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【要旨】　microRNA（miRNA）は直接タンパク質をコードしない 20-25塩基長前後の短鎖 RNAであり、
標的遺伝子の 3′非翻訳領域中の相補的配列に結合したり、直接 mRNAに結合しその翻訳を抑制する
ことで、さまざまな生命現象を調節することが知られている。miRNAは血液中でも安定的に存在し、
その発現パターンががんを含む種々の疾患で変化することが報告されており、診断・治療に関するバ
イオマーカーとしても有望視されている。一方、婦人科領域の主な悪性腫瘍は子宮頸癌、子宮体癌お
よび卵巣癌であるが、子宮頸部扁平上皮癌の SCC、そして卵巣漿液性腺癌の CA125を除き有用な腫
瘍マーカーが存在しない。そこで、子宮頸癌、子宮体癌および卵巣癌患者の血液を対象に、分子生物
学的手法を用いて miRNAの発現解析を行い、バイオインフォマティクスによりその標的遺伝子を探
索し、これらのメカニズムや相互関係を検討することとした。まず microRNA Arrayを用いて miRNA
発現の網羅的解析を行い、腫瘍マーカー候補となる miRNAを同定した。これらを realtime RT-PCR法
で選別したが、in silico解析により子宮頸癌の腫瘍マーカー候補である miR-100が uiquitin specific 
peptidase（USP）15を制御していると思われた。USP15はパクリタキセルの抗がん感受性に与るが、
realtime RT-PCR法やウェスタンブロット法により、低酸素が miR-100の発現を亢進し USP15 mRNA
とタンパクの発現を抑制することを見出した。また、レポーターアッセイにより、USP15が miR-100
の標的遺伝子であることが確認できた。低酸素により子宮頸癌の悪性度が増強されることが知られて
いるが、低酸素による miR-100の発現亢進が子宮頸癌におけるパクリタキセル耐性に寄与することが
示された。今回見出された miRNAは、各々の腫瘍のバイオマーカーとなりうることが示され、これ
らの値や既存の腫瘍マーカー値を組み合わせることにより、婦人科癌の診断や治療の効果判定の一助
となると思われる。
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は じ め に

1980年代より、がん（悪性新生物）は日本人の
主な死亡原因の第 1位を占め、少子高齢化とともに
その割合は増加している1）。近年、日本人の 2人に
1人ががんに罹り、3人に1人ががんで死亡しており、
早期発見、早期治療の必要性が増している。今まで
に種々のがんにおいて、遺伝子レベルでの解析がな
され、様々な分子標的治療薬の開発が行われている
が、治療成績の飛躍的向上に結びつくような鍵とな
る遺伝子は見つかっていない。ところで、近年ゲノ
ム情報発現系における新たな調節・制御分子として
miRNAが注目されている。miRNAは直接タンパク
質をコードしない 20-25塩基長前後の短鎖 RNAで
あり、標的遺伝子の 3′非翻訳領域中の相補的配列
に結合することでその発現を抑制したり、直接
mRNAに結合しその翻訳を抑制することで、さま
ざまな生命現象を調節することが知られている2）。
特にがんとの関連においては、がん遺伝子を分解し
がん抑制遺伝子のように働く miRNAや、逆にがん
抑制遺伝子を分解しがん遺伝子のように作用する
oncogenic miRNAの存在も明らかになってきた。ま
た、従来細胞質内にのみ存在すると考えられていた
miRNAが、エクソソームとよばれる細胞内小器官
から血液中に分泌されていることが分かってきた3）。
一般に、血清中には RNaseが存在するため、血中
に入った RNAは速やかに分解されることが知られ
ているが、この血液中の miRNAは安定的に存在し、
その発現パターンががんを含む種々の疾患で変化す
ることが報告されている。そして、miRNAはさま
ざまな疾患の診断・治療に関するバイオマーカーと
しても有望視されている。
がんにおけるバイオマーカーは腫瘍マーカーであ
るが、その歴史は古く、世界で最初の腫瘍マーカー
は 1948年に骨髄腫患者の尿中から発見された「ベ
ンスジョーンス蛋白」である4）。1963年には Abelev
らにより肝臓癌マウスの血中から AFPが、1965年
にはGoldらにより大腸癌組織からCEAが発見され、
1970年代の「モノクローナル抗体」作製技術の確
立により、これら腫瘍マーカーの測定系の安定化が
なされた5-7）。良い腫瘍マーカーの特徴は、特異性
が高いこと、感度が良いこと、そして測定が簡便で
あることであり、その意義は、① がんの早期発見、
② がんの治療効果判定、③ がん治療後の経過観察

（再発モニター）である。
婦人科領域の主な悪性腫瘍は子宮頸癌、子宮体癌
および卵巣癌である。本研究では、これら婦人科悪
性腫瘍患者の血液を対象に、分子生物学的手法を用
いて miRNAの発現解析を行い、バイオインフォマ
ティクスによりその標的遺伝子を探索し、これらの
メカニズムや相互関係を検討する。そして、子宮頸
癌、子宮体癌および卵巣癌の早期発見、治療効果の
判定や再発診断に結びつく新しい腫瘍マーカーの開
発への足がかりを追求する。

子宮頸癌と miRNA

世界的に最も頻度の高い婦人科悪性腫瘍は子宮頸
癌であるが、子宮頸癌の組織型は大きく扁平上皮癌
と腺癌の 2種類に分類される。子宮頸部扁平上皮癌
の腫瘍マーカーとして SCCが知られているが、前
癌病変である子宮頸部内腫瘍（CIN）や早期子宮頸
癌ではその値が上昇しない8）。SCC値の高くない進
行子宮頸癌症例も珍しくない。また、子宮頸部腺癌
には特定の腫瘍マーカーが存在しない。子宮頸癌の
腫瘍マーカーとなりうる miRNAを同定できれば、
その早期発見に寄与できるのみならず、治療効果の
判定や再発診断の重要なツールとなる。
研究方法
インフォームドコンセントを得て採取された子宮
頸癌 8例および健常者 8例の血清から total RNAを
抽出し、それらを Hy3/Hy5の 2色にて蛍光標識を
行い、Exiqon 社の miRCURY LNA microRNA Array
を用いて miRNA発現の網羅的解析を行った。1,223
の miRNA のうち 3倍以上の発現の差異を認めた子
宮頸癌新規腫瘍マーカー候補となる miRNAは、 
miR-483-5p、miR-1246、miR-1275および miR-1290
の 4種であった。インフォームドコンセントを得て、
健常群（N群）34例、子宮頸部上皮内腫瘍群（CIN
群）64例、子宮頸癌群（CC群）47例から血液を
採取し、total RNAを抽出後、各 miRNAの相対的
発現量を realtime RT-PCR法にて定量解析した。ま
た、過去の文献から子宮頸癌組織における miRNA
の発現量に差異のある miR-21、miR-34a、miR-

100、miR-143についても同様に realtime RT-PCR法
にて定量解析した。各 miRNA発現量の ROC曲線
からカットオフ値を設定し、血清中の各 miRNAの
発現と臨床病理学的因子および予後との関連につい
て検討した（図 1）。
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miR-100について in silico解析（miRNA BLAST
解析）を行い、その標的遺伝子を探索し、ubiquitin 
specific peptidase （USP） 15が候補として見出され
た。USP15はパクリタキセル感受性遺伝子として
単離され、caspase-3の安定化に寄与することが報
告されている9）。低酸素状態は、子宮頸癌の化学療
法や放射線療法に対する感受性を低下させ、その悪
性度を増すことが知られているが、子宮頸癌細胞株
を低酸素に暴露させ miR-100および USP15の発現
を調べた。具体的には、子宮頸癌細胞株 HeLaを通
常酸素濃度と低酸素下（1%O2）に 24時間培養し、
RNAおよびタンパク質を抽出した。miR-100と
USP15 mRNAの発現を realtime RT-PCR法により検
討し、USP15タンパクの発現は western blot法にて
確認した。次に、3′UTRを含む USP15遺伝子配列
をルシフェラーゼコンストラクトに組み込み、低酸
素暴露および miR-100の強制発現系の影響をルシ
フェラーゼアッセイにより調べた。また、miR-100
の強制発現系における HeLaに対するパクリタキセ
ルの感受性の変化を、増殖能とアポトーシス検出を
もって検討した。
成果と結論
血清中 miR-483-5p、miR-1246、miR-1275、miR-

1290の発現量は、子宮頸癌患者において有意に亢
進していた（図 2）。また、臨床進行期とも相関性
が認められた。miR-100の発現量は子宮頸癌患者に
おいて有意に低下しており、リンパ節転移の有無を
含め臨床進行期と相関性が認められた。さらに、無
増悪生存期間とも相関し、予後の予測マーカーとな
る可能性が示された（図 3）。特に、miR-100は、
CINではその発現量に変化が認められず、子宮頸癌
の早期診断を可能とするバイオマーカーとなる可能
性が示唆された。
子宮頸癌細胞株 HeLaを低酸素に暴露させたとこ
ろ、低酸素により miR-100の発現は亢進し、USP15 

mRNAとタンパクの発現は有意に減弱した（図 4）。
また、低酸素はルシフェラーゼ活性を抑制した（図
5）。HeLaは miR-100強制発現系ではパクリタキセ
ルに耐性を示し、アポトーシスを抑制した（図 6）。
低酸素によりがんの悪性度が増強されることが知ら
れているが、低酸素による miR-100の発現亢進が、
パクリタキセル耐性に寄与することが示された。難

図 1　研究方法のフローチャート

図 4　低酸素が miR-100を亢進し、USP15の発現を抑制す
る

 HeLa細胞を低酸素に暴露すると、miR-100の発現は
亢進し USP15の mRNA発現は低下した。

図 3　miR-100による Kaplan-Meier生存曲線
 miR-100が低値の場合、無再発生存率が低下した。（p 

= 0.0396）
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図 2　子宮頸癌における各 miRNAの発現
 健常者に比べ子宮頸癌において各 miRNAの発現が亢

進していた。（Kruskal Wallis検定）
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治性のパクリタキセル耐性婦人科がんの治療に、
miR-100や USP15を用いたプレシジョン医療や分
子標的治療が有用であるかもしれない。

子宮体癌と miRNA

欧米など先進国に多いとされる子宮体癌は本邦に
おいても近年著しく増加し、年間の発症件数は子宮
頸癌を越えた10）。子宮体癌は、早期に診断、治療が
行われた場合は予後良好だが、進行例では予後は不
良となる。早期診断のために子宮内膜細胞診が行わ
れているが、陰性例の約 5%に癌が検出され、陽性
率も約 70-80%と決して満足すべきレベルではな
い。臨床の現場では、子宮内膜細胞診を行う際に疼
痛を伴うことや施行困難例もしばしば見られる。腫
瘍マーカーとしては CA125、CA19-9や STNなど
が用いられているものの、I期子宮体癌に対する陽

性率は各々 30%以下であり、3者によるコンビネー
ションアッセイでも陽性率は 50%程度と、スクリー
ニングとしての意義が乏しい状態である。そのため、
より低侵襲で有効な子宮体癌の早期診断法の確立が
望まれている。
研究方法
インフォームドコンセントを得て採取された子宮
体癌 8例および健常者 8例の血清から total RNAを
抽出し、それらを Hy3/Hy5の 2色にて蛍光標識を
行い、Exiqon 社の miRCURY LNA microRNA Array
を用いて miRNA発現の網羅的解析を行った。1,223
の miRNA のうち 3倍以上の発現の差異を認めた子
宮体癌新規腫瘍マーカー候補となる miRNAは、 
miR-633、miR-556-5p、miR-1275、miR-Plus-

G1079-5pおよび miR-4306の 5種であった。イン
フォームドコンセントを得て、健常群（N群）14例、
子宮内膜増殖症群（EH群）4例、子宮体癌群（EMC
群）34例から血液を採取し、total RNAを抽出後、
各 miRNAの相対的発現量を realtime RT-PCR法に
て定量解析した。各 miRNA発現量の ROC曲線か
らカットオフ値を設定し、血清中の各 miRNAの発
現と臨床病理学的因子および予後との関連について
検討した。
成果と結論
miR-633、miR-556-5p、miR-1275、miR-Plus-

G1079-5pおよび miR-4306の 5種のうち、血清中
miR-1275、miR-4306の発現量は、子宮体癌患者に
おいて亢進しており、また、臨床進行期と相関性が
認められた（図 7）。血清中の miR-1275、miR-4306
は子宮体癌のバイオマーカーになり得る。しかし、
miR-1275は、子宮頸癌においてもその発現量は亢
進しており、特異性が低い。

卵巣癌と miRNA

卵巣癌の腫瘍マーカーとして CA125や HE4が用
いられているが、早期診断には不向きである。これ
まで卵巣癌検診の手段として超音波検査や血清
CA125の測定等が試みられてきたが、現在まで卵
巣癌の死亡率の軽減が証明されるような有効な検診
法は見出されていない11）。また、卵巣癌の腫瘍マー
カーを探索するためにさまざまな試みがなされ、多
くの研究成果が発表されているが、未だ CA125に
優る腫瘍マーカーの発見には至っていない。上皮性
卵巣癌は、主に漿液性癌・明細胞癌・類内膜癌・粘

図 6　miR-100がパクリタキセルに対する抵抗性を増す
 HeLa細胞において miR-100を強制発現させると、パ

クリタキセルに対する感受性が低下し生存細胞が増え
た。
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図 5　低酸素が USP15の翻訳を抑制する
 HeLa細胞を低酸素に暴露するとルシフェラーゼ活性

が減弱した。
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液性癌の四種の組織型に分類されるが、中でも明細
胞癌は欧米に比べ本邦に多く悪性卵巣腫瘍全体の約
1/4を占め、化学療法に対する抵抗性と再発率から
悪性度の高い予後不良な疾患であると考えられてい
る12）。CA125は卵巣癌患者の約 8割に陽性を示すが、
中でも漿液性癌、類内膜癌で高頻度に陽性を示す。
しかし、明細胞癌や粘液性癌ではあまり上昇せず、
これらの早期診断は難しい。このため、予後不良で
あることで知られている卵巣明細胞癌に対する低侵
襲で早期診断を可能にする特異的腫瘍マーカーの開
発が必要であり、それを可能とする血清 miRNAの
探索・同定を試みた。
見出された血清 miRNAを抽出し測定することに

よって、卵巣明細胞癌の診断・治療に関するバイオ
マーカーとなり得るか否かを検討し、早期発見、治
療効果判定や再発のフォローに繋がることを期待す

る。
研究方法
インフォームドコンセントを得て採取された卵巣
明細胞癌、子宮内膜症および同年代の骨盤臓器脱患
者または健常者から 10 mlの末梢血液検体を採取
し、total RNAを抽出した。それらを Hy3/Hy5の 2
色にて蛍光標識を行い、Exiqon社の miRCURY LNA 
microRNA Arrayを用いて miRNA発現の網羅的解析
を行った。この結果見出された miRNAについて、
realtime RT-PCR法にて定量解析した。そのうえで、
それぞれの miRNA量を卵巣明細胞癌・子宮内膜症・
正常群間で統計学的に解析し、単独ないしコンビ
ネーションアッセイにおいて感度・特異度に優れた
バイオマーカーとなるかの確認を行った。卵巣明細
胞癌群で、治療によるそれぞれの血清中 miRNA量
の変化を統計学的に解析し、治療の効果判定に有用
であるかを検討する。それぞれの miRNAに関し in 
silico解析を行い、卵巣明細胞癌発生・進展に関わ
る候補標的遺伝子を探索・同定し、その相関性を分
子学的手法によって解析し確認する。
成果と結論
1,223の miRNA のうち 3倍以上の発現の差異を

認めた卵巣明細胞癌新規腫瘍マーカー候補となる
miRNA は、miR-146a、miR-191、miR-484、miR-

574-3pであった。in silico解析により、miR-146a の
標的遺伝子の候補として AT-rich interactive domain-

containing protein（ARID1A）が見出された。ARID1A
はクロマチンリモデリングに関わる遺伝子である
が、卵巣明細胞癌において高頻度に変異を生じてい
ることが知られている13）。
本邦では卵巣明細胞癌の卵巣悪性腫瘍に占める割
合が高く、発生母地として考えられている良性疾患
である卵巣子宮内膜症性嚢胞との鑑別も重要と考え
られる12）。子宮内膜症との鑑別が可能となれば、外
科的治療ではなく薬物療法を希望する患者にとって
の福音となる。

お わ り に

代表的な婦人科領域の悪性腫瘍である子宮頸癌、
子宮体癌および卵巣癌について、その血清中
miRNAの発現解析を行い、バイオインフォマティ
クスによりその標的遺伝子を探索した。それぞれの
癌腫における新しい腫瘍マーカー候補としての
miRNAが見出されたが、早期発見、治療効果の判

5

図 7　子宮体癌における各 miRNAの発現
 健常者に比べ子宮体癌において各 miRNAの発現が亢

進していた。（*Mann-Whitney検定 : P < 0.05、EAH : 
子宮内膜異型増殖症、EMC : 子宮体癌）
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定や再発診断に結びつく腫瘍マーカー開発のため
に、今後も研究を重ねていきたい。
稿を終えるにあたり、共同研究者の教室の永光雄
造先生、佐々木徹先生、高見澤重篤先生、徐文逹氏、
東京医科大学分子病理学教室の黒田雅彦教授、大野
慎一郎先生、東京医科大学医学総合研究所の大屋敷
純子教授、梅津知宏先生に感謝申し上げます。
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