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研究成果の概要（和文）：尿中exosomesの解析が肺癌早期発見に有用かを検討する。肺がん患者35名、対照40名
から尿を採取し、尿中exosomesのmicroRNAs (miR-21、miR-486-5p) およびMMP-1/CD63の発現を測定した。その
結果、miR-486-5pの発現量は性差がみられ、女性の肺癌症例（非喫煙者）では顕著に有意に低い発現量、男性肺
癌では有意に高発現を示した。MMP-1/CD63発現は肺癌、中でも非喫煙者腺癌で対照健常者に比し有意に高かっ
た。尿中exosomeのmiR-486-5p、MMP-1/CD63解析は、肺がんスクリーニングとして有望と考える。

研究成果の概要（英文）：[Purpose] We isolated urinary exosomes as a screening source for lung cancer
 (LC) and measured both expression of miroRNAs (miRs) and matrix metalloproteinase-1 (MMP-1). 
[Methods] Thirty-five LC patients and 40 healthy controls provided the first urines in the morning. 
The expression of  miR21, miR-486-5p and the expression of MMP-1/CD 63 in urinary exosomes were 
measured by qRT-PCR and Western blotting, respectively. [Results] The mean expression levels of 
miR-486-5p in male LC patients showed significantly higher those of male healthy controls. Whereas 
that in female LC patients showed lower those of female healthy controls. The expression ratio of 
MMP-1/CD63 in 35 LC patients was significantly higher compared with those in 40 healthy controls. 
[Conclusion] Combined expression of miR-486-5p and MMP-1/CD63 in urinary exosomes suggested the 
great advantage for non-smoker females to detect early stage adenocarcinoma.

研究分野： 肺がん、スクリーニング

キーワード： lung cancer　screening　micro RNA　exosome　smoking
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の最たる点は、より簡便に採取できる尿のexosome解析から肺がん早期発見に寄与する知見を得た点
である。尿中exosomeに含まれるmicroRNAsとしてmiR-21、miR-486-5pを、oncogeneとしてmatrix 
metalloproteinase (MMP)-1を検討し、うちmiR-486-5pが女性肺癌で、MMP-1は非喫煙者肺がんで、早期発見に資
する結果が得られた。昨今、増加傾向を示す非喫煙者、および女性肺癌の早期発見に役立つ可能性を示したと言
える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 C-19、F-19-1、Z-19(共通)  

 
１．研究開始当初の背景 

最近、肺癌の診断に exosomes の microRNAs (miRs)が有⽤とする報告がある 1)。Exosomes は正常の
細胞からも出されている 30〜100nm の miRs、oncogene、脂質、蛋⽩質を含有した⼩胞で、組織・臓
器における細胞間の情報伝達に関与し、遠隔の臓器細胞にもたらされ、発育・成⻑・増殖・細胞の死な
どの調節に関与している 2）。病態において癌細胞からの exosomes は遠隔の臓器細胞に取り込まれ、が
ん転移の niche 形成に貢献している 3)。Exosomes の miRs および oncogenes が注⽬されている。 

肺癌の臨床⾯で、これを診断に応⽤できるとする報告数は僅かである４)。従来の報告は全て⾎中の
exosomes であるが、我々はもっと簡便に尿中 exosomes の miRs を検出する⽅法を開発してきた 5）。
我々が注⽬した miRs はがん抑制遺伝⼦を target とする miR-216)および細胞増殖に関与する遺伝⼦
PIK3R1 を target とする miR-486-5p7)、oncogene として肺癌早期に発現が報告されている matrix 
metalloproteinase (MMP)-1 である 8)。 

 
２．研究の⽬的 

能動、受動喫煙、⾮喫煙の違いに配慮しつつ、肺癌症例の早期発⾒に有⽤な biomarker の確⽴を⽬指
した。このために、⾮喫煙者で受動喫煙が推測される肺癌症例と直接喫煙による肺癌症例において、尿
から exosomes を抽出して miR-21 と miR-486-5p および MMP-1 を測定し、 ⾮喫煙者肺癌症例を早
期に発⾒できるかを検討した。  

 
３．研究の⽅法 

（１）研究対象者 
肺癌の外科治療で⼊院し、本⼈の署名を受けた同意書がある患者数は 35 名である。能動喫煙 14 名、

喫煙歴がある 11 名、⽣来全く喫煙していない⾮喫煙者 11 名の計 35 名である。⼀⽅国際医療福祉⼤
学病院の⼈間ドック受診者について、⾝体に理学的異常所⾒を認めず、尿・⾎液⽣化学検査・便潜⾎反
応・胸部X線検査・⼼電図・腹部超⾳波検査・胃部X 線または上部消化管内視鏡検査、また全員では
ないが⼤腸内視鏡検査、男⼦では PSA、⼥⼦では婦⼈科検診・乳房超⾳波・マストグラフィーなどを
受けた検査データで異常がなかった各年齢層で男⼦ 20 名および⼥⼦ 20 名の同意を得て対照者とし
た。 

（２）尿からの exosomes 抽出⽅法 
磁気ビーズを利⽤した exosomes 単離キット(Exosome isolation kit, Miltenyi Biotec., Germany)を⽤

いて尿から exosomes を単離した。単離した exosomes は、抗CD63 抗体を⽤いてWestern Blot およ
び電顕で既に exosomes であることを確認した 5) 。Exosomes から RNA を抽出するために RNase-
free water 200μl に溶解し、RNA を分離するために mirVana PARIS Kit (Ambion, Austin, Texas, USA) 
を⽤いた。 

（3）PCR による miR-21 の測定 
尿 exosomes 中の miR-21 相対発現の測定は、Step One PlusⓇ (Applied Biosystems, MA, USA)を⽤

いて定量的 RT-PCR を⾏った。相対発現とは、対照健常者の発現量を 1.0 として算出する (ΔCT) 5)。 
(4) MMP-1/CD63 発現⽐の測定尿 exosomes からの MMP-1/CD63 発現⽐は Western blotting に

より測定された。すなわち、抗MMP-1 抗体 (abcam plc, Cambridge, UK) および抗CD63 抗体 biotin 
conjugated (BioLegend Inc, CA, USA) を使⽤して⾏われた。肺癌症例と対照例の MMP-1/CD63 発
現⽐を Image J 1.52a9)で画像処理し、⽐較した 5)。 

(5) 統計解析 
統計処理は PRISM 7 for Mac OS X (GraphPadSoftware, Inc; La Jolla, CA) により解析した。各群の

数値は median [95% confidence interval (CD)]で⽰し、有意差検定は Student t test, Mann-Whitney U 
test で p<0.05 を統計的に有意とした。 

 
４．研究成果 

（1）肺癌 35 例の TNM 分類所⾒と喫煙状況 



肺癌 35 例の病理所⾒は⽐較的早期の肺癌が多かった。Stage 0、Stage IA1、IA2 および IA3 はそれ
ぞれ 1 例、6 例、7 例、3 例で 17 例みられ、全体の 47％であった。男⼦は 8 例、⼥⼦は 9 例で、
能動喫煙者 (current) 6 例（男⼦ 4 例、⼥⼦ 2 例）、喫煙歴がある者 (former) 5 例（男⼦ 4 例、⼥⼦
1 例）、⽣来全く喫煙していない⾮喫煙者 (never) 6 例（男⼦ 1 例、⼥⼦ 5 例）であり、⾮喫煙者肺癌
に⼥⼦が多いことが注⽬された。 
Stage IB は 4 例（男⼦ 4 例、current 1 例、former 2 例、never 1 例）。Stage IIA は 1 例（男⼦、

never）、Stage IIB は 4 例（男⼦ 4 例、current 3 例、former 1 例）。Stage IIIA は 2 例（男⼦ 1 例
current、⼥⼦ 1 例 never）、Stage IIIB は 1 例（男⼦、former）であった。 

⼀⽅、肺癌進⾏例は Stage IVa が 2 例（男⼦、never と current）および Stage IVb が 5 例（男⼦ 4 
例、current 2 例、former と never が各１例、および⼥⼦１例、former）で７例（２０％）であった。 

（2）肺癌症例と対照健常者での miR-21 および miR-486-5p 相対発現および MMP-1/CD63 発現⽐
の⽐較 

miR-21 は昨年報告したが各群で変化なかった。miR-486-5p 相対発現は対照健常者で男⼥差が認め
られた（Fig. １）。⼥⼦が⾼値で男⼦が低下していた。 肺癌症例は逆に男⼦で⾼く、⼥⼦で低値であ
った（Fig. １）。⼀⽅で、肺癌症例における MMP-1/CD63 発現⽐は、対照健常者と⽐較して男⼥とも
有意に⾼い値を⽰した（1.87 [95%CI: 1.33‒2.41] vs 0.81 [95%CI: 0.61‒1.01], p=0.0004）(Fig. 2)。ま
た、MMP-1/CD63 発現⽐を肺癌ステージごとに対照健常者と⽐較したところ、Stage I 症例および
Stage II 症例において有意に⾼値が認められた。 

（3）喫煙状況別の miR-21 および miR-486-5p 相対発現および MMP-1/CD63 発現⽐較 
MiR-21 相対発現を喫煙状況別に検討したが各群に違いは⾒られなかったが、miR-486-5p では有意

に男⼦喫煙者で低値であった。⼀⽅、MMP-1/CD63 発現⽐は、⾮喫煙者肺癌で有意に⾼値であった。
⾮喫煙者腺癌男⼦ 4 例は 2.63[95%CI:0.81-4.44]、⾮喫煙者腺癌⼥⼦ 6 例は 3.21[95%CI:1.71-4.71]で
⼥⼦の⽅が数値的には⾼い結果であった。 

 
結果のまとめ 

⾮喫煙者⼥性腺癌の miR-486-5p 発現量は対照健常⼈より低下し、MMP-1/CD63 の発現は Stage I
と II で有意に⾼値であり、⼥性の⾮喫煙者腺癌の早期発⾒に資する結果であった。miR-486-5p および
MMP-1/CD63 を⽤いてのスクリーニング検査法として有望な成績であった。 
 
考察 

MMP-1/CD63 発現⽐は、⾮喫煙者腺癌の早期発⾒に統計学的に有意な成績であった。miR-486-5p
は miR-21 より⼥性では肺癌で良い結果であった。miR-2f1 は PTEN, HOXD10, TM1, PDCD4, 
MASPIN などを target とし 6)、がん抑制遺伝⼦の産⽣を微調整している。⼀⽅、miR-486-5p は全細
胞の増殖遺伝⼦の産⽣を微調整している 7)。⼥⼦では MMP-1/CD63 発現⽐と miR-486-5p を測定し
スクリーニングとして期待されるものであった。特に⾮喫煙者の⼥性の腺癌を早期に発⾒できる可能
性がある。乳癌では miR-21 が早期癌でも発現が低かった。それぞれのがんの種類で判別するのに適
切な miR を選択する必要がある。肺癌と miRs の研究は Yanaihara ら 10)の論⽂を嚆⽮とするが、⾎液
中の miRs を直接分析し、遺伝⼦を内包する exosomes を target として分析していない。Exsosomes 
から miRs を分析しているのは９論⽂にすぎない 11-12) 。尿 exsosomes を分析対象にしている論⽂は報
告がない。我々が検討した結果からは⼥⼦で miR-21 よりは miR-486-5p の⽅が肺癌のスクリーニン
グに良い結果であった。男⼦に相応しい miR を⾒出したい。 

MMP-1 は上述したが、肺癌初期に組織で発現が報告されている 8)。MMP-1 のプロモーターに Ets
遺伝⼦が発現してくると MMP-1 陽性がみられるなど、遺伝⼦研究から肺癌での知⾒が 2000 年頃か
ら報告され、肺癌での研究報告が最近多くみられる。今回の尿 exosomes からの MMP-1 の発現が肺
癌早期発⾒に貢献できる成績で、さらに症例数を増加させて検証することと、肺癌の男⼥の違い、病理
所⾒、Stage からの所⾒、喫煙状況、様々の因⼦から検討することをさらに進めたい。⼈間ドック受診
者では超⾼齢受診者は少ないが、MMP-1 が関与する筋⾻格系疾患患者における尿 exosomes の



MMP-1/CD63 発現⽐が⾮喫煙者肺癌検診に問題はないかさらに検討したい。 
 
今後の展望 

我々が既に発表した総説 13）で詳細に記載したように、GPC5 遺伝⼦が関与する肺癌は疫学調査がし
つかりとされており、直接喫煙が少ない肺癌患者に⾒られるがん抑制遺伝⼦である。今回の検討でmiR-
21 および MMP-1 で⼥性⾮喫煙者腺癌は明らかな違いが⾒られたが、GPC5 が関与する肺癌を target 
とする miR-21714, 15)を測定してさらに⽐較する必要がある。GPC5 遺伝⼦を抑制する miR として
miR-620 も報告されているが、target gene の証明が不⼗分なので、miR-217 を検討する。これが男
⼦の⾮喫煙者のスクリーニングに適切かを今後の研究課題としたい。 
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