
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４３

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

大腸癌血清エクソソーム由来microRNAの癌バイオマーカーとしての意義

Clinical significance of plasma exsomal microRNA as biomarker in colorectal cancer 
patients

６０２５１２５３研究者番号：

橋口　陽二郎（Hashiguchi, Yojiro）

帝京大学・医学部・教授

研究期間：

２５４６２０７０

平成 年 月 日現在２８   ６ ２５

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：大腸癌の新たなバイオマーカーとして血漿エクソソーム由来のmicroRNAに注目し、早期癌診
断、再発予測診断、治療効果診断のmicroRNAパネルを作製し、有用性を検討した。早期癌診断パネルは、健常人でいず
れのmicroRNAも陰性を示したのに対し、早期大腸癌はいずれかのmicroRNAが陽性を示した。再発予測診断パネルの有用
性を、大腸癌530例で検討した結果、選択したmicroRNAは、再発高危険群および予後予測のバイオマーカーとして重要
であることが判明した。化学療法剤と分子標的薬投与症例で、治療効果モニタリングパネルの有用性を検討したところ
RECISTの結果を反映しており有用性が確認された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigate the usefulness of plasma exosome microRNA panel as 
a new predictive biomarker for early diagnosis of recurrence, prognosis and the assessment of therapeutic 
effect in 530 colorectal cancer (CRC) patients. In healthy individuals, all microRNA in this panel showed 
negative. In early stage CTC patients, some microRNA showed positive. We examined the usefulness of this 
panel for prediction of prognosis. It was demonstrated that the microRMA panel was an important factor in 
the selection of recurrent high-risk patients and poor prognosis patients. We studied the value of this 
panel in monitoring of therapeutic effects of patients treated with chemotherapeutic agents and molecular 
targeting drugs. The results of the microRNA panel were associated with RECIST, which showed low levels 
in PR/CR cases and high levels in PD cases. These results demonstrate the usefulness of the microRNA 
panel in both prediction of prognosis and the monitoring of treatment effect.

研究分野： 消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
miRNA は 20 数塩基の非翻訳小分子 RNA

であり、相補性配列を介して標的遺伝子の翻
訳抑制や分解制御を行うことで、発生・分
化・代謝などの広範囲の生命現象において、
重要な役割を果たすことが明らかとなって
きている。近年、大腸癌を含む様々な癌にお
いて miRNA の欠失や増幅といった発現異常
が検出され、癌の発生や悪性化にも強く影響
することが報告されている。我々はこれまで、
胃癌症例における miR-125a-3p の down- 
regulationと臨床病理因子との関連性を報告
してきた (Hashiguchi Y. et al.Int J Onol 
2012)。さらに大腸癌組織の miRNA 発現解
析をおこない、oncogenic miRNA である
miR-21 と miR-155 が、大腸癌の再発および
予後予測因子として有用であることを明ら
かにし、その標的遺伝子である PDCD4 
mRNA および TP53mRNA 発現との関連性
を報告してきた (Shibuya H. Iinuma H.et 
al. Oncology 2010, Horiuchi A, Iinuma H 
et al. Oncol Reports 2012). 
一方、癌の早期診断、転移・再発予測およ

び治療効果予測は、癌の予後改善さらに適切
な個別化治療のために重要であるが、臨床応
用可能なバイオマーカーは未だ明らかでな
い。近年、有用な癌バイオマーカーとして、
体液中のエクソソーム由来分泌型 miRNA が
注目されている。miRNA は体液中（血液、
尿、糞便、唾液など）において、エクソソー
ムとよばれる分泌顆粒に包含され安定なた
め、非侵襲性のバイオマーカーとして注目さ
れている。癌患者で発現変動が認められる分
泌型 miRNA として、非小胞性肺癌では 血
清 中 の miR-223, miR-25, miR-17-3q, 
miR-21,miR-155 の増加が報告されている
(Chen X et al. Cell Res 2008)。 膵管腺癌で
は血清中の miR-21, miR-210, miR-155, 
miR-196a の増加（Wang J et al.Cancer Prev 
Res,2009）、前立腺癌では miR-141 の増加 
(Mitchell PS,2008)、卵巣癌では miR-141, 
miR-200 の発現増加が報告されている 
(Taylor DD et al. Gynecol Oncol, 2008)。大
腸癌においては、Ahmed FE らが糞便中の
miRNA 発現プロファイルを詳細に検討し、
miR-203,miR-20a, miR-326, miR-2 の増加
お よ び miR-320,miR-126,  miR-143, 
miR-145 の減少を報告している (Cancer 
Genomics Proteomics 2009)。しかし、大腸
癌の血液サンプル（血清、血漿）のエクソソ
ーム由来分泌型 miRNA の発現プロファイル
を詳細に検討し、その臨床的意義を明らかに

した報告はこれまでにほとんどない。
miRNA はエクソソームの中で安定した状態
で保たれていることから、高感度なマーカー
として期待される。 
 
２．研究の目的 
癌の早期診断および再発予測は、患者の

予後を改善するうえで重要である。しかし、

これらの診断に有益な癌バイオマーカーは

いまだ明らかでない。近年、様々な癌のバ

イオマーカーとして、エクソソーム由来分

泌型 microRNA(miRNA)が注目を集めて

いる。今回は、大腸癌に対する新たな癌バ

イオマーカーとして、血漿中の分泌型

miRNA に注目し、癌早期診断、転移・再

発予測診断、治療効果予測診断への有用性

を、大腸癌 530 例を対象に検討する。さら

に、血清（血漿）エクソソーム中の miRNA
のプロファイリングや次世代シークエンス

による non-coding 領域の詳細な解析をお

こない、発癌、転移再発、癌幹細胞への情

報伝達における分泌型 miRNA の役割につ

いて検討を行う。 
 
３．研究の方法 
大腸癌症例における、血漿エクソソーム由

来 miRNA のバイオマーカーとしての有用性
を、早期癌診断 miRNA パネル、転移・再発
予測診断 miRNA パネル、治療効果モニタリ
ング miRNA パネルを用いて検討する。 
（１） 大腸早期癌に関連した miRNA のス
クリーニング： 
① 大腸早期癌症例と健常人の血漿から超遠
心 (100.000g, 70 分)によりエクソソームを
分離する。 
②Total RNA を抽出後、miRNA-PCR アレイ
を用いてその発現プロファイルを明らかに
する。健常人との比較から早期癌で発現上昇
または低下する特色のある miRNA を選択し、
早期癌検出のバイオマーカーとする。 
（２）大腸転移および再発に関連した
miRNA のスクリーニング： 
①大腸癌 Dukes’ B・Dukes’ C 症例の血漿か
ら超遠心によりエクソソームを分離する。 
②TotalRNA を抽出後、miRNA-PCR アレイ
を用いてその発現プロファイルを作成する。
③以下の症例の比較により、リンパ節転移マ
ーカー、遠隔転移マーカーおよびハイリスク
症例マーカーを明らかにする。 
A. リンパ節転移マーカーの選択  



（Dukes’ B vs. Dukes’ C） 
B. 遠隔転移マーカーの選択 

(Dukes’ B/C 遠隔転移無し vs. Dukes’ B/C
遠隔転移有り） 

C. Dukes’ B ハイリスク症例マーカーの選択
（補助化学療法の適応）（Dukes’ B 遠隔転移  
無し vs. Dukes’ B 遠隔転移有り） 

D. Dukes’ C ハイリスク症例マーカーの選択
（強力な補助化学療法の適応） 
（Dukes’ C 遠隔転移無し vs. Dukes’ C 遠隔
転移有り） 

（３）臨床例での検討 
大腸癌 530 例を対象に、早期癌診断

miRNA パネル、転移・再発予測診断 miRNA
パネルの有用性を検討する。 
① training set として、大腸癌 280 症例の血
漿からエクソソームを分離し、これらの診断
パネルの miRNA の発現を、Taqman-PCR で
測定する。 
② validation set として、大腸癌 250 症例を
対象の血漿からエクソソームを分離し、これ
らの診断パネルの miRNA の発現を、
Taqman-PCR で測定する。 
③病理因子、転移再発、予後など臨床データ
との比較解析により、その有用性を検討する。 
（４）治療効果モニタリングに有用な
miRNA マーカーのスクリーニング: 
① 進行・再発大腸癌で、化学療法 (FOLFOX, 
FOLFIRI)、分子標的薬併用化学療法を施行
した症例 50 例の、治療前、治療後 4 週、8-12
週に採血し、血漿から超遠心によりエクソソ
ームを分離する。TotalRNA を抽出後、
miRNA-PCR アレイを用いて、治療効果の認
められた症例とそうでない症例で差のある
miRNA を選択する。 
② 治療効果モニタリング miRNA パネルを
作製し、進行・再発大腸癌症例を対象に、化
学療法および分子標的薬併用化学療法にお
ける治療効果のバイオマーカーとしての有
用性を、Taqman-PCR で検討する。 
（５） 次世代シークエンスにより、miRNA
の non-coding 領域を含めた総合的解析をお
こない、その特徴を明らかにする。 
 
４．研究成果 
今回我々は、大腸癌の新たなバイオマーカ

ーとして、血漿エクソソーム由来 miRNA に注
目し、癌の早期診断、転移、再発予測診断、
治療効果予測診断への有用性を検討した。 
(１)microRNA 早期診断パネルの検討：大腸早
期癌症例と健常人との比較から、早期癌で発
現上昇または低下する特色のある microRNA  

5 種類を選択し、早期診断パネルを作成した。
健常人と大腸早期癌を比較検討したところ、
健常人はいずれの microRNA 値も陰性を示し
たのに対し、早期癌は全例いずれかの
microRNA が陽性を示した。 
(２)microRNA 転移、再発予測診断パネルの検
討： ①Dukes’ stage B 症例の遠隔転移をき
たした症例と遠隔転移をおこさなかった症
例の発現プロファイルを microRNA アレイで
比較検討し、遠隔転移に関与した microRNA
を抽出した。さらに、Dukes’ stage B と
Dukes’ stage C 症例との比較から、リンパ
節転移を予測するマーカーの検討を行った。
これらの選択された microRNA を含めて、再
発予測診断パネルを作製した。 
②大腸癌 training set 280 例を Dukes’ 
stage 別に検討したところ、miR-21 と miR-X
は Dukes’ stage B, stage C, stage D にお
いて、miR-155とmiR-Y, miR-ZはDukes’stage 
C, stage D において、Kaplan-Meier による
生存曲線およびCox比例ハザードモデルによ
る多変量解析において有意な差を認めた。こ
れらの結果から、miR-21 と miR-X は、補助化
学療法が必要な再発高危険群選択のバイオ
マーカーとして重要であることが、また
miR-21, miR-155, miR-Y, miR-Z は強力な化
学療法が必要な大腸癌症例の選択に有用で
あることが明らかとなった。 
③大腸癌validation set 250症例を対象に、
miRNA の転移・再発予測診断としての有用性
をさらに検証した。その結果 training set
と同様に miR-21 と miR-X は、補助化学療法
が必要な再発高危険群選択のバイオマーカ
ーとして、また miR-21,miR-155 と miR-Y, 
miR-Z は特に強力な化学療法が必要な大腸癌
症例の選択に有用であることが再確認され
た。 
（３）microRNA 治療効果判定パネルの検討：
①化学療法剤(FOLFOX, FOLFIRI)や分子標的
薬(セツキシマブ、ベバシツマブ、パニツム
マブ)を投与した症例のうち、RECISTで PR/CR
を示した症例と PD 症例の発現プロファイル
を microRNA アレイで比較検討し、治療効果
を反映する microRNA 5 種類を選出し、モニ
タリングパネルを作成した。 
②化学療法剤や分子標的薬を投与した 50 症
例を対象に、microRNA パネルの有用性を検討
した。その結果、PR/CR など治療効果を認め
た症例で microRNA 値は低下を認め、PD 症例
で高値を示し、RECIST の結果を反映している
ことが確認された。 
（４）エクソソーム由来 microRNA による転



移能獲得の検討：大腸癌細胞株に、in vitro
で miR-21、miR-155、miR-X、miR-Y、miR-Z
をトランスフェクションしたところ、親細胞
株に比べて腫瘍細胞の浸潤能が有意に上昇
した。さらに、これらの microRNA を高発現
した大腸癌細胞株をNODマウスに移植したと
ころ、肺の転移数が有意に上昇し、転移能の
上昇が明らかになった。 
（５）次世代シークエンスよるエクソソーム
microRNA の検討：また、エクソソーム包含
microRNA と血漿非エクソソーム microRNA の
次世代シークエンスによる詳細な解析をお
こなった。その結果、エクソソームに包含さ
れている microRNA は、よりインタクトな配
列を示すことが証明された。このように、こ
れらの microRNA の大腸癌予後予測パネルと
しての有用性が明らかになるとともに、血漿
エクソソーム由来 microRNA を使用する重要
性が確認された。 
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