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研究成果の概要（和文）：大腸がん早期診断マーカー候補のマイクロRNA（miRNA）の網羅的解析施行の結果選ば
れたmiRNAについて、独立したデータセットを用いた再現性検証の結果、早期大腸がん症例＋対照において、
miR-26a-5pとmiR-223-3pが診断精度100%（AUC=1.00）と高い診断能を示し、最終的に、日本多施設共同コーホー
ト研究（J-MICC Study）の参加2年以内に進行期大腸がんを発症した症例と性年齢をマッチさせた対照を用いた
検証の結果、miR-26a-5pがAUC=0.84（P=0.014）と高い診断能を示し、新たな大腸がんの早期診断マーカーとな
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：As a result of replication studies of the microRNAs (miRNAs) selected based 
on the comprehensive expression analyses of miRNAs between colorectal cancer (CRC) cases and 
controls using microarrays, miR-26a-5p and miR-223-3p demonstrated the strikingly high diagnostic 
accuracy of 100% (specificity=100%, sensitivity=100%, AUC=1.00), and final analyses using incident 
CRC cases from cohort samples from the Japan Multi-Institutional Collaborative Cohort Study (J-MICC 
Study) who developed CRC within 2 years after participation and sex- and age-matched controls 
revealed that miR-26a-5p, which is also known as a super-enhancer associated miRNA in CRC, indicated
 the good diagnostic accuracy of AUC=0.84 (P=0.014), suggesting the possibility that miR-26a-5p 
could be a novel early diagnostic marker for CRC.     

研究分野： 予防医学

キーワード： 大腸がん　がん早期診断　マイクロRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回のコホート研究の保存検体を活用した研究により、従来の検査法より侵襲の少ない、少量の血液中のマイク
ロRNAであるmiR-26a-5pの濃度を調べることにより、病院の検査で診断を受けるよりも早期に大腸がんが診断で
きる可能性が示唆された。miR-26a-5pは大腸がんにおけるスーパーエンハンサー関連miRNAであることが知られ
ており、今後の同miRNAの大腸がんを含むがん発症やがん早期診断マーカーとしての役割についての更なる研究
が待たれる。今回の研究は限られた症例数での検討結果であるため、今後より多数例での検証により、実用化の
可能性を慎重に検討する必要があるものと考えられる。

※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 
消化器がん・肺がんは依然として日本人のがん罹患・がん死亡の大部分を占め、その早期診断

等 2 次予防を含めた予防対策は公衆衛生学的にも急務である。 
一方、血中マイクロ RNA（miRNA）をはじめとする血中遊離核酸によるがん早期診断能に関

する研究は国内外で盛んに行われているが、コホート研究参加者のがん発症前検体を用いた研
究は稀である。コホート研究参加者検体を用いて、がん発症前（3 年以内）にがん早期診断が既
に可能であることが示されれば、将来のがん“超”早期診断マーカーの開発・実用化につながる
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
消化器がん、肺がんにおける miRNA 早期診断マーカーとなる血中 miRNA 候補の抽出と、コ

ホート保存検体を用いた発症前“超”早期診断能を検証すること。 
 
３．研究の方法 
文部科学省・コホート生体試料支援プラットフォームの支援活動に基づき、神奈川県立がんセ

ンター臨床研究所から提供された消化器がん検体、独自に同意取得の上、伊賀市立上野総合市民
病院で収集を行った消化器がん血清検体と性・年齢をマッチさせたがん既往歴のないコホート
参加者血清検体中の miRNA 発現量を SAM(significant analysis of microarray）を用いて解析
し、消化器がんで有意に発現量が上昇・低下している miRNA を特定し、再現性を確認した上で、
日本多施設共同コーホート研究（J-MICC Study）参加者検体を用いて、がんの臨床診断前の“超”
早期診断能を検証する。 
 
４．研究成果 
本研究の成果として、miRNA 大腸がん早期診断マーカーの可能性のある分子として miR-26a-

5p を同定し、また、miRNA がん早期診断マーカー研究のためのコントロール検体収集を行ったの
で、以下にその成果を詳述する。 
 
(1) miRNA 大腸がん早期診断マーカー研究 
①背景と目的： 
伊賀市立上野総合市民病院の大腸がん罹患症例、コホート生体試料支援プラットフォームの

支援活動に基づき、神奈川県立がんセンター臨床研究所から提供された大腸がん症例検体を症
例とし、日本多施設共同コーホート研究（J-MICC Study）参加者検体を対照とした解析により候
補となる miRNA を抽出、再現性を検証し、同じく J-MICC Study の発症前参加者検体を用いて、
臨床診断前の“超”早期診断能の評価を行った。 
②方法： 
具体的な研究の流れを図１に示す。 
まず、Discovery Phase として、神奈川県立

がんセンター病院を受診し、2019 年から 2020
年に外科手術を受けた早期大腸がん症例（臨床
病期 I, II）7例と伊賀市コホート研究に参加
した性・年齢をマッチさせた７例の凍結血清検
体について、キアゲン社の miRNA 抽出キットを
用いて miRNA を抽出し、東レ社の 3D-Gene ラベ
リングキットを用いて蛍光標識後、同じく東レ
社の 3D-Gene miRNA オリゴチップを用いてハ
イブリダイズ後、蛍光強度の測定を行った。マイクロアレイデータの統計解析には、SAM
（significant analysis of microarray）（Tusher VG, et al. PNAS 2001）を用いた。 
再現性の検証（Replication Phase）については、2つの独立したデータセットを用いた。1つ

目のデータは、Discovery Phase と同じく、神奈川県立がんセンター病院を受診し、2019 年から
2020 年に外科手術を受けた早期大腸がん症例（臨床病期 I, II）８例と伊賀市コホート研究に参
加した性・年齢をマッチさせた８例で、２つ目のデータは、伊賀市立上野総合市民病院を受診し
た大腸がん症例（臨床病期 I-IV）12 例と、伊賀市コホート研究に参加した性・年齢をマッチさ
せた 12例である。キアゲン社の miRNA 抽出キットを用いて miRNA を抽出し、同社の miRCURY LNA 
RT キットを用いて cDNA への逆転写を行った上で、定量的リアルタイム PCR 法により解析を行っ
た。miRNA 発現量の定量化は、ΔΔCq法により行い、内部標準として miR-16-5p を用いた。 
 
 

 
図１．研究の流れ 



最終的に、臨床診断前の大腸がんの「超」早期診断能の検証を、J-MICC Study の静岡地区、大
幸地区、伊賀地区で参加 2 年以内に大腸がんを発症した 17 例と性・年齢をマッチさせた 17 例
の対照の凍結保存血清を用いて行った。実験手技については、Replication Phase と同様の手法
で行った（図１）。 
 
③結果： 
参加者特性を表１に示す。大腸がんの早

期診断マーカーとして有用なマイクロ RNA
（miRNA）の網羅的解析として、早期大腸が
ん 7例と性年齢をマッチさせた 7例の対照
の血清検体を用いたマイクロアレイ発現デ
ータに基づく SAM(significant analysis 
of microarray）解析を行った（Discovery 
phase）。解析の結果、統計学的に最も有意
に大腸がんで発現上昇のみられた miRNA と
して、miR-6765-3p, miR-5100, miR-572 が、
発現低下のみられた miRNA として、miR-
518e-5p が抽出され、また大腸がんについ
て既報で有意なものとして、miR-223-3p, 
miR-21-5p, miR-22-5p, miR-26a-5p, 
miR-15a-5p が選ばれた。（表２、図２）。 

 
 
次に、独立した早期大腸がん 8例と性年齢をマッチ

させた 8例の対照、早期＋進行大腸がん 12例と性年齢
をマッチさせた 12 例の対照を用いて再現性の検証を行
った（Replication phase）ところ、早期大腸がん（8
例＋8例）において、miR-26a-5p と miR-223-3p が診断
精度 100%（感度 100%、特異度 100%、AUC=1.00）と高
い診断能を示し、早期＋進行大腸がん（12 例+12 例）
でも AUC>0.6 であった（図３、図４）。 

 
 

 
図２．SAM プロット 

表２．Discovery Phase で選ばれた

miRNA 

 

 

図３．Replication Phase での ROC 曲線 

（A：神奈川県立がんセンターの早期大腸がん症例、B：伊賀の大腸がん症例） 



最終的に、日本多施設共同コーホート研究（J-MICC 
Study）の静岡地区、大幸地区、伊賀地区で参加 2年
以内に大腸がんを発症した 17 例と性・年齢をマッチ
させた 17例の対照の凍結保存血清を用いて、臨床診
断前の大腸がんの「超」早期診断能を検証した（Test 
phase）結果、進行大腸がんを発症した 5例と性年齢
をマッチした対照 5例の比較において、miR-26a-5p
が AUC=0.84（P=0.014）と高い診断能を示し、新たな
大腸がんの早期診断マーカーとなる可能性が示唆され
た（図５）。 
 
 
④考察・結論： 
miR-26a の発現は、ヒトの大腸がん組織検体で PTEN 発現と逆相関することが報告されており

（Coronel-Hernández J, et al., Cancer Cell Int 2019）、また大腸がんにおいて
retinoblastoma 1（Rb1）遺伝子の発現を抑制することも報告されている（López-Urrutia E, et 
al., Tumour Biol 2017）。miR-26a-5p は、エンハンサーと複数の転写因子が高密度で集積する
ゲノム上の領域である、スーパーエンハンサー関連の miRNA（SE-miRNA）の 1つとしても報告さ
れており（Suzuki HI, et al., Science 2017）、今後の SE-miRNA の大腸がんをはじめとする発
がんや早期診断マーカーとしての役割の解明が待たれる。Replication Phase で有意な診断マー
カーとなった miR-223-3p についても、PRDM1 の抑制を通じて大腸がんの増殖や浸潤に関与する
ことが分かっており（Chai B, et al., Am J Transl Res 2019）、今後の大腸がん早期診断マー
カーとしての更なる検証が待たれる。今回の研究の限界としては、比較的少ないサンプルサイズ
と、miRNA は凍結保存下で比較的安定であるとはいえ、検体収集から測定までの期間には若干の
ばらつきがあり、今後これらを考慮した更なる研究が必要であろうと思われる。 
本研究により、miR-26a-5p の大腸がん早期診断マーカーとしての有用性が示唆された。今後、

より良い研究デザインでの更なる関連の検証が望まれる。 
 
(2) miRNA がん早期診断マーカー研究のためのコントロール検体収集 
伊賀市立上野総合市民病院（伊賀市健診センター）において、miRNA がん早期診断マーカー研

究のためのコントロール検体収集を説明同意の上実施し、現在も継続中である。 
 
（文献） 
Hishida A, Yamada H, Ando Y, Okugawa Y, Shiozawa M, Miyagi Y, Daigo Y, Toiyama Y, 
Shirai Y, Tanaka K, Kubo Y, Okada R, Nagayoshi M, Tamura T, Mori A, Kondo T, Hamajima 
N, Takeuchi K, Wakai K. 
Investigation of miRNA expression profiles using cohort samples reveals potential 
early detectability of colorectal cancers by serum miR-26a-5p before clinical 
diagnosis. 
Oncol Lett. 2022;23:87. 

 
図４．Replication Phase での各 miRNA 発現量 

（A：神奈川県立がんセンターの早期大腸がん症例、B：伊賀の大腸がん症例） 

 
図５．“超”早期診断能検証における

ROC 曲線 
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