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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA（miRNA）は遺伝子をコードしない短鎖RNAであり、相補的に結合するmRNAの蛋
白質への翻訳を抑制し、様々な細胞の生理機能を調節する分子である。本研究では癌患者におけるmiRNAの発現および
機能と、予後との関係について調べた。肺癌患者においてmiRNA101-5pの低発現では予後不良であること、大腸癌患者
においてmiRNA124-5pの低発現では予後不良であることを見出した。miRNA101-5pを細胞内に導入すると細胞増殖が抑制
された。miRNA101-5pは細胞増殖に関与し、癌の治療効果に影響していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA (miRNA) is a non-cording RNA that regulates protein synthesis by mRNA 
translations, which is critically involved in various physiological processes. We evaluated the 
relationship among survival in cancer patients, the expression level in patient’s plasma and function of 
miRNAs. Lower miRNA101-5p expression levels were correlated with a lower probability of survival in lung 
cancer patient. Lower miRNA124-5p expression levels were also correlated with a lower probability of 
survival in colon cancer patients. The transfection of mimic miRNA124-5p into cancer cells inhibited cell 
growth. Our results indicate that expression levels of miRNA101-5p and miRNA124-5p related with survival; 
expression levels of miRNA101-5p and 124-5p may be used as biomarkers to determine the prognosis of 
cancer patients.

研究分野：医療薬学

キーワード： 癌　マイクロRNA　バイオマーカー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がんは遺伝子の病気であり遺伝子配列や遺
伝子発現の変化について様々な研究がなさ
れてきたが、遺伝子の変異のみで説明できな
いがんの性質が明らかになりつつある。遺伝
子をコードしない RNA が細胞内に存在する
ことは知られていたが、それがどのような機
能を有するのか長い間不明であった。遺伝子
をコードしない RNAの１つ、約 20塩基程度
の短鎖 RNAであるマイクロ RNA（miRNA）
が生物学的な機能を有することが明らかに
なり、がんの悪性化や発生など、細胞の機能
を制御していることが知られるようになっ
た。miRNAは相補的な配列を有する複数のメ
ッセンジャーRNA（mRNA）とハイブリダイ
ゼーションし、その mRNAを分解もしくは蛋
白質への転写を抑制することで細胞機能を
制御していることが知られている。 

RNAは生体中に普遍に存在するリボヌクレ
アーゼにより容易に分解されるため、血漿中
から RNA を分離することは困難であると考
えられていた。細胞が分泌するエキソソーム
は RNA や蛋白質を含み、エキソソーム中で
は RNA は体液中においても安定して存在す
ること、分泌されたエキソソームは細胞に取
り込まれ、エキソソーム中の RNA、蛋白質が
取り込んだ細胞の中で機能し、細胞間の情報
伝達を担っている可能性も示唆されている。 
 
２．研究の目的 

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) と milk 
fat globule-EGF factor 8 (MFGE8)はがんの悪
性化やがん幹細胞など、がんの性質や機能に
重要な役割を担っていることが報告されて
おり 1,2)、バイオマーカーとして応用できる可
能性が報告されている。本研究ではがんの薬
剤耐性と関係が示唆されている miRNA につ
いて、EZH2、MFGE8 の mRNA およびこの
mRNA と相補的に結合する可能性が示唆さ
れている miRNA について血漿中の発現量を
治療後の生存率について調べた。生存率との
関係が認められた miRNAについては in vitro
実験によりその機能も調べた。 
 
３．研究の方法 
（1）実験材料 RNA の発現定量や機能解析
などに用いた miScript microRNA Assay、
QuantiTect primer assay、miScript RT kit、
miScript SYBR Green PCR Kit 、 miScript 
miRNA mimics お よ び AllStars Negative 
Control siRNAは株式会社キアゲン（東京）か
ら購入した。ReverTra Ace、THUNDERBIRD 
SYBR qPCR Mixは東洋紡（大阪）から、High 
Pure RNA Isolation Kitはロシュ・アプライド
サイエンス（東京）から購入した。ヒト大腸
腺癌細胞 WiDr および COLO201 は医薬基盤
研究所 JCRB細胞バンク（大阪）より購入し
た。ダルベッコ変法 Eagle 培地（DMEM）、
Opti-MEM I、FBS、Antibiotic-Antimycotic、
Lipofectamine 2000 はライフテクノロジー

ズ・ジャパン株式会社（東京）より購入した。
Structural Maintenance Of Chromosomes 4
（ SMC4）および Low density lipoprotein 
receptor-related protein 1B (LRP1B)の siRNAは
そ れ ぞ れ （ SMC4 セ ン ス ：
GCCCAAGAAUGUGUAAACU、SMC4 アン
チ：AGUUUACACAUUCUUGGGC）（LRP1B
センス：UUCCAACGGUUCUGUAUGUTT、
LRP1B ア ン チ ：
ACAUACAGAACCGUUGGAATT）3)はグライ
ナージャパンから購入した。ISOGENⅡはニ
ッポン・ジーン（東京）から購入した。その
他の試薬は特級を使用した。 
 
（2）臨床研究 北海道大学病院、北海道が
んセンター、札幌南三条病院で治療した 13
名の肺癌患者における血漿を分析した。内標
準として RNU6Bを用い、miRNA 16, 21, 26a, 
34a, 98, 101, 101-5p, 124-5p, 126, 126-5p, 210, 
217 および 630の発現を評価した。また肺癌
の予後との関連が報告されている EZH2とが
ん幹細胞との関係が報告されている MFGE8
の mRNAも評価した。また北海道消化器科病
院で治療した大腸癌患者の血漿についても
同様の方法で分析した。分析に用いた血漿は
化学療法実施前の検査のために採取した血
液の残余から採取した。生存期間と無増悪生
存期間については 2013年 9月 30日までを観
察期間とし、診療録から情報収集した。腫瘍
増大の評価は RECIST ガイドラインＶ1.1 に
準拠して効果判定した。診断時から進行あり
に該当する時期までを無増悪生存期間とし
た。大腸癌に対する化学療法は大腸癌研究会
の大腸癌治療ガイドライン2010年版 4)に準拠
して実施された。本研究は所属研究機関の倫
理審査委員会において観察研究として承認
を得て行った。 
 
（3）統計解析 それぞれの遺伝子発現にお
いて高発現群と低発現群の生存率について
はカプランマイヤー法およびLog-Lank testを
用 い て 、 2 群 間 の 平 均 値 の 比 較 は
Mann-Whitney U testもしくは Student’s t-test
を用いて解析した。各遺伝子の発現の相関に
ついては単変量解析により相関性を調べた。 
 
（4）RNA の抽出および発現定量 血漿
200µLあるいはホルマリン固定腫瘍切片から
RNAをそれぞれ High Pure RNA Isolation Kit、
High Pure RNA Paraffin Kitを用いて抽出した。
RNAから miScript RT kit を用いて miRNAの
cDNAを作成し、ReverTra Aceを用いてmRNA
の cDNA を作成した。miRNA 発現量は
miScript microRNA Assayを、mRNA発現量は
QuantiTect primer assay を 用 い て
LightCycler480 systemⅡにより定量した。
miRNAの定量には U65)を、 mRNAの定量に
は β2-microglobulin5)の発現量を内標準として
相対的発現量を評価した。PCR反応における
Ct値を求め、4回測定した ΔCt (ΔCt = 内標準



Ct – 標的遺伝子 Ct) の平均値（2 -ΔΔCt ）相対
的発現量とした 6)。培養細胞からは ISOGEN
Ⅱにより総 RNA を抽出し、同様の方法で
cDNA を作成し、発現量の定量を行った。同
様に Ct値を測定し、2‐ΔΔCt値を相対的発現量
とした（ΔΔCt = コントロール群 ΔCtの平均
値 – 処置群 ΔCt)。 
 
（5）In vitro実験 WiDrあるいは COLO201
細胞は 10% FBS および 100 倍希釈
Antibiotic-Antimycotic 含有 DMEM を用いて
37°C、5% CO2インキュベーターで培養した。
細 胞 増 殖 の レ ベ ル は MTT 
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide]アッセイ法により評価し
た。96 well plateに 1.0×104 cells / mLに調製
した細胞を各ウェルに 90 µL 分注した。
Lipofectamine 2000の説明書に従い、siRNAお
よび miScript miRNA mimicsを希釈し、72時
間培養した。5 mg / mL MTT溶液を 10 µl / well
添加し、4時間後に 20% SDSを 100 µL / well
添加し、遮光下 5時間振とうし、マイクロプ
レートリーダーを用いて 570 nm で吸光度を
測定した。 
 
４．研究成果 
（1）肺癌患者における miRNA発現と全生存
率との関係 miRNA 101-5p の発現レベルに
ついて中央値で、高値群と低値群の 2群に分
けて生存率を比較した。低発現患者では高発
現群の患者と比較して全生存率が有意に低
下することが認められた。他の miRNA では
発現量と全生存率に相関は認められなかっ
た。 

 
図1 肺癌患者における血漿中miRNA 101-5p
の高および低発現群の全生存率Kaplan–Meier
曲線 miRNA101-5p発現量の中央値で2群に
分割し全生存率を評価した。log-rank testsに
より統計学的有意差を検定した。実線は低発
現群、点線は高発現群を、曲線状の＋は観察
期間打ち切り示す。 
 
（2）大腸癌患者における完全切除後の患者
と切除不能患者における RNA 発現量 血漿
中miRNAとmRNAの発現量について評価し
た。MFGE8 の発現量が完全切除群の患者に
おいて切除不能の患者群より有意に低いこ

とが認められた（切除不能群：0.033 ± 0.076 
完全切除群： 0.014 ± 0.019、平均値±標準偏
差）。EZH2および分析した miRNAの発現量
には有意差は認められなかった。 
 
（3）miRNA 26aおよび miRNA 124-5p発現量
と全生存率との関係 miRNA 26aの高発現患
者では低発現群の患者と比較して全生存率
が有意に低下し（図 2）、miRNA 124-5pの低
発現患者では高発現群の患者と比較して全
生存率が有意に低下することが認められた
（図 3）。無増悪生存期間については miRNA 
26a、miRNA 124-5pとも有意差は認められな
かった。他のmiRNAでは発現量と全生存率、
無増悪生存期間とも相関は認められなかっ
た。 

 
図 2 大腸癌患者における血漿中 miRNA 26a
の高および低発現群の全生存率Kaplan–Meier
曲線 miRNA 26a発現量の中央値で 2群に分
割し全生存率を評価した。log-rank testsによ
り統計学的有意差を検定した。実線は低発現
群、点線は高発現群を、曲線状の＋は観察期
間打ち切り示す。 

 

図 3 大腸癌患者における血漿中 miRNA 
124-5p の高および低発現群の全生存率
Kaplan–Meier曲線 miRNA 124-5p発現量の中
央値で 2 群に分割し全生存率を評価した。
log-rank testsにより統計学的有意差を検定し
た。実線は低発現群、点線は高発現群を、曲
線状の＋は観察期間打ち切り示す。 
 
（4）miRNA 124-5pの前駆体導入による細胞



機能への影響 miRNA 124-5p の前駆体を培
養細胞に導入すると SMC4 の mRNA 発現は
有意に低下した（WiDr: 0.678 ± 0.027, 
COLO201: 0.276 ± 0.035, 対照群の発現を 1と
したときの発現量±標準誤差を示す）。また、 
LRP1B の mRNA 発現量も有意に低下した
（WiDr: 0.599 ± 0.035）。miRNA 124-5p前駆体
あるいは SMC4 siRNA導入によりWiDrの細
胞増殖が有意に低下することも認められた
が、LRP1B の siRNA 導入による影響は認め
られなかった（miRNA124-5p mimic: 0.881 ± 
0.022, SMC4 siRNA: 0.878 ± 0.016, LRP1B 
siRNA: 0.939 ± 0.013, 対照群の吸光度を 1と
したときの相対吸光度±標準誤差を示す）。 
 
（5）考察 血漿中の RNAについて発現量を
評価し、全生存率、無増悪生存期間との関係
について評価した。肺癌患者において miRNA 
101-5p の低発現患者では予後不良であった。
miRNA 101-5pの機能はほとんど報告が無く、
肺癌との関係は不明である。miRNA 101-5p
と相補的に結合する可能性の高い mRNA に
は sarcoglycan, beta、 Yip1 domain family, 
member 6 などがバイオインフォマティクス
のデータベース（microRNA.org）上で示唆さ
れているが、お互いが実際に相互作用するか
は不明であり、上記の 2つの遺伝子ともがん
における役割は不明である。EZH2 は肺癌の
バイオマーカーとして応用できる可能性が
示唆されているが、血漿中 EZH2発現と予後
に関係は認められなかった。miRNA 101 と
EZH2はそれぞれ相補的に結合し、miRNA 101
は EZH2発現を抑制することが報告されてい
るが 7）血漿中の発現には相関は認められなか
った。 
切除不能の大腸癌患者において完全切除し
た患者より優位に MFGE8 の発現が上昇して
いたが、MFGE8 はがん幹細胞の活性化に関
与していること 2）予後不良因子となりうるこ
と 8）も報告されていることから、血漿中
MFGE8 はがんのバイオマーカーとして応用
できる可能性が考えられる。miRNA 26a は
EZH2を介して転移を抑制するとの報告 9）が
ある一方で、神経膠腫の増殖を抑制するとい
う報告 10）もあり、大腸癌での miRNA 26aの
機能や血漿中 miRNA のバイオマーカーとし
ての応用はさらなる研究が必要と考えられ
た。 

miRNA 124-5p （ miRBase ID: 
hsa-miR-124-5p）の機能はほとんど不明であ
るが、miR-124-5pはリンパ節転移を生じた胃
癌において発現が低下している 11）との報告
があり、リンパ節転移を生じた癌は進行した
状態であることから、miRNA 124-5pの発現低
下はがんの転移を生じやすくする可能性が
ある。本研究でも miRNA 124-5pの発現が低
かった患者群において予後不良であったこ
とから miRNA 124-5pはがんの転移や悪性度
に影響を及ぼしている可能性が考えられた。
心臓の拡張障害患者において血漿中 miRNA 

124-5pの発現が低く、拡張型心筋症では高く
なることが報告 12）されていることから
miRNA 124-5p は心臓の機能や細胞の運動な
どに関与している可能性も考えられる。バイ
オインフォマティクスのデータベース
（microRNA.org）では LRP1B が miRNA 
124-5p と最もハイブリダイゼーションする
可能性の高い mRNA であることが示されて
いる。LRP1Bの発現低下により細胞の移動能
力が亢進することが報告されている 13）。本研
究の結果は miRNA 124-5p の導入により
LRP1B の mRNA が低下することを示してお
り、miRNA 124-5pの発現レベルが腫瘍細胞の
浸潤・転移に影響を及ぼす可能性が考えられ
る。miRNA 124-5pの導入により細胞増殖が抑
制されたが、この結果は miRNA 124-5pの高
発現群において予後良好であった臨床研究
の結果を支持する結果であると考えられた。 

MiRNA 124-5pは SMC4の mRNAを抑制す
ることが示唆された。SMC4 は染色体の凝集
構造を維持する蛋白質複合体であるコンデ
ンシンの構成分子の 1つである。悪性腫瘍の
特徴として、染色体数の異常や部分的な欠損、
増幅など、染色体不安定性（CIN）が生じる。
CINは染色体分離の制御機構に異常があるこ
とにより生じることが知られているが、コン
デンシンは染色体分離を制御する重要な分
子であるため、miRNA 124-5p の発現異常は
CINの発生に関与している可能性が考えられ
る。miRNA 124-5pと CINの関係について、
今後の研究の発展が期待される。 
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