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研究成果の概要（和文）：大腸癌の個別化治療のため、患者の負担の少ない糞便や唾液、血液を用いた新診断法
の開発を行い、腸内細菌の解析方法や糞便の保存法を確立し、大腸癌特有の細菌パターンを分析し、腸内細菌解
析による大腸癌の早期診断と再発予測の可能性が示された。共同研究者の死亡により遺伝子解析が困難になった
ため、腫瘍の遺伝子解析や病理組織学的所見、炎症性マーカーを用いた予後分析、抗癌剤の影響分析を行い、遺
伝子変異による大腸癌の予後予測と、病理組織学的変化による放射線化学療法の効果予測が示唆され、炎症性マ
ーカーや栄養指標との組み合わせにより、大腸癌の術後予後予測や薬物療法の効果予測が可能であることが示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：We developed a new diagnostic method for personalized colorectal cancer 
treatment using minimally invasive samples (feces, saliva, blood). The potential for early diagnosis
 and recurrence prediction through gut bacteria analysis was demonstrated. However, gene analysis of
 gut bacteria became difficult due to a researcher's death. Thus, we conducted prognosis analysis 
using liquid biopsy, tumor genetic analysis, histopathology, and inflammatory markers, while 
assessing the impact of radiotherapy and chemotherapy. Liquid biopsy allowed prognostic prediction 
based on genetic mutations, and histopathology predicted radiotherapy and chemotherapy 
effectiveness. Additionally, inflammatory markers and nutritional indicators enabled postoperative 
prognosis and drug therapy effectiveness prediction.

研究分野： oncology

キーワード： colorectal cancer　リキッドバイオプシー　risk factor　microRNA　エクソソーム　個別化治療　早
期診断　再発予測診断

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌の個別化治療をより厳密におこなうことは、治療効果の改善、副作用軽減および医療費削減の点から重要
である。我々は本研究課題で、腸内細菌の解析方法や糞便の保存法を検討した。血液は体への負担が少なく頻回
検査が可能なサンプルであるため、microRNAの解析による癌の早期診断、再発予測診断をおこなった。エクソソ
ームに包含されているmicroRNA、大腸癌の遺伝子変化、癌および周辺組織の病理組織学的変化、栄養指標などを
用いて、総合的な予後予測システム構築を行った。その結果、リキッドバイオプシーと従来の予後因子を用いる
ことで、早期診断、予後予測、治療効果予測等の精度向上に寄与する結果を得た。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
(1)大腸癌（CRC）は世界的に男性と女性の両方において、最も一般的な癌であり、癌関連の死
亡原因としては第 2 位である。大腸癌の個別化治療をより厳密におこなうことは、治療効果の
改善、副作用軽減および医療費削減の点から重要である。臨床応用用可能なバイオマーカーは報
告されつつあるが、他の臨床病理学的な因子との関係は明らかでない。miRNA は体液中（血液、
尿、糞便、唾液など）において、エクソソームとよばれる分泌顆粒に包含され安定なため、非侵
襲性のバイオマーカーとして注目されており、我々も研究を進めてきた。我々は本研究課題で、
糞便、唾液、血液といった体への負担が少なく頻回検査が可能なサンプルを用い、癌の予測診断、
早期診断、再発予測診断として有用な新たな診断法の開発を目指す。 
(2)化学療法と分子標的薬の組み合わせは、特に転移性 CRC に対する最も一般的な治療法であ
る。転移性 CRC の一次治療として、日本でよく使われる処方の 1 つに、フルオロウラシル、ル
コボリン、オキサリプラチン（mFOLFOX6）に基づく化学療法がある。しかし、一次化学療法
への奏功率は 50％程度である一方、末梢神経障害などの副作用を伴う。なるべく早い段階で治
療効果を予測できる非侵襲的なバイオマーカーが必要である。 
(3) 大腸癌（CRC）の発生率の増加に伴い、新たな予後および予測因子の開発が必要とされてい
る。KRAS 遺伝子は抗 EGFR 抗体薬を用いた分子標的治療のマーカーとして多くの大腸癌患者
においてルーチンに測定されているが、その変異は CRC の進行・再発の指標として注目されて
いる。 
 
２． 研究の目的 
(1)CRC 患者の各 TNM ステージにおける循環血漿エキソソームマイクロ RNA-21（miR-21）の
予測および予後価値を検討した。 
(2)進行または再発性の CRC 患者における mFOLFOX6 に基づく first line 化学療法に対する早
期抵抗性の検出における血漿エキソソームマイクロ RNA-125b（ex-miRNA-125b）の有用性を
検討した。 
(3)既知の特定の KRAS コドン 12/13 の変異が CRC 患者の生存に与える予後への影響を評価し
た。 
 
３． 研究の方法 
(1) CRC 患者の血漿エクソソーム、原発腫瘍組織、肝転移組織のマイクロ RNA（miRNA）プロ
ファイルをマイクロアレイを用いて調べた。検証解析では、326 人の CRC 患者の血漿エキソソ
ームサンプルを TaqMan miRNA assay で測定した。 
(2) まず、mFOLFOX6 に対する抵抗性に関連するエキソソームマイクロ RNA（ex-miRNA）を miRNA
マイクロアレイ解析によってプロファイリングした。 
次に、mFOLFOX6 に基づく first line 化学療法を受けた進行または再発性 CRC の別の 55 人の患
者に対して、ex-miR-125b の検証研究を行った。腫瘍の進行までの治療前および治療中に血液サ
ンプルを採取した。ex-miRNA レベルは TaqMan マイクロ RNA アッセイによって測定した。 
(3) 2014 年から 2016 年に登録された患者から、組織固定パラフィン包埋組織ブロックまたは切
片を用いてゲノム DNA を抽出した。KRAS 遺伝子は直接シーケンシングまたはルミネックスアッ
セイによって解析した。主要評価項目は KRAS 遺伝子変異の頻度であり、副次的評価項目はさま
ざまな分類因子による KRAS 変異率の違いとした。単変量および多変量解析を行い、KRAS 変異率
と患者の背景因子との関係を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) miRNA マイクロアレイ解析では、miR-21 がエクソソーム、原発腫瘍組織、肝転移組織で最も
上昇していることが示された。エキソソーム miR-21 と組織 miR-21 レベルの間には有意な相関
が見られた。病理的状態との関連では、エキソソーム miR-21 は肝転移および TNM ステージと有
意な関連があった。高エキソソーム miR-21 患者の全生存率（OS）および無病生存率（DFS）は、
低 miR-21 患者よりも有意に悪かった。エキソソーム miR-21 レベルは、TNM ステージ II または
III の CRC 患者の OS および DFS、および TNM ステージ IV の患者の OS の独立した予後因子であ
った。 
(2)第 1の解析では、progressive disease（PD）を有する患者と stable disease（SD）および
健康な対照群との比較で、PD では ex-miR-125b が最も上昇していることが示された。 
第 2の解析では、CRC 患者では、健康な対照群よりも有意に高い ex-miR-125b レベルが観察され
た図 1。PR を示した患者では、RECIST の判断基準での ex-miR-125b レベルは、治療前に測定さ
れたレベルよりも有意に低かった。SD を有する患者では、治療前および治療中の ex-miR-125b
レベルに差がなかった。進行性疾患を有する患者では、RECIST の判断ポイントでの ex-miR-125b
レベルは、治療前に測定されたレベルよりも有意に高かった。これらの ex-miR-125b レベルの変



化は、化学療法開始後 1 か月でも群間で有意に異なった。無増悪生存期間（PFS）は、基準線の
ex-miR-125b レベルが高い患者の方が低い患者よりも有意に悪かった。Cox 解析では、基準線の
ex-miR-125b レベルと KRAS 変異が PFS の独立した予後因子とされた。本研究の結果は、血漿中
の ex-miR-125b レベルが mFOLFOX6 に基づく first line 化学療法に対する早期抵抗性の検出に
役立つ可能性があることを示唆している。さらに、化学療法前の ex-miR-125b は、進行または再
発性 CRC の患者における PFS の予測的なバイオマーカーとなりうる。 
 
図 1  大腸癌患者と健康者の血漿中 ex-miR-125b レベル 

 

 
 
 (2) 200 例の CRC 原発腫瘍サンプルのシーケンシング結果では、KRAS 変異がコドン 12（74 例
中 57例、77%）およびコドン 13（74 例中 17例、23%）に存在し、すべての変異は TNM ステージ
I-III であった。KRAS 変異を有する腫瘍は、大腸の右側により頻度が高かった。多変量解析で
は、G12V または G12C の変異が再発生存期間において不良な予後と関連していることが示された
（ハザード比（HR）= 3.77、95％信頼区間（CI）1.54-8.39 および HR = 6.57、95％CI 1.90-17.7）。
KRAS コドン 12G から V または G から C の変異は、ステージ I-III の CRC 患者において独立した
予後予測因子であった。 
 
 
図 2. Kaplan-Meier curves  
 Relapse-free survival for patients with colorectal cancer stratified by codon 
mutation . 

 
 
図 3．Relapse-free survival for patients with colorectal cancer stratified by codon 12 
point mutation.   
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 ３．学会等名
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