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研究成果の概要（和文）：本研究は、癌特異的に分泌されるGlypican-1陽性エクソソームに包埋された遺伝子情
報を解析することで、非侵襲的なLiquid biopsyによる大腸癌患者の診断から治療にわたる戦略が構築可能か検
証することである。今回の研究の経過の中でLiquid biopsyを臨床応用するには大腸癌特異的エクソソームを分
離することが重要であることを報告した。さらに大腸癌細胞株分泌エキソソームを網羅的蛋白解析を施行し、公
共データベースを用いて解析を行うと、AUC0.9以上で癌組織特異的に発現を示す蛋白群の同定に成功した。現
在、それらを用いて、非侵襲的診断マーカーとしての有用性の確認作業をおこなっている。

研究成果の概要（英文）：In this study,  we focused on exosome-expressed protein, including 
Glypican-1, to develop novel screening method using exosomal miRNAs in CRC patients. During the 
series of this project, we successfully find several novel findings. As first, we directly compared 
between exosomal and serum-derived miRNAs in adenoma patients, and showed that diagnostic potential 
of serum-derived miRNAs are superior to exosomal miRNAs in these patients. Second, we performed 
comprehensive protein profiling using exosomal protein from CRC cells and normal cells, and 
identified canditate proteins to specifically expressed in CRC tissues. Finally, we demonstrated 
that serum miR-1290 could be used as a diagnostic and prognotic biomarker in CRC patients. 

研究分野： Colorectal cancer
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１．研究開始当初の背景 
<研究の学術的背景> 
平成 25年度の国民医療費は初めて 40兆円を
超え、前年度の 39 兆 2,117 億円に比べ 8,493
億円、2.2％の増加となっている。国民医療費
を年齢階級別でみると、高齢化に伴い 65 歳
以上の男性は 10 兆 5,785 億円（55.0％）、女
性は 12 兆 5,327 億円（60.2％）であり、国
民医療費の約 58％を占めている。さらに医科
診療医療費を主傷病による傷病分類別にみ
ると、「循環器系の疾患」5 兆 8,817 億円
（20.5％）が最も多く、次いで「悪性新生物」
3 兆 8,850 億円（13.5％）であり、いわゆる
癌に対する早期診断、治療戦略に対する再検
討も急務の対策である。 
本邦における大腸癌患者数は他の癌種と同
様に高齢化や生活様式の欧米化などと相ま
って着実に増加している。厚生労働省の人口
動態調査によると、大腸癌による死亡数は男
女合わせて平成 25 年は 47,654 人で、平成
23 年の 45,744 人からさらに増加し、悪性新
生物の中では肺癌、胃癌に次いで 3 番目に多
く、女性では 2003 年以降最も死亡数が多い。
大腸癌の死亡数を減らすため、ひいては大腸
癌治療に関わる全ての医療費（手術、抗癌剤
など）の削減のためには、内視鏡切除可能な
早期の段階（腺腫、早期大腸癌）で診断し、
根治することで大腸癌患者を抜本的に減ら
すことが極めて重要である。 
大腸癌検診では便潜血反応検査(FOBT)にそ
の死亡率減少効果を示す十分な証拠が認め
られる。しかしながら癌診断の特異度、感受
性はともに満足できるものではなく、とりわ
け前癌病変の大腸腺腫に対する診断能はき
わめて低いのが現状である。また便潜血検診
受診率が極めて低い（コンプライアンスが低
い）ことに加え、偽陽性率が極めて高いこと
である。さらに、陽性と判断された方の精密
検診率（侵襲的な大腸内視鏡、注腸検査）の
低さが挙げられる。大腸癌検診の目的が大腸
癌の早期発見にあるとすれば，便潜血検査は
その目的に適ってはいるが、注意を要するこ
とは，一般に便潜血検診陽性群の 3 分の 1 は
進行癌であり、このことは「早期発見＝早期
癌の発見」ではないことを如実に表している． 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、癌特異的に分泌される Glypican-1
陽性エクソソームに包埋された遺伝子情報
を解析することで、非侵襲的な Liquid biopsy
による大腸癌患者の診断から治療にわたる
戦略が構築可能か検証することである。まず、
癌特異的に分泌する Glypican-1 陽性エクソ
ソーム内の microRNAs プロファイリングを
行い、癌種識別パネルを作成することで、す
べての固形癌種の正確な診断が可能である
が、本研究は消化器癌の中で大腸癌診断特異
的パネルを作成することを目的とする。さら
に、血清 Glypican-1 陽性エクソソーム DNA

変異情報がそのまま、癌原発組織巣、転移組
織巣の DNA 変異情報として使用可能かを検
証することである。 
 
３．研究の方法 
・エキソソーム抽出 
大腸癌細胞株（CaCO2, DLD-1, HT29, LoVo, 
SW480）と大腸正常粘膜由来細胞株の培養上
清から MagCapture™ Exosome Isolation Kit 
PS（Wako）を利用してエキソソームを抽出し
た。またその抽出した粒子径は Nanosight(日
本カンタムデザイン)を用いて測定した。 
 
・エキソソーム蛋白の網羅的解析 
2ug 蛋白量のエキソソームを抽出し、Protein 
profiling は、MS Bioworks に IP profiling
で受託解析を依頼した。 
 
・Glypican-1 western blotting 
ヒト大腸癌・胃癌細胞株より抽出した蛋白を
用いて、Glypican-1一次抗体(Thermo)を 1000
倍希釈で western blotting を施行した。 
 
・エキソソーム包埋 RNA 抽出 
ExoQuick™ kit(System Biosciences, 
EXOQ20A-1)を用いて抽出したエキソソーム
を用いて、miRNeasy RNA extraction kit 
(Qiagen)で RNA を抽出した。また spike in 
control として cel-miR-39 を併用した。 
 
・血清中 RNA 抽出 
200ul の血清より miRNeasy RNA extraction 
kit (Qiagen)を用いて、RNA 抽出を行った。 
また spike in control として cel-miR-39 を
併用した。 
 
・大腸組織 FFPE より RNA 抽出 
大腸癌・大腸腺腫・正常大腸粘膜組織の FFPE
切片を使用し、macrodissection を施行した。
miRNeasy FFPE RNA extraction kit (Qiagen)
を使用して RNA を抽出した。 
 
・定量的 PCR 
miRNA の定量解析は、Taqmann primer と
Taqmann microRNA RT kit を 利 用 し て
microRNA-specific な逆転写を施行したうえ
で、Step-One Plus リアルタイム PCR システ
ム(Thermo scientific)で qPCR を施行した。
また normalizer には miR-16 もしくは U6、
cel-miR-39 を使用した。 
 
In vitro 解析: 
大腸癌細胞株を使用し、候補遺伝子(miRNA や
その他の ncRNA 含む)を siRNA transfection
で遺伝子発現抑制を行ったうえで、MTT assay、
Invasion assay、migration assay などをお
こない、遺伝子発現調節による phenotype の
変化を評価した。また発現上昇には ncRNA の
全長シークエンスを挿入したplasmidを作成
し、レンチウィルスを用いた transduction



を行い、遺伝子過剰発現株を作成した。 
 
４．研究成果 
本研究を行う上で、まずはエキソソーム包埋
RNA 情報と、血清中 RNA とどちらが大腸癌早
期診断マーカーとして有用化を検討するた
めに、エキソソーム抽出 RNA と血清中 RNA を
大腸腺腫ならびに健常人の同一患者より採
取した血清より抽出し、代表的な非侵襲早期
診断マーカーとして報告されている miR-21, 
-29a, -92a の大腸腺腫とくに、長径 10mm 以
上の進行大腸腺腫における診断能を評価し
た。興味深いことに血清 miR においては、
miR-21, -29a, -92a, エクソソーム包埋
miRに関してはmiR-21のみの発現が大腸腺腫
患者に対して有意な診断能が認めることが
あ き ら か と な っ た ( 下 図 , Uratani R, 
Kusunoki M et al. Plos One 
2016;11(10):e0160722)。 
以上より、トータルエキソソームの遺伝情報
を用いるのみでは、診断能はすぐれずまた疾

患特異性を持たせることは困難であること
が考慮されたことから、ある特定のエキソソ
ーム分画に包埋された遺伝情報をもちいる
方法がより、臓器特異性のある早期診断マー
カーの確立を可能となりうる仮説が考えら
れた。 
また miRNAそのものにもエキソソームにより
分布が組織と異なる可能性が指摘されたこ
とから、特定のmiRNAを同定することにより、
より臓器特異性をもたせる可能性が考慮さ
れた。 
 
つづいて、既存の報告から Glypican-1 
(GPC-1)に着目し、診断マーカーとして癌分
泌エキソソームに恒常的にGPC-1が発現する

ためには、癌細胞そのものにおいても同様で
あることが必要となるため、大腸癌ならびに
胃癌細胞株より抽出した蛋白を用いて、
GPC-1蛋白発現を western blotting で確認し
た。しかし、今回の我々の結果では、GPC-1
は胃癌細胞株のみならず大腸癌細胞株にお
いても、発現を認めないものが多いことから、
GPC-1 を標的としたエキソソーム分画でのス
クリーニングを目的とした診断マーカーの
開発には現実的に困難な印象だった。 

 
以上の背景から、GPC-1 ではなくあらたな膜
表出型癌分泌型エキソソーム特異的蛋白を
同定する必要がでてきたため、大腸がん細胞
株 5種類（CCO2, DLD-1, HT-29, LoVo, SW480）
ならびに大腸正常粘膜細胞株、血管内皮細胞
株の上清からエキソソームを抽出し、そのエ
キソソーム蛋白で、網羅的蛋白解析（IP 
profiling）を施行した。その結果 82 種類の
蛋白を同定し（下図）、さらにそのなかのい
くつかは、TCGA データベースで大腸癌組織な
らびに正常粘膜における発現解析を行うと、
癌特異的にこう発現を呈しているものが同
定された。 

これらの標的蛋白を用いて、現在その測定方
法の開発とvalidation解析を継続中である。 
 
また本研究に付随して、大腸がん患者特異的
に発現増加を示す血清中 miR-1290 が、大腸
腺腫（AUC 0.72）、ならびに大腸癌症例（AUC 
83）の非侵襲的診断マーカーとなり、また病
期進行に伴いその血中発現は増加し、有用な
再発予測・予後予測マーカーとなる可能性を
明らかにした（下図、Imaoka H, Kusunoki M 
et al. 2016 Oct;27(10):1879-86） 。 
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