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研究成果の概要（和文）：大腸がん検診として便潜血検査と便miRNA検査の併用法を検討した。便潜血検査を行
った後の残液からmiRNAが抽出可能であり、miRNAの相対定量法および絶対定量法を確立した。進行新生物患者90
例と健常者60例での便潜血検査と便miRNA検査の複合検査の評価を行い、便潜血検査の感度と特異度は74.4%と
93.3%だったが、複合検査により感度93.3%と特異度91.7%と改善できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： A combination method of fecal occult blood test (FOBT) and fecal miRNA test
 (FmiRT) was examined for colorectal cancer screening. Fecal miRNA could be extracted from the FOBT 
residua, and both the relative quantification method and the absolute quantification method for 
miRNA expression could be established in this study. Among 90 patients with advanced neoplasia and 
60 healthy subjects, the sensitivity and specificity of FOBT were 74.4% and 93.3%, and the 
sensitivity and specificity of the combination method of FOBT and FmiRT were 93.3% and 91.7%. The 
combination of FOBT and FmiRT might be useful for colorectal cancer screening.

研究分野： 腫瘍診断学
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１．研究開始当初の背景 
大腸がんは主要な悪性腫瘍のひとつであ

り、日本でも生活様式の欧米化に伴って増
加傾向にあるが、一般的に早期発見し内視
鏡的切除や外科的切除による治療ができれ
ば生存率が極めて良好ながんである。現在、
大腸がん検診法として便潜血反応検査が世
界中で広く普及しており、便潜血反応検査
化学法は大腸がんの死亡率を低下させるこ
とが大規模な無作為化比較対照試験にて報
告された。しかし最近の大規模臨床研究に
おいて浸潤がん（粘膜下層以深のがん）に
おける便潜血化学法の感度はせいぜい 13～
50%程度であることも事実である。一方、日
本で使用されている抗ヒトヘモグロビン抗
体を用いた便潜血免疫法の感度および特異
度は便潜血化学法よりも高いと報告されて
いるが、便中の微量なヘモグロビンを診断
するものであり大腸がんを特異的には診断
しておらず、その特異性と感度は不十分で
ある。つまり、健常者における便潜血反応
検査の陽性症例（偽陽性健常者症例）およ
び大腸がん患者における便潜血反応検査の
陰性症例（偽陰性大腸がん症例）が多いこ
とが問題となっている。近年、大腸内視鏡
検査やCTコロノグラフィーが大腸がん検診
として考えられているが、侵襲的検査であ
り高コストのため実現は困難である。がん
検診は、感度・特異度が高いことはもちろ
ん、簡便・容易で被験者の精神的・肉体的
な負担が少ない検査法であることが重要で
あり、最もエビデンスレベルの高い便潜血
反応検査を軸に検査偽陽性健常者症例の除
外と検査偽陰性大腸がん症例を拾い上げる
検査を追加する新たな大腸がん検診法の開
発は臨床的に大きな意義を持つ。 
大腸がんは大腸粘膜から発生し常に便と

接している。そのために自然排泄便を対象
に大腸がんを診断しようという研究は昔か
ら多くの研究者によって報告されている。
これまでに研究代表者らは、新しい大腸が
んスクリーニング法の実現を目指して、自
然排泄便から大腸がん細胞を分離、検出す
る検査手法の研究開発を進めてきた。排便
から剥離細胞を回収するまでの最適保存時
間と最適保存温度を決定し、便中の剥離細
胞を効率よく回収するのに適した磁性ビー
ズの特徴も明らかにした。便から分離した
大腸がん細胞を診断する方法はmRNAを用い
たがん特異遺伝子の発現解析と microRNA 
（miRNA）発現解析を報告した。また、miRNA
は便中でも比較的安定しており、便 miRNA
検査が大腸がん検診法となり得る可能性を
示してきた。 
miRNA は、17 から 25 塩基程度のタンパク

をコードしない小さな RNA 分子であり、が
んの発生・分化・増殖などに関与している。
miRNA は対象となる mRNA の 3’非翻訳領域
に相補的な配列を有し結合することでタン
パクの翻訳を妨げたり、RNA 干渉を通して

mRNA 自体を分解したりすることで遺伝子発
現を負に調節している。miRNA はその機能が
解析されている一方で血液や便、体液中の
miRNA を用いたがん診断も検討されている。
血液や体液中でも安定して miRNA を検出で
きるのは exosome という 50 から 90nm サイ
ズの粒子に包まれているからと報告されて
おり、我々も exosome に包まれた miRNA が
便中でも安定していることを報告した。 
以上の背景を踏まえて、最もエビデンス

レベルの高い便潜血反応検査の問題点であ
る偽陽性健常者の除外と偽陰性大腸がん症
例の拾い上げを便 miRNA が可能ではないか
との考えに至った。 

 
２．研究の目的 

研究代表者らが今まで報告してきた手技
のうちで RNA を用いたがん特異遺伝子発現
解析やがん特異的 miRNA 発現解析が最も簡
便で低コストであった。これらは便の中か
ら磁性ビーズを用いて回収したがん細胞を
対象としていた。本研究では便潜血反応検
査の追加検査として便 miRNA 検査が利用可
能かを検討するものであるが、今までの研
究を基盤として便潜血反応検査の反応液か
ら miRNA の抽出法およびそれに引き続く
miRNA の解析法はすでに確立していた。さら
に、117 名の大腸がん患者における便潜血反
応検査残液中のmiR-106aが107名の健常者
のそれよりも高値であり、便潜血反応検査
と独立した因子であるため、便 miR-106a に
よって便潜血陰性大腸がん患者46名のうち
4分の 1の 12 名を拾い上げることができる
ことも報告していた。 
本研究の目的である「自然排泄便を用い

た新しい大腸がん検診法の確立」の実現の
ために、研究期間の前半は研究開始時点で
有望と考えていたmiR-106aとそれ以外にも
大腸がん患者と健常者を明確に区別できる
miRNA を検討することとした。その実現のた
めにそれまで検討してきた症例と別の症例
対象研究を用いて、便 miRNA 検査が便潜血
反応検査の追加検査として実用可能かどう
かの確認を行った。本研究期間の後半では、
大腸がん患者と健常者を区別することので
きる新たな便 miRNA の候補を探索するのと
同時に、大腸がん検診（大腸内視鏡検査）
受診者を対象に、便潜血反応検査と便 miRNA
検査の複合検診の評価を行うこととした。 

 
３．研究の方法 
(1)2014 年度の研究方法 
便潜血検査残液からの miRNA 抽出法と
miRNA 絶対定量法の確立：既取得便検体（大
腸がん患者 117 例、健常者 107 例）を使用
した。便潜血検査用の採便容器に約 10mg の
便を採取し、型通り便潜血検査を実施した。
検査残液を2mL遠心管に移し、4℃、20,000g、
30 分間の条件で遠心した後に上清を除去し、
便ペレットを取得した。miRNeasy Mini Kit



にて便 miRNA を抽出し、NanoDrop にて濃度
を計測した。Real-time PCR 法による miRNA
の発現解析に用いる miRNA は 5ng とした。
各 miRNA に対する合成 RNA を段階希釈する
ことで絶対定量法に必要な標準曲線を作製
し、1ng-RNA あたりのコピー数を算出した。 

 
(2)2015 年度の研究方法 
新たな検体の回収および便潜血検査と便
miRNA 検査：大腸がん検診における便潜血検
査は 2 日法が行われている。既取得検体で
は 1日分の便のみ採取しており、2日間の便
検体を採取する症例が必要となった。新た
に同意を得られた 150 症例の便検体（2 日
法）を採取し、便潜血検査を行うと同時に
残液から抽出した miRNA を用いて便 miRNA
検査を実施した。 

 
(3)2016 年度の研究方法 
便潜血検査と便 miRNA 検査の複合検査法の
検討および平均的がんリスク被験者の症例
集積：2015 年度までに得られた FOBT および
FmiRT の解析を、統計解析ソフト SPSS を用
いて実施した。最終的には決定木解析法に
て複合検査の可能性を算出した。また、大
腸内視鏡検査を施行された 40 歳以上 80 歳
以下の平均的がんリスク被験者において便
検体の回収を開始した。 

 
(4)2017 年度の研究方法 
大腸がんを効率よく診断する便 miRNA の網
羅的解析と平均的がんリスク被験者の症例
集積：大腸がん患者と健常者を明確に区別
できる新たな miRNA を見出すために、Chip
解析による miRNA アレイ解析を実施した。
有望な miRNA については、上記 150 例の便
miRNA を用いて、real-time PCR 法による再
現性の確認を行った。また、2016 年度から
継続して症例集積を行っていた平均的がん
リスク被験者の便検体の回収を完了した。 

 
４．研究成果 
(1)2014 年度の研究成果 

便潜血反応検査の採便キットを用い、定
量的便潜血反応検査免疫法を行った後の残
液から抽出した miRNA をサンプルとした。
約10mgの便ペレットから抽出できたRNAは
約 1μgであったが、miRNA の発現解析に使
用する 1 アッセイあたりの RNA は約 5ng で
あるため、十分な量が確保できた。 
既報告では miRNA の解析は相対発現量を

用いたが、各症例のサンプルを正確に比較
するには一定量の RNA 中に含まれるターゲ
ット miRNA の絶対量を比較することが必要
である。そのため絶対定量法の確立を研究
初年度に行った。各種 miRNA を合成し、希
釈系列を real-time PCR 法にて解析するこ
とで RNA 1ng あたりのコピー数を算出可能

であった（図 1）。がん患者 117 例と健常者
107例における6種類の便miRNAのコピー数
を解析すると、健常者検体と比較してがん
患者検体ではすべての miRNA が有意に高値
だった。感度と特異度を元に ROC 曲線を作
図しAUCを計算すると、miR-106aが0.793、
miR-223 が 0.730 と高値を示し、有望な
miRNA であった（図 2）。 
以上より便潜血反応検査残液の miRNA 抽

出法とmiRNAの絶対定量法の確立ができた。 

 
(2)2015 年度の研究成果 

新たに同意を得られた症例の内訳は、大
腸がん患者 75 例（外科的切除 58 例、内視
鏡的切除 17 例）、進行腺腫患者 15 例、非進
行腺腫患者や所見なしの健常者60例の合計
150 例だった。便潜血検査の採便キットを用
い、2 日間の便検体は 150 症例中 143 症例
（95.3%）から提出された。便潜血検査の陽
性率は、大腸がん患者 85.3%、進行腺腫患者
20.0%、健常者 8.0%であった。便 miRNA 検査
の ROC 曲線を作図し AUC を計算すると、
miR-106a が 0.687、miR-223 が 0.603、
miR-92a が 0.754 であった（図 3）。 

 
(3)2016 年度の研究成果 

進行新生物患者（大腸がん患者と進行腺
腫患者を合わせたもの）90 例と非進行大腸
腺腫患者と健常者を合わせた60例での便潜
血検査と便 miRNA 検査の複合検査の評価を
行った。便潜血検査の感度と特異度は 74.4%
と 93.3%だったが、複合検査により感度
93.3%と特異度 91.7%と改善できる可能性が
示唆された（表 1）。 



大腸内視鏡検査を施行された平均的がん
リスクのがん検診年齢である被験者 646 例
の症例集積を行った。便潜血検査の陽性率
は 8.8%であり、抽出した便 miRNA の中央値
は 1.99μgとの結果を得た。 

 
(4)2017 年度の研究成果 

12 例の進行新生物患者検体および 8例の
健常者検体を用いて、2000 種類を超える
miRNA を網羅的に検出できる高感度 miRNA
アレイ解析を実施した。健常者と比べて進
行新生物患者で有意に高値である miRNA を
21 種類選択することができた。そこで再現
性の確認のため、2015 年度に新たに取得し
た150例の便miRNAにおける上記21種類の
miRNA 発現解析を相対定量法および絶対定
量法で行った。しかしながらいずれの miRNA
も大腸がん患者の便 miRNA で有意に高値と
はならず、再現が得られなかった。理由と
して便潜血検査残液中の miRNA は微量であ
り、PCR 法と比べてアレイ解析法では十分な
感度が得られておらず、適切な miRNA を選
択できていなかった可能性が示唆された。 
一方で大腸内視鏡検査を施行された平均

的がんリスクのがん検診適応年齢である被
験者は 1366 例が集積された。そのうち 1例
は採便が不十分であると判断し、最終的に
1365 例が登録された。便潜血検査の陽性率
は 8.4%であった。便 miRNA の抽出は 646 例
においてのみ実施済であり、残りの 719 例
の便 miRNA の抽出と便 miRNA 発現解析は継
続して実施することとした。 
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