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研究成果の概要（和文）：マイクロRNAの発現量と大腸がん患者に対するペプチドワクチン療法の効果との関係
を探索したところ、がん細胞および間質部のmiR-125b-1が低値の症例、ならびにmiR-378a低値の症例は、試験療
法群（HLA-matched）において、本療法後の予後が良好であり、対象群（HLA-unmatched）では差が見られなかっ
た。これにより、これらのマイクロRNAは免疫療法の効果と関連する有用なバイオマーカーとなり得る可能性が
ある。また、in situ hybridizationにより組織切片中の局在を解析したところ、miR-125b-1は間質の線維芽細
胞と単核細胞で強い発現を示すことを確認した。

研究成果の概要（英文）：Many clinical trials of peptide vaccines have been conducted. However, these
 vaccines have provided clinical benefits in only a small fraction of patients. The purpose of this 
study was to explore microRNAs as novel predictive biomarkers for the efficacy of vaccine treatment 
against colorectal cancer. We conducted microarray analysis of cancer tissues in a phase II study, 
in which peptide vaccines combined with chemotherapy were given. Subsequently, we carried out RT-PCR
 analysis of phase II cases, separating cancer tissues into cancer cells and stromal tissue using 
laser capture microdissection. Treatment effect in relation to overall survival (OS) and miRNA 
expression was analyzed. Three miRNA predictors were negatively associated with OS: miR-125b-1 in 
cancer cells , and miR-378a in both cancer cells and stromal cells. In conclusion, miR-125b-1 and 
miR-378a expression might be considered as novel biomarkers to predict the efficacy of vaccine 
treatment against colorectal cancer.

研究分野：腫瘍・免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　がん免疫療法は近年注目され、開発が進んでいる領域であるが、免疫療法は患者によって効果に個人差があ
り、治療前にその効果を適切に予測できる方法の開発が重要である。
　本研究では、Laser capture microdissection法により、がん組織をがん細胞と間質細胞に切り分け、各々の
マイクロRNA発現量と免疫療法の治療効果との関連を解析したことで、がん細胞および間質部のmiR-125b-1なら
びにmiR-378aが、免疫療法の効果と関連する有用なバイオマーカーとなり得る可能性を見出した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
マイクロ RNAは 21-25塩基長の 1本鎖 RNAで、真核生物において遺伝子発現を転写後レ
ベルで制御している noncording RNA（タンパク質へ翻訳されない RNA)の一種である(Winter 
J, Nature Cell Biology, 2009)。マイクロ RNAは現在ヒトで約 2500種類が同定されており、
様々な遺伝子の発現を調節することで細胞機能の発現に大きく関与しているが、異常なマイク
ロ RNA 発現はがんや生活習慣病、感染症などの多くの疾患に関わっていることが最近明らか
にされている(Moss EG. Curr Biol. 2002)。 
標準的ながん治療である手術・抗がん剤・放射線治
療では効果が不十分な患者に対する療法として、標準
化学療法との併用も視野に入れ、作用機序の異なる
免疫療法の開発が世界的に進められている
(Cremolini C, et al. Nat Rev Clin Oncol. 2015)。こ
れら従来の治療と組み合わせて併用できるがん免疫
療法は、がん特異的に働く樹状細胞ワクチン療法や
ペプチドワクチン療法といった比較的副作用が少な
いものであるが、免疫療法は患者によって効果に個
人差があり、治療前にその効果を適切に予測できる
方法の開発が重要である。 
近年、マイクロ RNA を測定することにより、が
んを診断したり、その悪性度の評価を行う手法が開
発されている (Thomas J,et al.Int J Mol Sci. 
2015)。 
研究代表者らは、すでにがん組織のマイクロ

RNAにより、がんペプチド療法の効果が予測でき
る可能性があることを検討して報告してきた。【図
１】のようにペプチド療法群(HLA-A*2402+)での
み発現量の高低で予後に差が確認できたマイクロ
RNAが同定され、これらのマイクロ RNAは、が
んペプチドワクチン療法の効果を予測するバイオ
マーカーである可能性がある。しかしながら、が
ん 細 胞 と 間 質 細 胞 を Laser capture 
microdissection(LCM)法により切り分けた解析
や in situ hybridization(ISH)によるがん細胞と間質
細胞の発現の差違に関する研究はなされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、がん局所微小環境に着目し、がん細胞並びに間質細胞におけるマイクロ

RNA の発現を解析し、マイクロ RNA の局在やがん細胞と間質細胞のクロストークを解明し、
より正確にがんペプチド療法の有効症例を予測するバイオマーカーを同定することである。 
 
３．研究の方法 
大腸がんペプチドワクチン療法第

II相試験として進行・再発性大腸がん
に対する化学療法と免疫療法の併用
療法を施行した患者 68 症例を対象と
した。本臨床試験は、HLA-A の結果
を ブ ラ イ ン ド に し た 上 で 、
HLA-A*2402 陽性症例と陰性症例の
双方に、化学療法（mFOLFOX6）に
上乗せして HLA-A*2402 拘束性の 5
種類のペプチドを投与した。 
ペプチドワクチン療法前のがん組
織（新鮮凍結組織）(n=26)から、total 
RNA を抽出し、腫瘍組織における約
1400 種類のマイクロ RNA の発現量
をマイクロアレイ解析により測定した。本療法に対して、「長期生存（3年以上）の患者」と「短
期生存（2 年以内）の患者」の２群間で、がん組織に発現しているマイクロ RNA の発現量を
比較し、Fisher比により順位化し、Log2 Ratioが高いマイクロ RNAを選定した(表 1)。さら
に、ペプチド療法群（HLA-A*2402+:16 例）、対照群（HLA-A*2402-:10 例）で、それぞれの
症例を RNA発現量の高低により２群に分け、Kaplan-Meier法により全生存率を求め、２群の
全生存期間の差を log-rank 検定により比較検討した。その結果、試験療法群(HLA-A*2402+)
でのみ発現量の高低で予後に差が確認されたマイクロ RNA が複数個選定され、これらのマイ
クロ RNAはペプチド療法の効果を予測するバイオマーカーであることが予測された。 



これらの結果を踏まえて、本研究では 68例へと症例数を増やし、ホルマリン固定パラフィ
ン包埋組織から、Laser capture microdissection(LCM)法を用いて、がん細胞とがん間質細胞
を別々に採取し、それぞれから抽出した total RNA から cDNA を合成し、マイクロアレイ解析に
より候補に挙がったマイクロ RNA について、定量的 PCR 法によりマイクロ RNA の増幅・検出を
行い、マイクロ RNA の発現量と免疫療法の効果との関連を検討した。 
（１）がん組織の切離 
ホルマリン固定パラ
フィン包埋組織を用い
て 15μm の厚さの切片
を RNase-Free フォイ
ル付きスライド上に作
成する。H.E.染色を行っ
た後、Leica マイクロシ
ステムズ LMD7000 を用
いて、 Laser capture 
microdissection (LCM)
法によりがん組織をが
ん細胞と間質細胞に分
離・採取する【図２】。採取した組織は、PCR 用チューブに入れて-80℃フリーザーで保存する。 
（２）全 RNA 抽出 
採取した組織から、miRNeasy FFPE Kit（QIAGEN 社）を使用して全 RNA を抽出する。 
（３）定量的 PCR 
抽出した全 RNA から、TaqMan@ MicroRNA Reverse Transcription Kit（Thermo Fisher 社）
を使用して、逆転写反応を行い cDNA を合成する。実際には、RT master mix を精製し、全 RNA
と混和し、それぞれのマイクロ RNA に特異的な RTプライマーと試薬を加え、サーマルサイクラ
ー（マスターサイクラーep
グラジェント S：Eppendorf
社）にて逆転写する。その後、
合成したcDNAにTaqManプロ
ー ブ を 加 え て 、 Light 
Cycler@480 software により
リアルタイム PCR を行い、マ
イクロ RNA の増幅・検出を行
う。 
（４）in situ hybridization  
バイオマーカー候補とし
て最も効率の良いものにつ
いて、in situ hybridization 
(ISH)による、がん細胞と間
質細胞の発現の差違につい
て画像的に解析する。 
（５）データ解析 
長期生存と短期生存の患
者の２群間で、がん細胞並び
にがん間質部のマイクロ
RNA の発現量を比較し予後
との関連を検討する。 
 
４．研究成果  
がん細胞および間質部の
miR-125b-1 が低値の症例、
ならびに miR-378a 低値の症
例は、HLA-matched 症例にお
いて、本療法後の予後が良好
であり、HLA-unmatched 症例
では差が見られなかった【図
３】。これにより、これらの
マイクロ RNA は免疫療法の効
果と関連する有用なバイオマ
ーカーとなり得る可能性があ
ると判断した。さらに、in situ 
hybridization により、組織切片中の局在について解析したところ、miR-125b-1 は間質部の線
維芽細胞と単核細胞で強い発現を示すことが確認できた【図４】。 

【図３】 Cancer cells並びに Stromal cellsにおけるmiR-125b-1 , 

miR-378aの発現量と予後 



 

 

       【図４】 miR-125b-1, miR-378aの発現（In situ hybridization） 
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