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研究成果の概要（和文）：尿路上皮癌患者6例（表在癌3例、浸潤癌3例）と健常者3例の自然尿40mlから超遠心法
を用いてエクソソームを抽出し、エクソソーム内のmiRNAに対してマイクロアレイを用いて癌患者で上昇してい
る５つの候補miRNA(miR-155-5p,miR-15a-5p,miR-21-5p,miR-132-3pおよびmiR-31-5p)を選別した。これらの候補
miRNAを別の60例で妥当性を検証したところ、いずれのmiRNAも癌患者の尿中エクソソーム内で発現が有意に上昇
しており(P<0.001)、特にmiR-21-5pを用いた癌診断では感度75.0%、特異度95.8%であり、尿細胞診よりも良好な
結果であった。

研究成果の概要（英文）：Exosomes were extracted from urine of 6 urothelial carcinoma (UC) patients 
and 3 healthy volunteers by ultracentrifugation, and miRNA from urinary Exosomes was analyzed by 
miRNA array. We identified 5 miRNAs (miR-155-5p, miR-15a-5p, miR-21-5p, miR-132-3p and miR-31-5p) 
overexpressed in urinary exosomes of UC patients from miRNA microarray analysis.Five candidate 
miRNAs were all significantly expressed more highly in urinary exosomes of UC patients compared to 
those of the control in verification cohort (N=60, all P<0.0001). Of the 5 miRNAs, miR-21-5p in 
urinary exosomes was the most potent biomarker, having a sensitivity of 75.0%, specificity of 95.8%.
 This result was better than that of urine cytology in this cohort.

研究分野：泌尿器科腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
(1)膀胱、腎盂尿管の進行した尿路上皮癌に
対しては、抗癌剤治療および手術療法による
集学的加療を行うが予後は悪く、この 10 年
予後の改善を認めていない。しかし早期に発
見された場合は手術による根治が見込まれ
るため、早期発見早期治療が重要となる。 
(2)近年、癌細胞が自らの miRNA をエクソソ
ームと呼ばれる小胞体に封入して血液、尿中
に分泌し、周囲の細胞をより浸潤、増殖しや
すい環境に変化させたり、血管などを通して
転移部位に到達し、癌細胞が転移、進展し易
い環境へと変化させることが明らかになっ
てきた。癌細胞から分泌されているエクソソ
ームは、癌細胞に由来するいくつかのタンパ
クや miRNA、mRNA などを含んでいることから
癌の診断や治療効果判定に用いられるので
はないかと期待されている。また癌細胞は分
泌するエクソソームによって細胞自身の増
殖を促進するのみならず、線維芽細胞の活性
化や血管新生の誘導など癌促進的な局所性
環境へと変化させる作用をもち、さらに転移
に適した微小環境の形成以外にも免疫抑制
状態の誘導など全身性環境も癌細胞に有利
な方向へと変化をさせる作用などをもつこ
とが報告されており、癌細胞が分泌するエク
ソソームを検出することは癌の状態を知る
ためのバイオマーカーになるだけでなく、治
療標的にもなり得るものと考えられている。 
 
２．研究の目的 
癌特異的エクソソームの存在とその中に含
まれる miRNA に着目し、これを選択的に抽出
することによって、より生物学的に意義深い
miRNA の同定が可能になると考えた。尿路上
皮癌患者特異的に尿中に分泌されるmiRNAを
同定しその検出、定量を行い、予後不良とさ
れている浸潤性尿路上皮癌患者の治療選択、
治療効果判定に用いることのできる実用的
バイオマーカー開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)超遠心法を用いて尿からエクソソームを
回収する。エクソソーム回収の確認はエクソ
ソーム特異的タンパク(CD9,CD63)のウエス
タンブロットやナノトラッキングシステム、
電子顕微鏡を用いて行う。 
 
(2)尿路上皮癌患者 6 名と健常者 3 名から超
遠心法を用いて回収した尿中エクソソーム
から RNAを抽出し、Affimetrix 社の GeneChip 
miRNA Array を用いて網羅的マイクロアレイ
解析を行い、癌患者尿中エクソソーム内で上
昇しているmiRNAをバイオマーカー候補とし
て同定する。 
 
(3)上記候補の miRNA に対しては別のコホー
ト(癌患者 36名、健常者 24 名)の尿中エクソ
ソームを用いて、バイオマーカーとしての妥
当性を検証する。 

４．研究成果 
(1)ウエスタンブロットではエクソソーム特
異的タンパク(CD9,CD63)の発現を確認し、ま
たナノトラッキングシステムでは回収した
粒子径が 200nm 以下であることを確認した。
また電子顕微鏡で200nm以下の粒子を確認す
ることができ、以上より尿からエクソソーム
の抽出ができていることを確認することが
できた。 
              ウエスタンブロット 
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(2)マイクロアレイの結果、癌患者の尿中エ
クソソーム内で上昇する miRNA を確認し、そ
の 中 か ら 5 つ の miRNA(miR-155-5p, 
miR-15a-5p,miR-21-5p,miR-132-3p,miR-31-
5p)を候補 miRNA として選別した。 
 
(3)60 例の別コホートにおいて、5 つの候補
miRNA はいずれも癌患者の尿中エクソソーム
内で上昇していた。また癌の深達度毎での分
類でも上昇していた(A,B)。 
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ROC での解析では尿中エクソソーム内
miR-21-5p が最も高い癌診断能(AUC=0.900)
という結果を得た(C)。また多変量解析によ
り尿中エクソソーム内miR-21-5pは独立した
癌診断因子であることが示された(D)。 
 

C：尿中エクソソーム内 miR-21-5p を用いた ROC 曲線 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
D:ロジスティック回帰分析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また尿中エクソソーム内miR-21-5pは尿細胞
診陰性の癌患者群でも上昇していることが
示され(E)、尿細胞診陰性群での癌診断にも
有用であることが示された(F)。 
E: 
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