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研究成果の概要（和文）：次世代質量分析器では期待した網羅的蛋白質解析は不向きであり、解析を血中miRNA解析に
絞り込んだ。個体差による判定困難性を排除するために、担癌状態と非担癌状態において生体状態に最も差が無いと考
えられる食道癌EMR症例を対象とした。現在まで3施設での43例の登録が終了し、31症例についてEMR前後の解析が終了
しており、バイオマーカー候補として治療前後で有意差のある11miRNAを見いだした。今後、進行食道癌における治療
前検体30検体での解析を行い、早期癌症例と進行癌症例との対比から、バイオマーカーとしての有用性を評価する予定
である。

研究成果の概要（英文）：We here evaluated a next-generation mass spectrometer and found that it not suitab
le for a comprehensive protein analysis of blood. Therefore, we performed a microRNA analysis of blood. To
 exclude individual differences between patients, we focused on esophageal mucosal cancer patients who wer
e scheduled to undergo endoscopic mucosal resection (EMR) in the present study. Forty-three patients were 
recruited from 3 institutes. We analyzed the expression of miRNAs in pre-treatment as well as post-treatme
nt blood samples that were collected from 31 patients. Significant differences were observed in the expres
sion of 11 miRNAs between pre-treatment and post-treatment samples. We will analyze these miRNAs in 30 pat
ients with advanced esophageal cancer in a future study and evaluate their efficacy as biomarkers of esoph
ageal cancer.
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1. 研究開始当初の背景 
(1) 日本人の死亡原因の第一位は癌であり、
中でも消化管癌は全癌の約 1/2 を占めており
年々増加している。近年の画像診断、新規薬
剤、手術手技、術後管理の進歩により着実に
その治療成績も向上しているが、未だ不十分
である。この現状を打破するためには癌の早
期発見が不可欠であるが、癌の早期発見に有
効なバイオマーカーは殆どないと言える。 
(2) これに対して、質量分析器は微量タンパ
ク質の解析を可能とし、タンパク質 3000 研
究などが行われ、多くの新規タンパク質が同
定されたが、その解析能は、癌の新規バイオ
マーカーを同定するには至らなかった。しか
しながら開発中の次世代質量分析器により
ようやく癌の新規バイオマーカーの同定が
可能となると期待されている。 
(3) 一方、網羅的遺伝子発現解析では、我々
はナノテクノロジーによる次世代高感度チ
ップ（従来比百倍程度の高感度）の開発を企
業との共同研究(経済産業省、バイオ・IT 融
合機器開発プロジェクト NEDO)で行った。
この 3D チップをさらに、miRNA 発現解析
にも応用し、研究協力者の国立がんセンター
落谷孝広らにより血中 miRNA の網羅的発現
解析が可能となり、血液中 miRNA のバイオ
マーカーとしての可能性が示唆された。
（JBC 2010）。我々も、ホルマリン固定保存
サンプル(FFPE)からの保存微量検体からの
網羅的 miRNA 発現を可能として、報告して
きた。（2009、2010 癌学会ランチョンセミナ
ー、2010 病理学会ランチョンセミナー講演）。
以上のことから、次世代質量分析と網羅的遺
伝子発現解析による消化器癌の新規バイオ
マーカーの研究を計画した。 
(4) これまでの種々の検討から、早期癌では
変化が微量であることから、患者間の個体差
に微量な変化が隠されてしまう事、手術など
の大きな侵襲では侵襲に対する個体差が検
出されてしまう事が考えられ、対象患者の選
定に工夫が必要である。 
 
2. 研究の目的 
本研究では、血液および内視鏡採取組織を用
いて質量分析を中心としたタンパク質解析
および miRNA 解析を中心とした網羅的遺伝
子発現解析を行い、第一に消化管癌の新規バ
イオマーカーの同定を多施設共同研究で目
指すものである。現行のいわゆる腫瘍マーカ
ーは感度が低いため癌の早期発見や再発の
早期発見には殆ど無力であるが、次世代質量
分析器はこれまでより１０００倍の高感度
であることからより微量な癌特異的マーカ
ーの同定が行えるものと期待される。まず食
道早期癌に対する粘膜切除を行い、処置前後
の血液を採取し担癌状態と非担癌状態での
血液を質量分析および miRNA マイクロアレ
イにて比較検討することにより、食道癌特異
的バイオマーカーの同定を行うことを目的
とする。 

 
３．研究の方法 
(１）研究は多施設共同研究とし、対象患者は
内視鏡にて完全切除が期待される食道早期
癌で同時性他臓器との重複癌は除外する。内
視鏡切除が可能であれば食道内多発、前がん
病変の有無および患者の全身状態は問わな
い。 
(２）内視鏡下に腫瘍切除を行い、病変部を採
取し、病理検査を行う。 
(３）治療前血液、治療後１ヶ月の血液をそれ
ぞれ試薬含有スピッツで５ｍｌ採取し、血漿
を分離し、連結可能匿名化したのちにマイナ
ス２０度以下で保存する。 
(４）連結可能匿名化された患者の臨床病理学
的経過及び所見を研究代表者の施設に報告
する。 
(５）検体を定期的に研究代表者の施設に送付
して網羅的 miRNA 解析を行い、担癌状態と
非担癌状態で発現差のある miRNA を同定す
る。質量分析予定の検体は前処理を行い研究
代表者の施設で解析まで保存する。 
(６)次世代質量分析システム完成後に新規食
道癌バイオマーカーを同定する。 
(７) 同定された新規バイオマーカーの切除
腫瘍での発現確認を病理検体で行う。 
(８)我々の開発した FFPE サンプルからの
miRNA 抽出法と解析法にて、切除検体から
の miRNA 解析を行い、血中より同定された
miRNA との比較検討を行う。 
(９）同定された新規バイオマーカーと臨床病
理学的所見との関連を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 前述の如く、個体差による判定困難性を
排除するために、最小限の侵襲で治療前後の
解析を行える EMR 症例を対象とした。同時性
他臓器との重複癌は除外する患者を対照と
した。なお内視鏡切除が可能であれば食道内
多発、前がん病変の有無および患者の全身状
態は問わないこととした。 
(2) 次世代質量分析器では期待した網羅的
蛋白質解析は不向きであることから、絞り込
んだターゲットとして我々が以前から注目
していた FGFRL の蛋白解析を目指した。しか
しながら感度が低く、年度内での解析は無理
と判断され、今後の継続解析とすることとし
た。 
(3)そこで、解析を血中 miRNA 解析に絞り込
むこととし、現在まで 3 施設での 43 例の登
録が終了し、40 例のサンプルの京大への搬送
が終了している。血中 miRNA の解析は約 800
の miRNAが搭載されているチップにて網羅的
に治療前後のサンプルがそろった 31 症例に
ついて EMR 前後の解析が終了しており、バイ
オマーカー候補として治療前後で有意差の
ある 11miRNA を見いだした。さらに今後、追
加 7例の解析予定であり、精度が高まるもの
と考えている。同時並行として、進行食道癌
における治療前検体 30 検体での血中 miRNA



解析を予定しており。早期癌症例と進行癌症
例との対比から、バイオマーカーとしての有
用性を評価する予定であるが、この場合には
患者事情により治療前検体しかえられなか
った 5症例も追加して解析予定である。 
(4) 3 施設の共同研究で開始し、症例数確保
のために、１施設追加を試みたが、倫理委員
会での承認が得られず、断念した。この為、
最低限 50 症例の収集を目指し、2014 年 12 月
まで検体収集の継続予定である。 
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