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研究成果の概要： 

本研究はマイクロNAと蛋白の発現プロファイルに着目し、4個のマイクロRNAの発現情報

に基づく予後診断モデルの構築に成功するとともに、マイクロRNAと蛋白の両者の発現情

報を加味したさらに高精度な予測モデルの構築にも成功した。一方、血液試料を用いた

癌の早期発見を目指した膵臓癌のMALDI-MS解析による存在診断については、膵臓癌を7個

の蛋白の発現量をもとに感度73％、特異度94％の高精度で検出可能とする診断システム

の構築に成功した。 
 
交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００６年度 6,100,000  1,830,000  7,930,000  

２００７年度 4,900,000  1,470,000  6,370,000  

２００８年度 3,800,000  1,140,000  4,940,000  

総 計 14,800,000  4,440,000  19,240,000  

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学 

キーワード：臨床検査システム 
 
１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノムが保持する遺伝情報の発

現制御システムの失調が、癌を始めと

する各種疾患の発症と進展を惹起して

いることに疑念の余地はない。ヒトゲ

ノム計画の完遂によって蛋白を規定す

る遺伝子の数は予想されたよりも遥か

に少なく、高々2万数千個程度であるこ

とが明らかとなっている。一方、我々

が本研究において新たに着目したのは、

これらのコンベンショナルな遺伝子と

は全く異なり、蛋白を規定していない

いわゆるnon-coding RNAである。とく

に、その中でも蛋白を規定するコンベ

ンショナルな遺伝子の3’非翻訳領域

に僅かなミスマッチを許して結合し極

めて多種のmRNAの翻訳を阻害し発現を

制御している、僅か20-25塩基のRNA分

子であるマイクロRNA分子に特に焦点

を当てた。 

もう一つの本研究の焦点は、細胞内

における最終的な機能分子であり、そ

の発現制御の異常が癌を始めとする各

種疾患の発症・進展の分子基盤である

蛋白発現であり、直接的かつ網羅的に

マススペクトロメトリー法を駆使して
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解析を進めた。このようなプロテオミ

クスアプローチの現況は、爆発的な進

歩を目前に控えた黎明期とも言える状

況にあって、世界的に見てマススペク

トロメトリー法を用いた癌のプロテオ

ミクス解析に関する主たる報告は数報

に過ぎない状況にあった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、種々のヒト癌腫の発
生と進展に関わる遺伝情報の発現制御
異常について特にマイクロRNA分子と蛋
白を中心に、ポストゲノムシーケンス時
代に相応しい先鋭的な知見と多角的な
解析手法を駆使し、オーダーメイド医療
の実現へと結実させることにある。 

 
３．研究の方法 

充実した臨床病理学的インフォメー
ションが付随した各種癌腫症例の腫瘍
組織試料を用い、これまで癌をはじめと
するヒト疾患における解析の対象とし
て全く省みられてこなかった、20-15 塩
基のごく小さなRNA分子として機能する
マイクロ RNA 分子の網羅的発現解析と、
マススペクトロメトリー法を応用した
蛋白の網羅的発現解析の両者を平行し
て進める。得られたデータの綿密なバイ
オインフォマティクス解析によって、相
互に制御しあっているマイクロRNA分子
と蛋白分子の発現制御の統合異常につ
いての知見を得るとともに、それを予後
予測や薬剤感受性予測を可能とするシ
ステムの構築へと応用し、従前からの単
一のバイオマーカーや mRNA の網羅的発
現解析法による診断法とは全く異なっ
たアプローチによる、飛躍的に高い予測
精度を持つ診断システムの構築の実現
を目指す。また、mRNA を検討対象とする
マイクロアレー法では検討不可能な血
液試料を対象とした、マススペクトロメ
トリー法を駆使した早期発見診断シス
テムの開発を目指す。 

 
４．研究成果 

マイクロRNAの発現プロファイルに基

づく予後診断モデルの開発を進めるため

の基盤となる情報を得るべく、470個のマ

イクロRNA断片が貼付されたマイクロア

レイを用いて網羅的発現解析を遂行した。

さらに、肺腺癌外科切除後の予後予測モ

デルの構築について、63例の肺腺癌症例

のマイクロアレイ解析データをもとに、

470個のマイクロRNAから、サンプル数の

90％以上で有意な発現が検出される256

個のマイクロRNAを抽出した。さらに、256

個のマイクロRNAについて、Significance 

Analysis of Microarrays(SAM)において

T-statisticとWilcoxon検定を用いて、外

科切除５年以内の再発・死亡症例と５年

以上の追跡期間中に全く再発を見なかっ

た生存症例の両者における有意差順にラ

ンキングし、両手法においてともに有意

差のあった6個のマイクロRNAを抽出した。

これらの6個のマイクロRNAを用いて総当

り的にマイクロRNAの数および組み合わ

せを変えて10-fold cross validationよ

る解析を進めた結果、4個のマイクロRNA

の発現量に基づきweighted voting法に

よって極めて高精度に予後を予測可能と

する診断モデルの構築に成功した。構築

した予測診断モデルによってハイリスク

と予測された症例においては、その78%

に再発が観察された。一方、ローリスク

と予測された症例においては、実際67％

が5年間無再発で生存していた(P=0.016 

by log-rank test)。 

さらに、マイクロRNAの発現量に基づく

予測診断モデルと、我々がこれまでに構

築したMALDI-MS解析における25ピークに

対応する蛋白発現量に基づく予測モデル

との統合を試みた。その結果、両者の予

測診断がともにハイリスクであった症例

においては全例で再発が観察され、一方、

ともにローリスクの予測が得られた症例

の場合は、実に73％が5年間無再発で生存

していた(P=0.0004 by log-rank test)。

すなわち、ヒトゲノムから読みだされた

二つの異なった機能分子（マイクロRNA

と蛋白）の発現プロファイルから得られ

る情報を、両者ともに組み込んで予測す

ることによって、極めて高精度な予測モ

デルの構築の構築に結び付けることがで

きた。 

一方、血液試料を用いた癌の早期発見

を目指した診断モデルの構築について

は、膵臓癌を中心に進めた。MALDI-MS解

析により得られたピークにおいて、

SAM(T-statistic)を用いて、健常250症

例と膵臓癌102症例の両者において有意

差のあるピークを抽出した。抽出したピ

ークに対して10-fold cross validation

を用いて、最適なweighted voting法に

よる判別モデルを構築し、最終的に、7

ピークによる判別モデルを構築した。膵

臓癌のMALDI-MS解析による存在診断に

ついては、膵臓癌を7個の蛋白の発現量

をもとに感度73％、特異度94％で検出可

能とする診断システムの構築に成功し



 

 

たが、興味深いことに陽性判定の症例に

は汎用されているCA-19-9陰性の症例も

含まれていた。さらに、多次元ナノ高速

液体クロマトグラフィーとタンデムマ

ススペクトロメトリーを組み合わせた、

iTRAQラベリング法を用いた解析によっ

て、膵臓癌組織で発現上昇がみられる35

種類の蛋白を同定し、順次血中における

腫瘍特異的な発現変化に関する検証を

進める基盤を確立した。 
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