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研究成果の概要（和文）：大腸癌の血中腫瘍マーカー候補としてのmicroRNAの抽出・特定を目的として，同一患
者の治療適応前後のマイクロアレイ解析を行い，比較解析を行った。報告者らのグループにて既に保存してあっ
た大腸がん患者の検体を用いることでこの比較解析が可能となった。本研究ではstageごとに症例を選抜したう
えでRNAを抽出し，microRNAの解析を行い，大腸癌診断マーカー候補となるmicroRNAを同定した。このマーカー
候補の発現の変動に着目し治療効果との対照を進めている。本研究結果から，血中microRNAの新たな診断マーカ
ー，治療効果判定因子としての臨床応用可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To identify microRNA in blood, as a tumor marker of colon cancer,　 we 
analyzed comparison before and after the treatment adaptation of the same patient with microarray 
analysis using blood samples  We used stored samples of cases in a particular stage and 
pathophysiological status selected from a considerable number of colorectal cancer cases in our 
hospital. A microRNA detected a significantly higher level of expression in blood before surgery 
than that after surgery. To verify its efficiency as a diagnostic marker and a therapeutic effects 
marker, the level of this miRNA in blood before and after surgery or chemotherapy and also those in 
various stages of cases are analyzing. 

研究分野： 消化器外科学,　腫瘍外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長らく抗がん剤治療の有効率が他の癌に比べると低かった大腸がんであったが，近年，抗腫瘍効果の高い分子標
的薬の開発により飛躍的に治療選択肢が増えた。しかし既存のCEAや　CA19-9，p53抗体などの大腸がんマーカー
でも採血のみでがんを診断することは難しく早期診断は困難である。したがって,様々な抗がん剤を含む幅広い
選択肢から最適な治療選択を行うための指標となる高い診断力を持ったマーカーの新規開発が望まれる。本研究
では採血サンプルから早期を含む大腸がんの検出が可能な新規マーカーmiRNAを同定した。今後の研究進展によ
って採血による大腸がん早期診断,また治療効果判定への臨床応用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
大腸がんは，日本人のがん死亡要因 3 位（女性 1 位，男性 3 位）である．昨今の食文化の欧
米化に伴い日本人の大腸がんは増えてきた．その一方で大腸がんの検診等での検出率は依然低
く，このことが死亡率の下がらない要因でもある．大腸がんをより容易に高確率で発見するシ
ステムの確立が求められるが，未だに腫瘍マーカーと呼ばれるものの検出率は低く，同時に 3 
種類（CEA，CA19-9，抗 p53 抗体）のマーカーを検査した場合でも低い． 

近年同定が進んでいる non-coding RNA の中でも，短鎖 RNA とりわけ miRNA は遺伝子の転写後
調節を行う重要な調節因子である．ヒトゲノムには 2500 程度の miRNA がコードされ，現在この
ほぼ全てが把握されているといわれる．近年血中 miRNA の臨床応用が期待され，大腸癌をはじ
めとする癌に対し診断マーカー，転移検出マーカ－候補として様々な miRNA が報告されている
が，大腸癌転移「予測」判定マーカーとして臨床利用可能なものは見当たらない．  
我々は，大腸癌の機序解明,腫瘍マーカーの開発を目的に網羅的遺伝子研究を行ってきた．ゲノ
ム，遺伝子，遺伝子発現レベルでマーカー研究，開発を試みた結果，大腸がんのリンパ節，肺，
肝転移と遺伝子・ゲノム異常の相関性を確認(Yaginuma et al.: J Int Med Res. 34: 390-396, 
2006; Unotoro et al.: J Int Med Res. 34: 397-405, 2006)．血中循環癌細胞（CTC）による
大腸癌の診断法の開発を行った． 
かねてより着目しており CEAmRNA 発現を指標とした大腸癌診断の有用性を報告した

(Nagayasu, Komiyama et al, 2013)．また大腸癌の stageII の患者のうちリンパ管浸潤などの
ない低リスクのグループを選出し，術後より術前に有意に発現レベルが高い 2つの miRNA 分子
を特定，大腸がん組織で特異的高発現していることを確認，早期大腸癌診断マーカー候補とし
た． 
以上の経緯から報告者らは大腸癌のステージ，病態を厳選し検体を用いる方法によって，大

腸がんの早期検出・治療効果判定を可能にする新規腫瘍マーカーを同定することが可能と考え
られた． 
  

２．研究の目的 

本研究の目的は，大腸癌の診断及び治療における新たなマーカーとしての microRNA を特定す
ることであり，臨床応用と第一義としている．これにおいては，stage 分類などを用いた 
臨床分類による各段階での各 miRNA の抽出によって，新たな診断，治療効果判定マーカーとし
ての可能性，及び，治療の効果判定因子として可能性を明らかにしていく．大腸癌患者の血中
miRNA の分析により早期診断を行い，また各種治療の効果を適切に評価し，治療方法などを適
切に選択することが可能になれば，これまで以上の治療効果を期待できる． 
３．研究の方法 
順天堂大学において取得・保管している症例の癌組織検体また採血検体には大腸癌，転移性

肺・肝癌患者が含まれている．本研究ではマーカーのターゲットとなる病態をもつ症例・組織
と比較すべき組織，また症例を厳選して比較することによる候補遺伝子の絞り込みを徹底し，
結果を比較することによって進めた． 
 
 

図 1  手術前後で血中での量が変動する miRNA の探索. 
複数の miRNA で術後の有意な発現レベル低下がみられる. 
図の上から 1番目（＃1: p＝0.00122, Paired t‐test ） 
2-8 番目（＃2-＃8: p<0.05, 同） 



 
網羅的発現解析に取り組み， 肝転移をもつ症例，持たない症例での大腸がんについて解析，

発現プロファイリング，遺伝子解析を行い，転移のない患者特異的，また肝転移患者に特異的
に転写亢進している遺伝子などを選抜した． 
本研究では特に，大腸癌患者において特定の Stage の症例を選抜し，症例ごとの検体を解析

に用いた．大腸癌の血中腫瘍マーカー候補としての microRNA の抽出・特定を目的として，同一
患者の治療適応前後のマイクロアレイ解析を行い，比較解析を行った．報告者らのグループに
て既に保存してあった大腸がん患者の検体を用いることでこの比較解析が可能となった． 
こうして絞り込んだ特定 Stage，臨床の分類ごとに比較解析することで大腸癌のリンパ節転

移，肝転移についてどの miRNA がリスクマーカーとして変動するのか，評価を行った。 
 
４．研究成果 

本研究では stage ごとに症例を選抜したうえで RNA を抽出し，microRNA の解析を行い，大腸
癌診断マーカー候補となる microRNA を同定した． 
マーカーを特定するためには，大腸癌を発生させる要因と，二次的な病態やや転移などを引

き起こす要因を分離する必要がある．これまで腫瘍マーカーとして報告されている miRNA の多
くは，初期のがんをもつ患者血中では比較的濃度が低く Stage が進むにつれ増大する傾向が報
告されているものの，転移特異的とされるマーカーは知られていない．まして早期の癌に特徴
的なマーカーmiRNA は皆無である． 
本研究では，StageII 症例から遺伝的要因などのリスク要因をもたない症例徹底的に絞り込

み，ターゲットとなる病態特異的なマーカーの探索を試みた． 
まず大腸癌の Stage II 患者検体を選抜した．この患者グループの手術前後の血中 miRNA の発

現レベルを比較し，手術後に有意にレベルが低下する miRNA をマーカー候補 A,B として選び出
した．これらの miRNA は患者癌組織において非癌組織よりも高発現していることを免疫染色に
よって確認された．すなわち血中のマーカー候補 miRNA は Stage 特異的とはされておらず，大
腸癌由来であると推測された． 
大腸癌stageI～IVの患者血清と健康なヒト血清中のmiRNAを測定したパブリックデーターを

用い miRNA A,B（図 1 の＃1,＃15） のレベルをそれぞれ比較した．その結果 miRNA A は，健
康者の血清に対し大腸癌患者（全 Stage のプール）で有意に高かった．また StageI の患者で特
に発現レベルが高い傾向がみられた．すなわちこの miRNA A を早期腫瘍診断マーカーとして同
定した (Tsukamoto, Takahashi, Komiyama et al 投稿中)．  
報告者らは引き続き，肝転移をもつ大腸癌患者を選抜し，特異的に高発現である miRNA の探

索を進めている． 
また大腸癌全般にで高発現しているmiRNAのリストから，今回初期診断マーカーとしたmiRNA，

さらに有意ではないものの手術前検体で高発現傾向がうかがわれた miRNA を除外した残りの中
にも有用なマーカーmiRNA が存在する可能性も考えられる． 
このほか様々な Stage，病態特異的な検体の解析を企図している． 
このマーカー候補の発現の変動に着目し治療効果との対照を進めている．本研究結果から，

血中 microRNA の新たな診断マーカー，治療効果判定因子としての臨床応用可能性が明らかに
なった． 
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