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研究成果の概要（和文）：転移を有する腎癌等の患者で、治療前、治療中の血清・血漿を採取。タンパク、エキ
ソソームmiRNAを得、薬物療法耐性にかかわる核酸を含む血清マーカーを同定する。今回、進行腎癌の治療薬で
あるアキシチニブ（AXT）で治療した進行腎癌患者血清中のmiRNAや血清蛋白の発現と予後の関連を解析した。
AXT投与後miR-21低下群は有意に無増悪生存期間が延長した。AXT投与4週後の血清PAI-1濃度が0週より低下した
群で、有意にPFSおよびOSが延長し、0週での濃度が高い群で有意に奏功率が良好であった。以上より、AXT治療
前後の血清miR-21や血清PAI-1濃度がバイオマーカーとなりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To explore candidate serum cell-free nucleotic acid or protein biomarkers 
associated with drug resistance in advanced urological cancers, we collected and analyzed the serum 
exosome RNA and proteins. As the results focusing on Axitinib therapy in advanced RCC patients, 
patients whose serum miR-21 level was decreased after Axitinib treatment had significantly better 
progression free survival. Patients whose serum PAI-1 level was decreased after Axitinib treatment 
had significantly better progression free survival and overall survival. In addition, the 
pre-treatment PAI-l level was significantly associated with the objective response rate. 
In conclusion, the serum miR-21 level or PAI-1 protein level may be a promising biomarker in the 
Axitinib treatment for advanced RCC patients.

研究分野： 泌尿器科
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１．研究開始当初の背景

腎癌を含む泌尿器癌や他の固形癌でも、転
移巣はもちろん原発巣でも腫瘍細胞には遺伝
子変異に著しい多様性があることが示され、単
に腫瘍の生検から治療抵抗性に関連する遺伝
子異常を同定・予測することは困難なことが示唆
された（N Engl J Med. 366, 883–, 2012）。ま
た転移のある患者は病状が進行すると多発転移
となり、どの病巣が治療抵抗性の核となるかも不
明である。末梢循環血漿中フリーDNA やエクソ
ソーム中の RNA は大部分が腫瘍細胞由来であ
ることが多くの報告で示唆されている。この抹消
血液中 DNA やエクソソーム RNA は多発転移
や多発腫瘍を伴う患者では多くの病巣の総和の
DNA プロフィールや RNA プロフィールの集合
体である。従って、転移病巣の生検が不可能な
症例でもこの抹消血液中 DNA や RNA を解析
し治療経過とともにフォローすると、治療抵抗性
の変異や変化を知ることが出来る可能性があ
る。 

２．研究の目的 

①転移を伴う泌尿器癌のうち、腎癌に対する分
子標的薬、前立腺癌に対する内分泌療法、尿
路上皮癌に対する化学療法をモデルとして、
薬物療法開始前、治療中、抵抗性となった時
点での、末梢循環血漿 DNA や RNA から変
異探索や RNA 発現プロフィール解析を行う。 

②次に、抵抗性となった時点での変異解析や
RNA 発現プロフィールから、過去の変異フラ
クションや発現フラクションを解析し、治療抵抗
関連遺伝子変異や miRNA 発現を突き止め、
これらの泌尿器癌の薬物療法抵抗性のコアを
なす変異や発現異常と、その生物学的本態を
明確にする。 

③上記により、泌尿器癌薬物療法抵抗性のマー
カーの同定とともに抵抗性克服への布石とな
る知見を得、Liquid Biopsy（＝体液からの腫
瘍生検、Nature Med 2013）の良いモデルと
なることを目指す。 

３．研究の方法 

転移を有する腎癌、尿路上皮癌、前立腺癌患
者で、各々、血管新生阻害分子標的薬、CDDP
を含む化学療法、内分泌療法を行う患者を書面
での同意の下、治療前、治療中の画像診断によ
る効果判定時に血漿を採取。各血漿サンプルよ
り Cell-free の DNA、エキソソーム miRNA、蛋
白を得る。病勢進行や治療耐性状態になった血
漿 DNA、miRNA を解析。ドミナントな変異やド
ミナントな miRNA 異常発現、Bio-Plex Pro™ 
Human Cancer Biomarker Panel1&2 で顕
著なサイトカインや増殖因子を絞る。このドミナン
トな異常を過去の経時サンプルでの fraction を

評価。治療抵抗性へのキーとなる異常を同定
する。 
具体的には： 

① 先ず各患者で薬物療法によって、 (ⅰ)効
果を示し最も病変が少なくなった時点の血漿
サンプルと、 (ⅱ)抵抗性となり明らかな病変
が多発化・進行した時点での血漿サンプルに
おいて、この (ⅰ)と(ⅱ) のmiRNAの発現量
プロフィールを比較し、著しい違いを示した、
miRNA を治療抵抗性関連候補として、解析
する。  

② Cell-free の血漿より DNA については
NucleoSpin® Plasma XS 、エクソソーム
miRNA は ExoMirＴＭキット等で抽出し、解
析に用いる。 

③ 患者の薬物療法への反応性、効果、再発、
憎悪、などの臨床情報とともに、エクソソーム
由来 miRNA の解析を、miRNA Array 解析
（miRCURY LNA microRNA Array）を用
いて、3000 を超える miRNA 種を一挙にスク
リーニングする。血清蛋白は Bio-Plex Pro™ 
Human Cancer Biomarker Panel #1&2
で解析する。 

４．研究成果 

1) 進行（とくに転移性）腎癌に対する主要な分
子標的薬であるアキシチニブ治療抵抗性との
関連に注目して、研究を進めた。アキシチニブ
で治療を受けた進行腎癌患者を対象とし、アキ
シチニブ投与開始前（0 週）の各種血清蛋白濃
度と PFS、OS、奏功率との関連を検討したが、
血清 sVEGF-R2 と PDGF-AB/BB の 0 週での
濃 度 が 低 い 群 、 お よ び 血 清 PAI-1
（Plasminogen ）の 0 週での濃度が高い群で
有意に奏功率が良好な傾向にあった（図 2）。
一方、PFS・OS と 0 週の血清蛋白濃度との有
意な関連は認められなかった。 

2) 0 週と 4 週の間の各種血清蛋白濃度の増減
と PFS、OS、奏功率との関連を検討したところ、
血清 PAI-1 および IL-18 濃度が 0 週より低下
した群で有意に奏功率が良好であった（表 4：p 
= 0.014,  p = 0.014）。 

3) アキシチニブ投与開始 4 週後に血清 PAI-1
濃度が 0 週より低下した群で、有意に PFS およ
び OS が延長した。（図 3：15.0 ヶ月 vs 5.1 ヶ
月：p = 0.027、35.0 ヶ月 vs 14.2 ヶ月：
p=0.026） 

4) 多変量解析では、血清 PAI-1 濃度の治療
前後での変化は独立した PFS および OS の
予測因子であった（p = 0.015, p = 0.032）。  

5) アキシチニブ投与後 miR-21 低下群は有意
に無増悪生存期間が延長した。 

6) 以上より、アキシチニブ治療前後の末梢血
中エクソソーム内の miR-21 や血清 PAI-1 濃度
が進行腎癌に対するアキシチニブ治療におい



て、末梢血由来のバイオマーカーとなりうると考え
られた。 
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