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研究成果の概要（和文）：①肺がんマーカー候補、miR-20、amiR-21、miR-145、miR-223の血清中の安定性を解
析し、miR-145は4℃、24時間の保存中に残存量が約30％に低下すること、細胞外小胞中のmiR-145であっても約
57％に低下することを明らかにした。②健常人を対象とした解析により、miR-21の血中レベルは受動喫煙者で非
喫煙者の約44％に低下することを示した。③非小細胞肺がん患者を対象にした解析により、これら4種のマイク
ロRNAのうち2種の血中レベルがstageⅠ‐Ⅱの患者で有意に低下し、がん切除後には有意に上昇することを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed circulating microRNAs miR-20a, miR-21, miR-145 and miR-223 as 
candidate markers of lung cancer: (1) miR-145 was degraded rapidly in serum samples at 4°C; the 
level dropped to 29.3% over 24 h. MiR-145 in extracellular vesicles exhibited similar instability; 
the level was 56.5%; (2) The level of microRNA miR-21 in serum decreased 44% in healthy passive 
smokers. (3) On two of these four microRNAs, the levels decreased significantly in serum of 
non-small cell lung cancer patients. Moreover, these levels in serum increased after the excision of
 the cancer.

研究分野： 分子生物学および臨床検査医学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 申請時（2012）における背景：種々のマ

イクロ RNA の血中濃度は、がんの発症や悪性

化に伴い変化することから、がんの早期発見、

予後予測のバイオマーカーとして期待を集

めた。肺がんに関しても、患者血中マイクロ

RNA のマイクロアレイ解析によるマーカー候

補の検索や、それに続くリアルタイム PCR に

よる候補マイクロRNAの血中濃度の定量が行

われ、多種の肺がんマーカー候補が報告され

た。一方、検体としての血漿、血清の違い、

適切な内部コントロールの検索など、定量に

影響を及ぼす因子についても多様な報告が

なされた。 

 

(2) 動機：肺がん患者血中マイクロ RNA に関

する海外の4つの大規模プロジェクトの結果

を比較すると、これらすべてにおいて共通す

るマーカー候補マイクロRNAは存在しなかっ

た。これは肺がんマーカーマイクロ RNA の確

立のために明らかにすべきことが、多数残さ

れていることを意味する。そもそも血中には

様々な細胞に由来するマイクロRNAが含まれ

るため、がんの発症に関連して分泌量が変化

する場合に限らず、内的・外的環境要因に応

答して分泌量を変化させる場合がある。した

がって肺がんマーカー候補マイクロRNAの血

中レベルに影響を及ぼす環境要因について、

十分な情報を蓄積する必要があると考えた。

また血液サンプル中のマイクロRNA濃度測定

において、再現性に影響を与える要因を把握

することも、血中マイクロ RNA をバイオマー

カーとして確立するための必須条件と考え

た。 

 
２．研究の目的 
(1) 血中マイクロ RNA 量に影響を及ぼす内

的・外的要因について解析する；申請時の研

究目的は、まず健常人を対象として、性別、

年齢、喫煙習慣、服薬、血縁者の肺がん患者

の有無などと、肺がんマーカーマイクロ RNA

候補 let-7 （がん抑制マイクロ RNA の一つ）

およびmiR-17-92（がん遺伝子型マイクロRNA

の一つ）の血中レベルとの相関の有無を明ら

かにすることである。この結果に基づき適切

なコントロール群を設定する。 

 

(2) 血中マイクロRNAの測定条件を再評価し

た上で、日本人集団に関してこれらのマイク

ロ RNA の血中濃度と肺がんの stage、組織型

等との相関性を解析する。また抗がん剤によ

るマイクロRNAの血中レベルへの直接的な影

響を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 健常者／患者情報および検体収集 

①健常者に対するアンケートの実施：健常者

40 名（男性 16 名；平均年齢 36.2 歳 女性

24 名；平均年齢 39.2 歳）を対象として、血

清の収集、および年齢、性別、喫煙、受動喫

煙、飲酒、服薬、血縁者の肺がん患者等につ

いてのアンケートを行った。 

②肺がん患者血清および患者情報の収集と

高齢者コントロール血清の収集：肺がん患者

56 名（男性 38 名、女性 18名；平均年齢 66.1

歳）および高齢者コントロール 26 名（男性

13 名、女性 13 名；平均年齢 65.8 歳）を対象

とした。患者血清の採取は、治療前と治療後

（切除後または抗癌剤投与直後および治療

効果判定時）に行った。また患者情報として、

stage、組織型、喫煙習慣、治療法等に関す

る情報を得た。 

 

(2) 血清マイクロRNA測定および統計解析等 

① 血 清 マ イ ク ロ RNA 測 定 ： miRNeasy 

Serum/Plasma Kit (QIAGEN)を用い、血清 200 

l よりマイクロRNAを含むRNA分画を得た。

この際、spike-in control として 0.93 fmol

の cel-miR-39 を血清に添加した。逆転写反

応およびリアルタイム PCR は、TaqMan 

MicroRNA Reverse Transcription Kit（ABI）、

TaqMan Universal Master Mix II, no UNG



（ABI）、TaqMan MicroRNA Assays、および解

析機器として 7500 Fast（ABI）を用いて行っ

た。リアルタイム PCR による血中のマイクロ

RNA の定量には、目的に応じ 2-Ct 法または

2-Ct 法を用いた。 

②統計解析：スチューデントの t検定または

マン・ホイットニーの U検定により有意差を

評価した。 

 
４．研究成果 

(1) spike-in control RNA（cel-miR-39）の

氷中における安定性 

血清マイクロ RNAのリアルタイム PCRによる

定量を行う場合、ハウスキーピング遺伝子に

代わる適切なマイクロRNAを内部コントロー

ルとすることが望ましい。この候補として

様々なマイクロ RNA が挙げられたが、一方で

これらの血中レベルが変動する場合がある

との報告が相次いだ。そのため我々は化学合

成した線虫マイクロ RNA、cel-miR-39 を

spike-in controlとして用いる方法を選択し

た。そこで cel-miR-39 RNA mimic (QIAGEN)

の使用に先立ち、この分子の氷中における安

定性を調べたところ、少なくとも６時間は有

意な分解は見られないことが示された。 

 

 (2) 血清マイクロ RNA の安定性 

①解析対象とするマイクロ RNA 種の再検討 

研究開始当初までの国内外の報告に基づき、

マイクロRNAの定量において最も分子認識能

が高く、広く用いられている定量法として、

上記研究の方法(2)①で述べた方法を用いる

こととした。これに伴いこの定量法を用い肺

がん患者血清マイクロRNAの解析を行ったケ

ースを中心に、再度文献調査を行った。この

結果に基づき、解析対象を let-7 および

miR-17-92 から、Chen-X らが肺がんマーカー

候補として挙げた miR-20a (miR-17 family)、

miR-21、miR-145、miR-223 に変更した。 

 

②4℃における血清マイクロ RNA の安定性 

当初より血中マイクロ RNA は、mRNA 等と比較

し非常に安定性が高い分子として広く認識

されていた。しかし Koberle ら（2013）や

Yamada ら（2014）は、血中マイクロ RNA の安

定性は分子種により多様である可能性を示

した。そこで今回解析する4種のマイクロRNA

について、4℃における安定性を調べた（相

磯ら 2015、Aiso et al. 2017）。4℃で 24 時

間保存後の血清では、miR-145および miR-223

の濃度が有意に低下し、残存量はそれぞれ

29.3％ (P<0.0001)および 48.5％ (P<0.01) 

だった。肝細胞傷害のマーカーとされる

miR-122 の不安定性については Koberle らが

報告しているが、miR-145 もこれに並び非常

に安定性が低いことが示された（図１A）。ま

た細胞外小胞中のmiR-145についても同様に

安定性を調べたところ、24時間後の残存量は

56.5％ (P<0.01)であった（図１C）。この結

果は、細胞外小胞中のマイクロ RNA は極めて

安定に保持されるというこれまでの認識に

反し、細胞外小胞中における安定性も分子種

により多様である可能性を示唆した。 

 

   図 1．血清マイクロ RNA の安定性 

 

(3) 受動喫煙者群でみられる血中 miR-21 濃

度の低下 

上記３(1)①の健常者に対するアンケートと

血清マイクロ RNA レベルの測定結果から、血

中 miR-21 の濃度は、受動喫煙者群で非喫煙

者群の 44％（P<0.01）に低下（すなわちCt

値の上昇）することが示された（図２）（臨

床検査医学会学術集会 2015）。喫煙者群では

血中 miR-21 濃度の有意な変動は見られず、



また他の 3種のマイクロ RNAについても喫煙

および受動喫煙による血中 miR-21 レベルへ

の影響は認められなかった。 

 
 

図 2．受動喫煙の血中 miR-21 レベルへの影響 

 

(4) 初期の非小細胞がんにおける血清マイ

クロ RNA レベルの変動 

上記 3(1)②の解析により、以下の①②が明ら

かになった。 

①stage ⅠおよびⅡにおける血清マイクロ

RNA レベルの低下 

初期の非小細胞肺がん患者（stage 1-2）の

血中濃度をコントロール群と比較したとこ

ろ、４種のマイクロ RNA のうち２種で有意に

低下していた（何れも P < 0.001）。さらにこ

れらに関する ROC 曲線から、これらの血中マ

イクロ RNA はいずれも、初期の肺がんを高い

感度および特異性で識別することが示され

た（AUC = 0.877 および 0.849）。この他の２

種については有意差が見られなかった。 

②切除前後の血清マイクロRNAレベルの変動 

がん切除前と切除１年後の血中濃度を比較

したところ、上記２種のマイクロ RNA で、切

除後に健常者の濃度に近い値（P = 0.12 およ

び P =0.077）まで上昇（したがってCt 値の

低下）していた（図 3 ）。この他の２種につ

いては有意差が見られなかった。 

上記①②の結果は、日本人集団において、初

期の肺がん細胞の有無とこれら２種のマイ

クロRNAの血中レベルが深く関連しているこ

とを示す。さらに、がん切除 3ヶ月後の時期

には、全体的に血中のマイクロ RNA 濃度が上

がる傾向が見られたため、切除による影響を

評価する場合、切除後一定期間（7週～12 ヶ

月）経過後に血中マイクロ RNA の測定を行う

ことが重要であること考える。 

 

 
図 3．肺がん切除前後の血中マイクロ RNA レ

ベルの変化 

 

(5) stage の進行と血清マイクロ RNA レベル

の変動 

４種のマイクロ RNA すべてで、stage が進む

に従い、血中濃度が有意に上昇した（stage 

1-2 vs 4: P =0.0011、0.011、0.020、0.00031）。 

 

(6) 抗癌剤投与による血清マイクロRNAレベ

ルへの影響および治療効果との関係 

種々の抗がん剤による血中マイクロRNA濃度

への影響を、４種のマイクロ RNA について調

べたが、化学療法開始約１週間後および効果

判定時のいずれにおいても、治療開始前との

有意差を示す結果は得られなかった。 
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