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研究成果の概要（和文）：microRNA(miR)-106b-25 clusterの血液中での発現解析ならびに新規バイオマーカー
としての有用性の検証を行った。また、その血清中での存在機序の解明についてhost geneであるMCM7との関連
性、細胞外小胞エクソソームの関与に着目し検討を行った。食道扁平上皮癌におけるmiR-106b-25 clusterのバ
イオマーカーとしての有用性が確認された。miR-106b-25 clusterはhost geneであるMCM7とは腫瘍内において異
なる挙動を示し、血清中への分泌についてはエクソソームの関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the expression levels of microRNA(miR)-106b-25 cluster in 
serum and verified its usefulness as a novel biomarker. In addition, we investigated the mechanism 
of its existence in serum by focusing on the relationship with host gene MCM7 and the involvement of
 extracellular vesicle exosomes. The utility of the miR-106b-25 cluster as a biomarker in esophageal
 squamous cell carcinoma was confirmed. The miR-106b-25 cluster behaved differently from the host 
gene MCM7 in the tumor, suggesting the involvement of exosomes in the secretion into the serum.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 食道癌　microRNA　バイオマーカー　microRNA-106b　エクソソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
miR-106bは健常者血清中との比較において患者血清中では有意にその発現が低下しており、一方でmiR-93、25に
ついては有意な発現変動を認めなかった。また同時に我々のこれまでの報告からも血清中のmiR-1246高発現は食
道癌患者の有力なバイオマーカー候補と考えられているが、多検体を用いてmiR-1246/106bのratioを検討した結
果、食道癌のスクリーニングにおいてAUC 0.901、感度：80.0％、特異度：80％と極めて良好な結果が得られ
た。また、miR-106bの血清中の発現には細胞外小胞エクソソームが関与しているものと考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
消化器癌の診断、治療法開発において新たなイノベーションの出現によりジェネティック、エ

ピジェネティック双方の領域で飛躍的な進歩が得られた。現在それらの技術を応用し、各国にお
いて新規の癌の標的同定、創薬開発へのプラットフォーム構築が競争的に行われている。エピジ
ェネティックな領域においては DNA のメチル化、ヒストン修飾、microRNA(以下、miR)の探索・
同定が積極的に行われており、それらの研究成果を基盤とした臨床応用も一部達成されている。
miR はタンパク質をコードしないが活発に転写後の遺伝子を制御するとされ、各種悪性腫瘍にお
いて発現プロファイリングがなされ、さらに個々の miR についても機能解析が精力的に行われ
ている。我々も食道癌患者を対象とし組織、血清中での miR の発現プロファイリングを施行し、
個々の miR の発現の意義の検討を行ってきた (Int J Can 2010, Br J Cancer 2013, Br J Cancer 
2014, etc.)。結果、食道癌組織中にて発現が低下する miR-133a、145、375 等が腫瘍抑制因子と
しての機能を有することを報告した。また、癌患者血清中で有意に上昇する miR-1246 に着目し
詳細を検討した結果、食道癌の新規腫瘍マーカーとして既存の腫瘍マーカーを感度、特異度とも
に上回ること、その分泌動態にエクソソームを介した細胞間輸送が関与することを報告した（Br 
J Cancer 2013）。 

一方で、血清 miR のプロファイリングでは、癌患者で発現が有意に低下する miR も同定され
た。我々の結果では 5 つの有意に発現が低下する miR が同定されたが、そのうち miR-106b と
miR-93 は miR-25 とともに miR-106b-25 cluster を形成する構成要素であることが確認された。 
miR-106b-25 cluster は、7q22.1.に位置する MCM7(mini-chromosome maintenance 7)遺伝子の
intron13 にその配列を有する。我々は、この cluster に注目し、エクソソームなどの輸送体を
中心にその血清中での発現のメカニズムの解析を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
（１） 食道扁平上皮癌（ESCC）患者を対象とし miR-106b の血清中での発現を検討し新規バイ

オマーカーとしての有用性を明らかとする。 
（２） 癌部、非癌部における MCM7、miR-106b-25 cluster のゲノム配列におけるコピー数多

型、個々のプロモーターの検討を中心とした発現解析を行う。 
（３） miR-106b の組織から血中への移行動態を細胞外小胞であるエクソソームによる能動的

な分泌機構を中心に解析することで miR のコミュニケーションツールとしての機能解析を行
う。 
千葉大学先端応用外科での検討において miR-106b のバイオマーカーとしての可能性が示唆さ

れた。今後千葉県がんセンターバイオバンクに集積される患者血清を用いて更に多検体を用い
て検証することにより臨床応用に向けた開発につなげることを目的とした。また、これまでに報
告を行ってきた、食道癌患者血清中で発現が上昇する miR-1246 等との比を用いることでさらに
有用性が増す可能性があるため検証する。 
３．研究の方法 
（１）miR-106b の血清中での発現を検討し新規バイオマーカーとしての有用性の検討 
千葉大学大学院医学研究科（No. H29-0005）もしくは、千葉県がんセンター（No. H29-0005）

の倫理委員会の承認を得たのち、患者からの承認を得たサンプルを使用した。2013 年 4 月から
2016 年 4 月までの間に、千葉大学大学院医学研究科で ESCC 患者 55 人と健常者 39人から静脈血
サンプルを採取した（test cohort）。また、2016 年 4月から 2019 年 4月までの間に、千葉県が
んセンターで、ESCC 患者 101 人と健常者 34 人から静脈血サンプルを採取した(validation 
cohort)。 これらのサンプルは、内視鏡的切除、手術、化学療法、および放射線療法を含むあら
ゆる治療の前に収集された。 静脈血サンプルを 4℃で 5 分間 1500×g で遠心分離して、血清を
得た。 サンプルは-80℃で保存された。miRNeasy Serum / Plasma Kit（Qiagen、Hilden、Germany）
を使用して、200μLの血清、尿、唾液から総 RNA を抽出した。 spike-in control として cel-
miR-39 を用いた。totalRNA は、miScript II RT キット（Qiagen）を使用して cDNA に逆転写さ
れた。 各反応で、50 ng（12μL）のテンプレート RNA を、4μLの 5×miScript HiSpec バッフ
ァー、2μLの 10×miScript Nucleics Mix、および 2μLの miScript Reverse Transcriptase 
Mix を含むマスターミックスと組み合わせ、37℃で 60 分間インキュベートを行った。反応物を
95℃で5分間インキュベートして氷上に移した。7300real-timePCR system（Applied Biosystems、
Foster City、CA）で miScript SYBR Green PCR Kit（Qiagen）を使用して、定量的 RT-PCR を行
った。 miR-106b および miR-1246 の発現レベルは、miR-39 の発現レベルを参照とした。相対的
な miR-1246 または miR-106b の発現は、2-ΔCt method を使用して計算された（ΔCt= Ct（miR-
1246 または miR-106b）– Ct（cel-miR-39））。 
（２）癌部、非癌部組織中における host gene、MCM7 および miR-106b-25 cluster の発現レベル
の確認、miR-106b-25 cluster のゲノム配列におけるコピー数多型の確認。 
2013 年 4 月から 2016 年 4月までの間に、千葉大学大学院医学研究科で術前未治療にて手術を



行った ESCC 患者 103 人の手術標本より癌部、非癌部を採取した。サンプルは-80℃で保存され
た。miRNeasy® Mini Kit（Qiagen）を使用して総 RNA を抽出した。 totalRNA は、miScript II 
RT キット（Qiagen）を使用して cDNA に逆転写された。 7300real-timePCR system（Applied 
Biosystems、Foster City、CA）で miScript SYBR Green PCR Kit（Qiagen）を使用して、定量
的 RT-PCR を行った。MCM7 gene は primer 3 software を用いて作成した primer にて 7300real-
time PCR system（Applied Biosystems）で miScript SYBR Green PCR Kit（Qiagen）を使用し
て、定量的 RT-PCR を行った。GAPDH の発現を参照とした。同様に組織 22 検体中の miR-106b-25 
cluster の発現を評価した。また、copy number variations (CNVs)について MCM7 遺伝子のゲノ
ム配列上に 4か所の primer を設定し癌部、非癌部より抽出した DNA を用いて Type-it CNV Probe 
PCR +qC Kit (Qiagen)にて評価を行った。 
（３） miR-106b-25 cluster の血清中での存在メカニズムの解析 
miR-106b-25 cluster の血清中での存在が能動的である可能性が考えられ、その機序として細

胞外小胞エクソソームによる腫瘍からの放出が可能性として挙げられた。そのため、患者並びに
健常者血清サンプルを用いて、血清 total での miR-106b-25 cluster と、エクソソーム画分での
miR-106b-25 cluster の発現量を比較することとした。エクソソーム抽出には exoEasy Maxi Kit 
(Qiagen)を用いた。ESCC 患者 3 人と健常者 3 人から静脈血サンプルを採取し用いた。miScript 
SYBR Green PCR Kit（Qiagen）を使用して、定量的 RT-PCR を行った。 
４．研究成果 
（１）miR-106b の血清中での発現を検討し新規バイオマーカーとしての有用性の検討 
計 156 人の ESCC 患者からの検体が収集され、55人が test cohort、101 人が validation cohort

とした。 双方で、miR-1246 の発現は ESCC 患者の方が健常対照よりも有意に高いことが確認さ
れた（図 1A、1B、1D、1E）。 一方、ESCC 患者では miR-106b の発現が健常者よりも有意に低いこ
とが確認された（図 2A、2B、2D、2E）。ROC 曲線分析により、各体液中の ESCC の診断指標として
の miR-1246 の感度を明らかにした（図 1C、1F）。 AUC (Area Under Curve)は、test cohort で
0.816（感度 72.7％、特異度 69.2％）、validation cohort で 0.779（感度 71.3％、特異度 70.6％）
であった。 また、ROC 曲線分析により、同様に miR-106b の感度が明らかとなった（図 2C、2F）。 
AUC は、test cohort で 0.716（感度 65.5％、特異度 61.6％）、validation cohort で 0.815（感
度 74.3％、特異度 73.5％）であった。 結果は、miR-1246 が以前のレポートとほぼ同じ感度と
特異性を示し、miR-106b も軽度から中程度の感度と特異性を示した。 

 
ESCC 患者の血清中の miR-1246 および miR-106b は、軽度から中程度の診断能力があることが確

認された。 そのため、、miR-1246 と miR-106b
の比率の方が診断能力が高い可能性が示唆さ
れた。 実際、miR-1246 / miR-106b の比では、
test cohort で 0.901（感度 80.0％、特異度
80.0％）、validation cohort で 0.903（感度
82.1％、特異度 82.3％）と単独の結果より良好
であった（図 3）。統計分析を実施して、miR-
1246 / miR-106b レベルと ESCC の臨床病理学
的因子との間に関連性が存在するかどうかを
解析した。患者サンプルを中央値の miR-1246 
/ 106b 発現レベルで分け、高および低グルー
プとした。 高い血清 miR-1246 / 106b 比は、腫瘍の深さ、リンパ節転移陽性、ステージ、およ



び患者の生存と有意な相関を示した。生存分析はカプラン・マイヤー法を使用して検討した。統
計分析はログランク検定を使用した。上記の患者グループを使用して、miR-1246、miR-106b、お
よび miR-1246 / miR-106b の発現と予後の関係を確認した。血清 miR-1246 の発現が高いグルー
プの予後は、血清 miR-1246 の発現が低いグループの予後よりもはるかに悪かった（p <0.001）。 
5 年生存率は、miR-1246 の発現が高いグループと低いグループでそれぞれ 76.1％と 47.6％であ
った（図 5A）。一方、血清中の miR-106b 発現レベルと予後との間には相関関係を認めなかった
（図 5B）。さらに、miR-1246 / 106b の比は、miR-1246 と同様に予後との相関を示した。 5 年全
生存率は、miR-1246 / miR-106b 比が高いグループと低いグループでそれぞれ 74.5％と 45.6％
でした（図 5C）。 5年無病生存率は、miR-1246 の発現が高いグループと低いグループでそれぞ
れ 86.6％と 49.4％であった（図 5D）。一方、血清中の miR-106b 発現レベルと予後との間には相
関関係は認めなかった（図 5E）。さらに、5年間の無病生存率は、miR-1246 / miR-106b 比が高
いグループと低いグループでそれぞれ 85.7％と 51.0％であった（図 5F）。 

（２）癌組織中における host gene、MCM7 および miR-106b-25 cluster の発現レベルおよび miR-
106b-25 cluster のゲノム配列におけるコピー数多型 
 PCR をもちいて host gene である MCM7
の発現を検討した結果、癌部において高い
発現が確認された。臨床病理学的因子との
関連性について検討したところ、癌の深達
度とのみ相関が確認された。 
次いで組織中でのmiR-106b-25 clusterの
発現を同様に PCR で検討したところ host 
geneである MCM7の発現が癌部で高かった
のに対し、いずれの miR-106b-25 cluster
の miR も癌部と非癌部で組織中での発現
には差を認めなかった。 

 



またゲノム配列を用いて MCM7 遺
伝子およびその intron 上に存在
する、miR-106b-25 cluster の
各々の発現を反映する配列部位
にプライマーを設定しCNVの有無
を確認したが、右図に示される通
り、いずれの配列においても、癌
部と非癌部におけるコピー数の
多型は確認されなかった。 
 
 
 
（３）miR-106b-25 cluster の血
清中での存在メカニズムの解析 
血清中のエクソソームを抽出

し RT-PCR にて miR-106b-25 
cluster の発現を確認しトータル
の血清での値との比較を行った。その結果、それらの値は極めて近似しており、血清中の miR-
106b、25、93 の存在はエクソソームによる能動的な輸送が関与している可能性が強く示唆され
た。miR-106b については健常者血清を用いて同様の検討を行った。その結果、ESCC 患者血清と
同様にトータル血清とエクソソーム画分での発現は近似していた。 
 
以上より、食道扁平上皮癌における miR-106b-25 cluster のバイオマーカーとしての有用性が
確認された。miR-106b-25 cluster は host gene である MCM7 とは腫瘍内において異なる挙動を
示し、血清中への分泌についてはエクソソームの関与が示唆された。 
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