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研究成果の概要（和文）：卵巣癌は婦人科悪性腫瘍の中で最も予後不良です。様々な分子標的治療薬の開発され
てはきましたが、未だ発展途上です。今回、卵巣癌のバイオマーカーの開発を目的として、microRNAに着目し解
析しました。卵巣癌患者の血清をマイクロアレイ解析し、miR-135a-3pを同定しました。さらに、卵巣癌、卵巣
腫瘍、正常卵巣患者の血清をPCR法で解析し、miR-135a-3pの臨床的意義を確認しました。そして、細胞株へ遺伝
子導入し、腫瘍増殖抑制の確認を行うことで生物学的意義も明らかにしました。miR-135a-3pは卵巣癌の予後を
予測するバイオマーカーであり、治療標的分子である可能性も示唆されました。

研究成果の概要（英文）：Ovarian cancer is the most lethal gynecologic malignancy. Recently, several 
molecularly targeted anticancer agents have been developed for ovarian cancer; however, its 
prognosis has remained extremely poor. In this study, to identify microRNAs involved in the 
progression of ovarian cancer we analyzed serum microRNAs in patients with ovarian cancer using 
microRNA array and qRT-PCR and examined the anticancer properties of microRNA expression in ovarian 
cancer cells. In patients with ovarian cancer, high amount of miR-135a-3p in serum samples was 
significantly associated with favorable clinical prognosis. In SKOV-3 and ES-2 human ovarian cancer 
cells, enhanced expression of miR-135a-3p induced drug sensitivity to cisplatin and paclitaxel and 
suppressed cell proliferation and xenograft tumor growth. These findings suggest that miR-135a-3p 
may be considered as a biomarker and a therapeutic agent in ovarian cancer. 

研究分野：医学、分子生物学
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1. 研究開始当初の背景 
近未来、本邦では男性の 2人に 1人、女性

の 3人に 1人が悪性腫瘍で死亡することが

報告されています。このように急増する悪

性腫瘍の撲滅に向けて、悪性腫瘍発症予防

や早期診断法の確立とともに標的治療薬の

開発に大きな期待が寄せられています。標

的治療薬は、血液腫瘍の場合には治療症例

における治療標的分子の評価が容易なこと

からも臨床的に著効を示す場合が数多く報

告されています。一方、固形腫瘍における

標的治療の場合には、症例における標的分

子の評価が困難であることから、治療の適

応の診断が困難となり、十分な有効性を示

すことが難しくなっています。このような

背景から、標的治療薬による創薬開発には、

その治療適応を診断する方法の開発が必須

です。悪性腫瘍の一つである卵巣癌は、近

年急増している腫瘍で、手術療法とタキサ

ン系とプラチナ系抗癌剤による化学療法が

標準治療です。しかし、卵巣癌はその 70％

が再発し死亡する致死性の高い疾患で、現

行の核酸アナログに代表される抗癌剤や近

年開発された標的治療薬では予後の改善は

期待できず新たな治療薬とともにその治療

適応を診断する検査法の開発が切望されて

います。 

HB-EGF は上皮系増殖因子ファミリーに

属する細胞増殖因子です。近年、申請書ら

は HB-EGF が卵巣癌・乳癌・胃癌などの

悪性腫瘍で発現が亢進し、その発現を抑制

することで腫瘍形成能が著明に抑えられる

ことから、これらの悪性腫瘍の治療の標的

分子であること報告しています。現在、申

請者らを含め幾つかの製薬企業により世界

的に創薬開発が行われています。申請者ら

は、HB-EGF 抑制標的治療薬 BK-UM

（CRM197）を用いた第 I相臨床試験及び

臨床研究より、血中 HB-EGF 高値の症例

は抗がん剤耐性で予後不良でBK-UM投与

により血中 HB-EGF 値は抑制され、抗が

ん剤による抗腫瘍効果が増強することを明

らかにしています。一方で、血中HB-EGF

値が低値にもかかわらずBK-UMが有効に

作用する症例が存在することも認めていま

す。また、HB-EGFの組織内mRNA発現

量や血中 HB-EGF 値は、卵巣癌症例の臨

床的予後とも相関することが明らかとなっ

ています。このような研究背景から、

HB-EGF とともに患者の血清や組織内の

HB-EGF 関連分子を測定することができ

れば、BK-UM 治療により著明な抗腫瘍効

果を示す症例を診断することが可能となり

ます。すなわち、手術前や化学療法などの

治療経過においてBK-UMの治療適応を診

断する検査法が確立できれば、悪性腫瘍患

者の予後改善とともに医療経費削減を目指

す医療イノベーションを推進できると期待

できます。 
 
２．研究の目的 
本邦では悪性腫瘍は急増し、国民の健康を

守るため、新たな治療の開発は急務です。

このような社会背景のなか、申請者らは、

へパリン結合型増殖因子 HB-EGF が卵巣

癌、乳癌、胃癌などの治療標的分子である

ことを世界で初めて証明し、HB-EGF特異

的抑制剤BK-UMの創薬開発を行っていま

す。BK-UM は、第 I 相臨床試験より高い

安全性と POC(Proof Of Concept)を示し有

効性が期待できる薬剤として、現在全国５

大学で第 II相臨床試験を行っています。こ

れまでの臨床研究より、血中や組織で発現

する HB-EGF は、臨床的予後を大きく反

映することを証明してきました。したがっ

て、BK-UM の治療効果を診断することは

可能で、治療診断薬の開発は癌患者の予後

改善とともに医療経費削減を齎せます。そ

こで、本研究の目的は BK-UMによる創薬

開発にともなう治療適応を診断するミニア

レイ（コンパニオン診断薬）を作製し医療



イノベーションを推進することです。 
３．研究の方法 
 本研究では、期間中に卵巣癌発症により

獲得する生体内の分子情報を全て治療前に

把握して、BK-UM 治療の選択を診断する

検査方法の確立を目指すことです。そのた

めに、研究を二つの方向から研究を推進し

ます。一つは、血清中に発現するmicroRNA

をアレイ解析を通して HB-EGF と関連す

る分子を探索・同定します。もう一つは、

細胞株を用いて HB-EGF 発現亢進するス

トレス環境下で作用する HB-EGF 関連遺

伝子をアレイ解析にて探索・同定します。

同定された遺伝子群の発現を血清や組織で

確認して、臨床的予後、HB-EGF発現量と

比較検討してBK-UM治療の選択を診断す

る検査方法としてミニアレイ作製に選定し

ます。 

HB-EGF の発現亢進に関与する分子は、

十分に解明されていません。HB-EGFと関

連して変動する分子を同定し、生体内で評

価することができれば、著明な抗腫瘍効果

が期待される症例を診断できます。そこで、

HB-EGF 標的治療薬 BK-UM の治療適応

を診断するミニアレイ（コンパニオン診断

薬）として（１）血清中microRNA解析に

より診断する方法（２）癌組織から核酸を

抽出して診断する方法、とを確立するため

の分子情報の獲得を目指します。 

細胞株からの探索： 

卵巣癌細胞株（MCAS、ES2細胞）を三

次元に培養し立体構造をとることで二次元

培養い比較し HB-EGF の発現が著明に亢

進します。そこで、2 種類の細胞株で共通

して立体構造を形成することで細胞培養上

清中に発現が 2 倍以上に亢進する micro 

RNA 及び BK-UM 添加し発現が抑制され

る microRNA を同定しています。12 種類

の卵巣癌細胞株における細胞内 HB-EGF

の発現とともに細胞培養上清中microRNA

のアレイ発現を解析し、継続して細胞上清

中に発現するmicroRNAを探索します。 

ヒト血清からの探索： 

完全切除可能であった初発卵巣癌症例にお

ける手術治療前、治療後の血中 HB-EGF

値の低下を示した 98 例の症例における治

療前の血清中 micro RNA array を行いま

す。 

 次に、細胞株及びヒト血清を用いて探索

した microRNA の共通性について解析し

ます。解析の結果により、探索された

microRNAについては標準治療に不応性・

抵抗性を示した卵巣癌 30 例の初発時の血

清と感受性を示した卵巣癌 30 例の初発時

の血清の microRNA の Array 解析を追加

します。 
 
４．研究成果 

細胞株からの検索により、HB-EGF 特異的阻害

剤 BK-UM を添加し、細胞上清中で有意に発現

が上昇した 5つの miRNA を明らかにしました。

(miR-92a, miR-23a, miR-1299, miR-1246, 

miR-1290, miR-630)。さらにヒト血清を対象

にした解析においては、miR-135a-3p が予後

不良卵巣癌患者において有意に発現が低下

していることを明らかにしました。さらに、

miR-135a-3p は良性卵巣腫瘍や正常卵巣患者

の血清では有意に発現が上昇し、反対に卵巣

癌患者の血清では発現が低下していること

も明らかにしております。続いて、HB-EGF 値

を基準に、HB-EGF 高値群で有意に発現が上昇

する 5 つの miRNA(miR-23a-3p, miR-1290, 

miR-1915-5p, miR-4276, miR-5096)を同定し

ました。そして、HB-EGF が高値、予後不良群

で 有 意 に 発 現 が 低 下 す る 5 つ の

miRNA(miR-24-3p, miR-296-3p, miR-920, 

miR-4462, miR-6717-5p)を明らかにしていま

す。これらの miRNA のプラスミドベクターを

作製し、in vitro 解析を行っています。 
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