈を大きく前進させると考えられる。

データ解析基盤とcfRNA（HCC公共データ）初期検証に関する考察
新規に構築したNGS解析基盤は、HCCの公共cfRNA-seqコホート（例：Chen 2022、

Roskams-Hieter 2022）を用いた初期検証で、HCCと健常者を高精度（ROC-AUC ≥ 0.91）
に弁別し得た。これは、循環RNA中に腫瘍関連の転写活性や組織損傷シグナルが反映され
うるという仮説と整合的であり、解析パイプラインの妥当性を裏づける。

一方で、循環RNAは反復配列や低複雑性領域などマッピングが難しい要素を多く含むた
め、再現性確保には（i）マルチマッピングへの厳密な取り扱い、（ii）特徴量選択と分類器学
習を完全に分離したネスト化交差検証、（iii）AUCだけでなくPR-AUC・キャリブレーショ
ン（Brier）・決定曲線解析による臨床的有用性の評価、（iv）施設差・試薬差・保存条件差を
考慮したバッチ補正と潜在因子推定、が重要となる。さらに、良性だが炎症性の対照群（肝
硬変、慢性肝炎、NAFLD/NASHなど）を含む独立検証コホートの整備が、特異度の外的妥
当性を高めるうえで不可欠である。

csbDNAとcfRNAの統合、および次段階への展望
本結果は、「長尺で物理的に安定な表面結合DNA」というキャリア情報と、「循環RNAに

反映される病態依存シグナル」という機能情報が相補的であることを示唆する。今後は、（i）
同一被検者でのcsbDNAメチル化・断片学指標とcfRNA特徴量の多層統合、（ii）転移臓器・
病期・治療介入に応じたシグナルの分解能向上、（iii）縦断サンプリングによる治療反応・
再発予測モデルの構築、を進めることで、単回採血から進行・転移・治療奏効を包括的に推
定する道筋が開ける。実装面では、前処理・品質管理（抗凝固剤、処理時間、温度、遠心条件）
の標準化と、外部精度管理の枠組みを研究段階から並走させることが肝要である。これらを
満たすことで、スクリーニングからモニタリングまでを視野に入れた、再現性・汎用性の高
い診断系へのブリッジが現実味を帯びる。

要　約
本研究は、超高齢化社会における非侵襲で高頻度に実施可能な健診の実装を目指し、血液

細胞表面結合DNA（csbDNA）を新たな診断キャリアとして活用する枠組みを提示する。健
常ドナー由来の赤血球およびPBMCから数十億分子規模のcsbDNAを回収し、主要断片長
が赤血球で約10 kb、PBMCで約300 bpと、循環遊離DNA（cfDNA, 約170 bp）より長
尺であることを確認、分解耐性と疾患由来情報の安定担持の可能性を示した。解析面では
NGS計算基盤を新規構築し、公共cfRNAデータ（肝がん）で特徴量選択と機械学習（LDA/
RF）によりROC-AUC≥0.91の高精度識別を達成、パイプラインの妥当性を検証した。今後
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はIlluminaによる本解析（必要に応じロングリードやサイズ層別）を進めつつ、独立コホー
ト追加、アルゴリズム多様化、ネスト化交差検証と外部検証、前処理・品質管理の標準化を
並走させる。最終的には、csbDNAの断片長・メチル化などの物理・エピゲノム指標と、循
環RNAに反映される疾患関連シグナルを統合し、単回採血で多疾患のスクリーニングから
治療モニタリングまでを一貫して支援する健診プラットフォームの実装を目指す。
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