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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、ホルマリン固定・パラフィン包埋を行った乳癌組織標本を用い、新たな検査ツー
ルとしての miRNA の可能性を明らかにした。主な本研究成果は以下の 3 つである。１）RNA 結
合タンパクである LIN28 と let-7 family の相関 ２）癌増殖マーカーである Ki-67 と相関する
miRNA 群の同定 ３）乳癌治療標的因子である HER2 の発現と相関する miRNA 群の同定。本研究
ではいくつかの miRNA を同時に評価することで、より安定した検査ツールの開発が十分可能で
あることを示すデータを得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A new molecular technique as a breast cancer diagnosis is attracting a great deal of 
attention. In this research, I clarified relation between miRNA expression and 
pathological biomarkers using breast cancer tissues. These main results of this research 
are as follows: 1) LIN28 correlated with let-7 family 2) Identification of miRNAs related 
with Ki-67, which is proliferation marker. and 3) Identification of miRNAs related with 
HER2, which is targeting molecule for breast cancer therapy. The results from our research 
suggest the possibility of the miRNA analysis as an novel diagnosis tool for breast cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
マイクロアレイを用いた遺伝子発現プロフ
ァイリング解析によって、乳癌は Luminal A
型、Luminal B型、human EGFR-related 2（HER2）
型、Basal-like 型の 4 つ（Perou CM., et al, 
Nature, 2000）、さらに Unclassified 型を加
えた５つに分類される。この分類は免疫組織
化学等を用いた病理学的分類とも非常に相
関を得ている。遺伝子発現解析の臨床応用に
ついては、MammaPrint (Van’t Veer L.J., et 
al., Nature 2002)と Oncotype DX (Paik S., 
et al., N Engl J Med. 2004) が商品化され

ており、本邦においてもその成果は注目され
ている。MammaPrint 検査には新鮮な標本が必
要であるのに対し、Oncotype DX 検査では 10%
ホルマリン固定／パラフィン包埋標本（F/P
標本）を使用し、定量的 PCR にて目的の遺伝
子の発現を評価する。ヒト組織を用いた遺伝
子解析では、凍結組織が通常用いられるが、
retrospective な解析を試みるのには困難な
点が多い。一方、一般に病理組織検査に用い
られる組織は、10%ホルマリン固定／パラフ
ィン包埋標本（F/P 標本）として保存され、
この F/P 標本を使用することによって、大規
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模な解析を retrospective に行うことができ
る。しかし、F/P 標本中の RNA は高度に分解
されており、一般的な遺伝子発現解析を行う
事は難しく、たとえデータが得られたとして
もその解釈には注意を有する。 
 
２．研究の目的 
microRNA（miRNA）は生体内で様々な遺伝子
の発現を抑制する分子として、近年、その医
学への応用が注目されている。我々はこれま
でに乳癌や剖検例の種々の F/P 標本中に
miRNA が分解を受けずに保存されている事を
明らかにし、F/P 標本を用いた miRNA 解析の
有用性を報告してきた（日本病理学会、2008）。
また乳癌培養細胞と F/P 標本を用い、乳癌薬
物療法に関わる miRNAやエストロゲン枯渇下
における miRNA の変動等を検討してきた（日
本癌学会. 2009, 2010；国際内分泌学会, 
2009）。本研究では、我々のこれまでの乳癌
研究の経験、また数百例に及ぶ膨大な乳癌
F/P 標本／臨床データベースを生かし、
microarrayによる乳癌miRNA発現プロファイ
ル（miRNA プロファイル）を作成する。各症
例の標的因子発現、予後・再発、さらには阻
害剤の効果に関わる miRNA プロファイルをそ
れぞれ構築する。microarray 解析から抽出し
た miRNA を、簡便かつ正確に検査するための
PCR array の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 

乳癌症例： 

東北公済病院で外科的切除された乳癌組

織 21 症例を PCR array 解析に用いた。本研

究は東北公済病院倫理委員会（H17.8.5）及

び東北大学医学部・医学系研究科倫理委員会

（No. 2010-572）の承認を得ている。東北公

済病院及び東北大学病院の乳癌症例はホル

マリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織とし

て用いた。これら FFPE 組織については全て

浸潤性乳官癌（いずれも女性）だった。 

免疫組織化学： 

免疫組織化学には Histofine SAB – PO kit 

(Nichirei Co Ltd.,東京) を用いた。HER2 タ

ンパクの発現はハーセプテストにて評価し、

乳癌細胞の表面の発現を 0、1＋、2＋、3＋の

4段階で判定し、Negative（0、1＋）と Positive

（3＋）、さらに intermediate（2＋）の３群

に分類した。LIN28A/B の評価は発現強度によ

り Score 0 : Negative,  1 : Weakly positive, 

2 : Strongly positive の 3段階に評価した。

ER, PR 及び Ki 67 についての評価は 1,000 個

中 の 細 胞 に お け る 陽 性 細 胞 の 割 合 を

Labeling Index (LI)を用いて 10 %以上を陽

性とした。 

Laser Capture Microdissection (LCM)： 

FFPE 組織を 8 μm に薄切し、メンブレンス

ライド（Molecular Machines and Industries, 

Glattebrugg, Switzerland）に載せて 60℃の

インキュベーターで 3 時間加温し、パラフィ

ンを融解除去した。LCM は MMI Cellcut 

(Molecular Machines and Industries) を用

いて行い、トルイジンブルー染色を行った標

本から顕微鏡下で癌細胞のみを回収した。回

収した癌細胞からPure Link miRNA Isolation 

Kit (Invitrogen)を用いて RNA を抽出した。

cDNA の作製には RT２ miRNA First Strand 

Kit (QIAGEN) を用いた。  

RT２miRNA PCR Array： 

PCR Array には Human Cancer RT２qPCR 

Array (RT２ Profiler PCR Array System, 

QIAGEN)を用いて行った。Human Cancer RT２

qPCR Arrayは癌に関連があると報告されてい

る 88 種の miRNA と 4 種の内部コントロール

遺伝子、逆転写コントロールと陽性コントロ

ールが含まれている。PCR反応には、ABI 17500

リ ア ル タ イ ム PCR シ ス テ ム （ Applied 

Biosystems, CA, USA）を用いた。各 RNA の

発現量は、RT2 qPCR Array Data Analysis  

(http://pcrdataanalysis. 

sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

)を用いて解析した。 

統計解析： 

統計解析には Stat View 5.0 J Software ( SAS 
Institute, NC, USA )を用いた。免疫組織化
学における臨床病理学的因子との相関は、
χ2 検定を用いて解析した。P 値が 0.05 未
満のものを有意差ありと判断した。PCR Array
の解析には階層的クラスター解析を用いて
行い、Tree View ( Stanford University, 
California, USA )を用いて樹形図を作成し
た。また、免疫組織化学と PCR Array の結果
の比較には Bonferroni / Dunn 及び Mann  
Whitney U test を用いた。 
 
４．研究成果 

(1) PCR アレイ解析による let-7 ファミリー

の発現と LIN28 の相関 

LNI28A および LNI28B の免疫染色結果に基



 

 

づいて、それぞれを陽性群と陰性群に分類し、

Let-7 family の階層的クラスター解析を行

った。LIN28A 陽性群では Let-7 family は低

発現である傾向が見られたが、LIN28B につい

ては Let-7 family の発現との関係は認めら

れなかった。さらにそれぞれの Let-7 family 

の発現量を LIN28A の陽性または陰性群と比

較したところ、LIN28A 陽性群では陰性群と比

べて Let-7d または f の発現が有意に高かっ

た。 

LIN28 は RNA 結合タンパクとして miRNA の

発現を調節していることが知られており

（Heo J., et al., Mol Cell 2008）、本研究

結果は病理組織標本上で両者の関係を示し

た初めての解析である。また、FFPE 組織から

の網羅的 miRNA解析と免疫組織化学によるタ

ンパク評価を組み合わせた本研究の解析手

段が、適切に両者の関係を評価していること

を示すデータである。 

(2) Ki-67 と miRNA 発現プロファイル 

Ki-67 は癌増殖の病理マーカーとして、乳

癌を含めた多くの固形癌の増殖を評価する

ために用いられている。今回、Ki-67 LI を

0-14% (Control)、15-24% (Low)、25%以上 

(High) の 3 群に分けて、miRNA 発現プロファ

イルの比較を行った。 

let-7 family は Control グループでの発現

が高く、Ki-67 が発現するグループ（Low と

High）ではその発現が低かった。let-7 は

Tumor suppressorとして働くことが知られて

おり（Barh D., et al., Current Oncol. 2010）、

増殖の低い癌では let-7が機能している可能

性が考えられる。低かった。また、Low およ

び High グループでは、Control グループと比

較して６つの miRNA の発現高値が認められ、

６つのうち特に miR-96a は癌増殖との関係が

示唆されている (Guttilla IK, White BA. J 

Biol Chem. 2009) 。最近我々は、Luminal A

症例で化学療法の上乗せ効果の予測におい

て、Ki-67 LI のカットオフ値が DFS の低下す

る 20-25％であることを推測し、報告した 

(Tamaki K., et al., Breast Cancer. 2012) 。

以上のことから、今回得られた Ki-67 関連

miRNA プロファイルは、化学療法の効果予測

としての性質を有すると期待される。 

(3) HER2 と miRNA 発現プロファイル 

Negativeグループでは５つのmiRNAの発現

が高く、Positive グループでは５つの miRNA

の発現が低かった。これらの miRNA と HER2

の発現との関連は報告されていないため、現

在、乳癌培養細胞株を用いた検討を行ってい

る。HER2 遺伝子（HER2/neu、c-erbB-2）はヒ

ト上皮細胞増殖因子受容体（EGFR）遺伝子と

類似の構造を有する癌遺伝子として同定さ、

一般に HER2 タンパクの過剰発現は遺伝子の

増幅によるものであると理解されている。本

研究成果から、HER2 遺伝子増幅に加え、miRNA

による発現抑制機構の存在が示唆される。ハ

ーセプテストにて 2+の症例については FISH

法を用いた遺伝子増幅試験が行われるが、本

研究で得られた HER2 2+関連 miRNA 群を評価

することで、HER2 2+症例に対する HER2 阻害

剤適応の新たな分類につながる可能性が示

唆される。 

HER2 は乳癌の予後因子であるとされてお

り、特にリンパ節転移陽性例では、HER2 陽性

例の予後が有意に不良であることが知られ

ている (Dawood S., et al., J Clin Oncol 

2010)。また、化学療法剤の効果に関連する

ことも報告されている (Di Leo A., et al., 

J Clin Oncol 2008)。本研究で得られた HER2

関連 miRNA 群を評価することで、HER2 阻害剤

の効果予測、化学療法効果予測に関する検査

ツールの開発につながると期待される。 

以上、本研究では新たな乳癌検査ツールの開
発にまでは至らなかったものの、いくつかの
miRNA を同時に評価することで、より安定し
た分子生物学的検査ツールの開発が十分可
能であることを示すデータが得られた。 
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(SOCS3) の発現意義：第 29 回内分泌代謝学

サマーセミナー：2011.7.8：仙台市 

13. 柴原裕紀子、三木康宏（発表）、小
野克彦、工藤陽花子、中村保宏、笹野公伸：
エストロゲン陽性乳癌における原発巣と転
移リンパ節のアロマターゼ比較検討：第 29
回 内 分 泌 代 謝 学 サ マ ー セ ミ ナ ー ：
2011.7.8：仙台市 

14. 柴原裕紀子, 三木康宏, 阿部佳子, 

笹野公伸:乳癌における原発巣および転移

リンパ節のアロマターゼ免疫染色の比較検

討 ： 第 100 回 日 本 病 理 学 会 総 会 ：

2011.4.28：横浜市 
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