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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（FFPE）検体として保存されたリンパ
節転移組織のマイクロRNA発現量から原発巣推定が可能か検証した。１１腫瘍３１検体を解析した結果、原発巣
を正しく推定できたのは71%であった。精度を向上させる手法を検討したところ、そもそも腫瘍転移を伴うFFPE
リンパ節組織ではmiRNA発現に必要な内在性コントロールが同定されていないことが判明した。よってFFPEリン
パ節組織における内在性コントロールを同定する解析を実施した。その結果、miR-24、miR-103a、let-7aの組合
せが最も安定な内在性コントロールであることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To assess the primary tumor of metastatic lesion, we investigated microRNA 
(miRNA) expression patterns using formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) lymph node tissues. 
Initial analysis of 31 samples from 11 types of tumor resulted that the primary site was correctly 
predicted in 71 %. To achieve higher accuracy, we noticed that an endogenous reference gene for 
miRNA expression analysis had not been identified in FFPE lymph node with metastatic cancer. A 
suitable endogenous reference gene should be evaluated to avoid misinterpretation of data and 
identify true changes in miRNA expression levels. Finally, we found that the combination of three 
miRNAs, miR-24/miR-103a/let-7a, could be used as a suitable endogenous reference in a lymph node 
with metastatic cancer.

研究分野： 医学　血液内科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
（１）原発不明がん（CUP）は臨床的に注意
深い全身検索や経過観察をおこなっても原
発を同定できない転移性の腫瘍を指し、不均
一な疾患グループである。我が国においては、
悪性新生物による死亡の２～３％を占める
と推測される（安藤、新臨床腫瘍学改訂第 2
版 2009）。実臨床において、病変のリンパ節
生検が良悪性の判定や、原発巣・病理組織像
の特定のために行われている。このリンパ節
組織を用いた新たな判定法で原発巣の推定
が可能となれば、最適な治療法の選択がなさ
れ、患者生存率の向上につながると考えられ
る。そこで、長期間安定でホルマリン固定パ
ラフィン包埋（FFPE）組織からも抽出可能で
あり、網羅的な解析が可能となっているマイ
クロ RNA（miRNA）に注目した。 
（２）１８-２４塩基程度の非常に短い一本
鎖の miRNA は、近年様々ながん腫において、
標的遺伝子や蛋白の調節因子として間接的、
直接的に影響を及ぼし、腫瘍発生や腫瘍抑制
への関与が指摘されている。これまで FFPE
組織は生体分子の分解や架橋結合などが生
じるため、遺伝子解析には不向きであるとさ
れていたが、近年 FFPE 組織から凍結切片と
ほぼ同等にmiRNAを回収する方法が確立され
た。臨床情報の蓄積された検体の解析ができ、
時間の壁を超える有用な情報を得る事が可
能となっており、現在 FFPE 組織中の miRNA
発現に関して様々な研究が進行している。
CUP においても、FFPE 組織を使用した網羅的
な miRNA 発現解析が、原発巣推定に有用であ
ることが報告されている（Meiri et al., The 
Oncologist 2012. Rosenfeld et al., Nat 
Biotechnol 2008）。 
（３）しかしながら、既報の原発巣推定アル
ゴリズムは、既に確立されている miRNA 発現
パターンに対応させる手法であり、データの
蓄積がない施設ではどの程度の精度が得ら
れるか不明である。また、miRNA 発現はリア
ルタイム PCR 法によって定量を行うが、リン
パ節組織における内在性コントロールが同
定されていない問題もあった。 
（４）よって腫瘍の転移がある FFPE リンパ
節組織を用いて miRNA 発現量を測定し、蓄積
データを必要としない解析方法で原発巣推
定が可能か検討することが必要と考えられ
た。また、識別精度向上に向けてカットオフ
値の変更や内在性コントロールの特定など
様々な検証を行う意義があると考えられた。 
（５）miRNA 発現プロファイルによって原発
巣の推定が可能となれば、追加の検体採取や
特殊な保存、すなわち患者や現場の医師・パ
ラメディカルに新たな負担を負わせること
なく、CUP の原発巣予測に利用可能となり、
CUP 診療の向上に寄与できると期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、リンパ節組織に転移した腫瘍に

おけるmiRNA発現プロファイルを解析するこ
とで原発巣の特定を可能とすることが目的
である。通常の検査で採取・保存する FFPE
組織検体を用いることで、新規原発不明がん
の補助診断としての活用を目指す。 
本目的を達成するため、原発巣推定アルゴ

リズムに最適な手法を検討し、精度向上に向
けた最適カットオフ値の選出や最適内在性
コントロールの特定など様々な検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）研究は茨城県立中央病院で実施し、対
象検体は原発巣が明確で転移腫瘍がある
FFPE リンパ節組織とする。また、腫瘍細胞を
含まない FFPE リンパ節組織を比較用の検体
として使用する。リンパ節組織中の腫瘍細胞
の有無は HE 染色で確認する。なおこの研究
は茨城県立中央病院倫理委員会の承認を得
て行った。 
（２）FFPE リンパ節組織切片１０µm４枚から
Total RNA を抽出し、miRNA 逆転写反応を行
う。次に 96-well Pick & Mix microRNA PCR 
panel plates (Exiqon)を用いて qRT-PCR を
実行し、miRNA 発現を測定する。 
（３）原発巣推定のブラインド試験を実施す
る。本試験は、Rosenfeld et al.（2008）に
よる４８種類のmiRNA発現を使用した原発巣
推定アルゴリズムと Ct 中央値カットオフ法
を採用して行う。 
（４）方法３におけるブラインド試験の精度
が低い場合は、カットオフポイントの設定を
変更して再度原発巣推定のブラインド試験
を実施する。まず４８miRNA の中央値を内在
性コントロールとしてΔCt 値を算出し、
miRNA ごとに計算した中央値をカットオフポ
イントとしてブラインド試験を行う。次に、
ΔCt値を用いてmiRNAごとに最適カットオフ
値（中央値・第１四分位・第２四分位）を算
出・設定し、ブラインド試験を行う。本試験
を行うことで適切なカットオフ値選出によ
って識別精度向上が可能か検討する。 
（５）方法４においても精度向上が見られな
い場合、発現量の基準となる内在性コントロ
ールの選出を行う。まず Global mean 法の SD
値によって１０種類の内在性コントロール
候補を選出する。続いて遺伝子安定性の評価
を行うために開発された４種類の解析手法
（BestKeeper 解析、geNorm 解析、NormFinder
解析、Comparative ΔCt 解析）を用いた安定
性評価試験を行う。また、４種類の解析を統
合するため幾何平均法によるランク評価試
験を行う。最後に選出した最適内在性コント
ロールの効果を検証する。 
 
４．研究成果 
（１）Ct 中央値をカットオフ値としてブライ
ンド試験を実行した結果、１１腫瘍（大腸が
ん・乳がん・胃がん・肺がん・卵巣がん・膀
胱がん・膵がん・悪性黒色腫・食道がん・甲
状腺がん・前立腺がん）３１検体における識



別精度は２３％であった。 
次に、ΔCt 値を算出し miRNA ごとに設定し

た中央値カットオフポイントを用いて、ブラ
インド試験を行った。その結果、識別精度は
４８％であった。また、カットオフ値を miRNA
ごとに最適なポイント（中央値・第１四分
位・第２四分位）となるように設定してブラ
インド試験を行った結果、識別精度は７１％
となった。 
（２）正確な miRNA 発現量を決定する内在性
コントロールを選出する解析を実施した。７
１種類の miRNA を対象とし、４１検体の転移
腫瘍を含むリンパ節組織と１６検体の腫瘍
細胞を含まないリンパ節組織を用いた安定
性評価試験を実施した。 
７１種類の miRNA（Ct 値）はすべての検体

で正規分布を示した(Shapiro–Wilk test; 
p > 0.1 for all samples)。この結果に基づ
いて、Global mean 法を採用し、ばらつきの
低い１０種類の候補遺伝子を選出した
（ miR-16, miR-21, miR-24, miR-34a, 
miR-92a, miR-103a, miR-148b, miR-152, 
miR-191, let-7a）。選出した１０候補遺伝子
を使用して４種類の安定性評価解析を行っ
た結果、全ての解析において miR-103a が最
も安定だと評価された（図１、図２）。 
 

 
図 1 安定性評価解析 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

図 1 安定性評価解析（続き） 
 

 
しかし、geNorm 解析において miR-103a の M
値（0.699）が安定性の指標である基準値
（0.5）をクリアしていないため、高い安定
性を持つと断言できない。よって、候補遺伝
子を組合わせて再度安定性評価解析を実施
した。組合せ候補遺伝子は、NormFinder 解析
で選出された miR-148b/miR-152、図２のラン
ク評価解析における上位２組を組合せた
miR-24/miR-103a、そして上位３組を組合せ
た miR-24/miR-103a/let-7a を選出した。こ
れら３種類の候補因子と、腫瘍 miRNA 発現研
究で使用される６種類の内在性因子（miR-16、
miR-191、miR-16/miR-345、miR-16/let-7a、
U6/SNORD44/SNORD48、Global mean）を用い
て４種類の安定性評価試験とランク評価解
析 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、



miR-24/miR-103a/let-7a が最も安定な内在
性コントロール因子であることが明らかに
なった（図３、図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 組合せ遺伝子を用いた安定性評価解 
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本研究で特定した内在性コントロール因

子（miR-24/miR-103a/let-7a）の効果を確認
するために、大腸がんのリンパ節転移組織を
用いて miR-29c の発現量を測定した。腫瘍転
移と関連するmiR-29cは腫瘍組織中で発現低
下することが報告されている。内在性コント
ロール因子を miR-24/miR-103a/let-7a とし
た本研究においても有意に発現が低下する
ことが確認された (図５ )。よって、
miR-24/miR-103a/let-7a が内在性コントロ
ール因子として適切であることが示された。
その一方で、内在性コントロール因子を
miR-24 、 miR-103a 、 miR-24/miR-103a 、
U6/SNORD44/SNORD48 とした場合は有意差が
示されなかった。よってこれらの使用は誤っ
た結果を引き起こす可能性があるため、避け
るべきである。 
 
 

 
本研究によって複数のがん種にわたる

FFPE リンパ節組織の内在性コントロールを
特定した。このコントロールを用いて miRNA
ごとに発現解析を行い、原発巣推定に使用す
る高精度アルゴリズムを開発することが期
待される。 
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