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血漿中miR－92aの発現は大腸癌の有無に関与する
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【要旨】癌の治療において早期癌の根治治療が可能になった今日、特に早期に癌を診断することや治療

の選択を既定する予後因子の測定の重要性が再認識されており、より鋭敏なマーカーの発見が望まれて

いる。また、近年non－coding　RNAの一種であるmicroRNA（miRNA）が血漿中に存在し、患者への負

担が少なく、高感度な診断マーカーとして注目されている。そこで、我々はこの血漿中の分泌型

miRNAに着目し、マイクロアレイを用いて大腸癌患者における血漿miRNAのプロファイリングを行い、

変化を示すmicroRNAの同定を試みた。その結果、　miR－486－5p、　miR－1225－5p、　miR－92a、　miR－630が

顕著に変化を示していた。これらの中で、miR－92aが「miR－17－92　cluster」と呼ばれ、癌発生に関わる

重要な領域より転写されることに着目し、Real－Time　PCRを用いて追加解析を行った結果、血漿中の

miR－92aは大腸癌患者において有意に減少していることがわかった。また、この結果が癌組織に由来す

るかどうかを調べるため、大腸癌組織をマウスに移植し生育させたところ、マウス血漿中のmiR－92a

の発現が有意に減少することが確認された。

　以上の結果より、血漿中miR－92aは大腸癌組織の有無を検：出する有意義なマーカーであることが示

された。

はじめに

　食生活の欧米化に伴い、日本でも欧米諸国と同じ

く大腸癌が増加傾向にあり、日本で2番目に多い癌

となっている。大腸癌は他の臓器の癌に比べて比較

的緩除に転移・進展する傾向があり、早期発見、早

期手術によって完治する確率が高いと報告されてい

る。現在、大腸癌においてはCEAやCA19－9といっ

た腫瘍マーカーが用いられるが、それらを早期診断

に用いるには、感度が低く、より鋭敏なマーカーの

発見が望まれている。

　microRNA（以下、　miRNAあるいはmiR）は、細

胞内に存在する長さ20から25塩基ほどの1本鎖

RNAであり、他のタンパクをコードする遺伝子の

発現を調節する機能を持つ。現在、既に多種の

miRNAが同定されデータベースに登録されている
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が、それぞれのmiRNAは、相補的な塩基配列を持

つ標的mRNAに特異的に作用し、そのmRNAの分
解または翻訳阻害という2様式で機能するD。近年

の研究結果では、特定のmiRNAの発現が変化する

ことで癌が進行することや2）、癌の分類や予後予測

において有効に機能することが報告されている3）。

中でも染色体13q．31－3に位置するmiR－17－92　cluster

と呼ばれる領域は6つのmicroRNA、　miR－17、　miR－

18a、　miR－19a、　miR－20a、　miR－19b－1、miR－92a－1によっ

て構成され、この領域の欠損マウスは肺の形成不全4）

やB細胞の分化異常5）で生後すぐに死ぬことが知ら

れている。またこの領域の発現上昇は、肺癌6）、B

細胞リンパ腫7）、慢性骨髄性白血病8）、骨芽腫9）、大

腸癌10）、肝癌ll）など種々多様な癌の進行において

重要であることが報告されており、癌マーカーとし

ての有用性が考えられる。

　一方、血清中にはRNaseが存在することから、

血中に入ったRNAは短時間で分解されることが知

られている。したがって血清中にmiRNAが存在す

ることもありえないと考えられてきた。このような

中、まず2つの研究グループが胎盤由来のmiRNA

の存在を母胎の血漿中で確認した12）13）。つづいて

Mitchellらが、血清中に存在するmiRNAを網羅的

に解析し13）、さらに、我々の研究グループも血液中

からmiRNAが検出できることを見いだし、白血病

患者や肝癌患者血清中の疾患特異的なmiRNAの検

出に成功した14）。これらの結果は、血液中に存在す

る分泌型miRNAの検出が、高感度な診断マーカー

として有用であることを示すものである。

　このような背景から、本研究では大腸癌患者にお

ける高感度な診断マーカーを探索する目的で、血漿

中のmiRNAのプロファイリングを試みた。また、

この結果を検証するために、大腸癌組織をマウスに

移植し、マウス血漿中のmiR－92aの発現の変化を

検討した。

研究材料および方法

　検体収集

　すべての検体は、インフォームドコンセントのも

とで東京医科大学病院において集められたものであ

り、ヘルシンキ宣言に則った東京医科大学医学倫理

審査委員会の承認を得て行われた（承認番号：987）。

American　Joint　Committee　on　Cancer（AJCC）規定の

分類による臨床情報の詳細はTable　1に記載した。

東京医科大学病院にて大腸癌と診断された20例の

患者と22人の健常者のボランティアから採血し、

血漿分離を行い解析に用いた。

　血漿回収、RNA抽出

　末梢血は、1600×gで15分間遠心されたのち上清

を血漿として使用した。RNA抽出にはIsogen－LS

（ニッポンジーン）を製品プロトコルに従って、250

μ1の血漿に対しIsogen－LSを750μ1使用した。

　microRNAマイクロアレイ

　RNAはAgilent社のHuman　microRNA　Microarray

Kitの製品プロトコル（ver．1．5）に従って行われ、

検出、画像解析はAgilent社のDNA　Microarray

Scanner、　Feature　Extraction　Software　v9．2をそれぞれ

用いた。

Table　1　Characteristics　ofcolon　cancer　patients

Mean土SD　or　n（％）

Age

Sex

male

female

69．7士9．38

14　（700／，）

6　（300／，）

AJCC　classification

Stage　I

Stage　II

Stage　III

Stage　IV

6　（300／，）

6　（300／，）

3　（150／o）

5　（250／o）

Tota1 21　（looo／，）
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　定量RT－PCR

　逆転写反応ではTaqMan⑭　MicroRNA　microRNA　RT

Kit（Applied　Biosystems）とmicroRNA　specific　stem－

loop　primerを用い（miR－92；4374013，　miR－638；

4380986，miR－16；4373121，Applied　Biosystems）、定

量PCRでは、　TaqMan⑭　MicroRNA　Assays（Applied

Biosystems）とTaqMan⑭　Universal　Master　Mix，　No

AmpErase⑱　UNG（Applied　Biosystems）を、それぞれ

製品プロトコルに従って行った。解析装置には

Mx3005pTM　QpCR　system（STRATAGENE）を用い、

Ct決定の為の基準線と閾値の解析にはMxPro－

Mx3005P　version　3．00（STRATAGENE）のautomatic　Ct

settingを用いた。統計検定にt一検定を用い、有意

差水準は5％とした。ヒト血清検体のデータの標準

化においては、miR－638を用いた。マウスの血清検

体のデータの標準化においては、miR－16を使用し

た。

　動物実験

　本研究における全ての動物実験は「東京医科大学

動物実験規定（2007年）」を遵守し、博愛の精神に

基づき実験を行った（東京医科大学動物実験委員会

承認、：S－22－018）。東京医科大学病院にて切除され

た6例の大腸癌手術摘出材料をペニシリン、ストレ

プトマイシン存在下のPBSで洗浄後、8週齢、雄、

Rag2≠／B6マウスの背部皮下に移植した。移植にお

いては、2mm角の腫瘍片を数個移植し、後に長径1．O

cmの腫瘍を得た。この動物をエーテル麻酔後に心

臓採血を行い、血漿を分離し、その後の解析に使用

した。
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結 果

血漿サンプルを用いたマイクロアレイ実験により、

microRNA約1，000個中の100－150個程度が検出さ

れた（Fig．1）。また、血漿中のmicroRNAの順位は

安定した指標であるとの過去の報告より15）データ

を解析した結果、miR－486－5p，　miR－1225－5p，　miR－

92a，　miR－630が顕著に変化を示していた（Fig．2）。

　さらに、この中でも、我々はmiRI7－92　clusterに

存在するmiR－92aに着目し詳細解析を行った。具

体的には、大腸癌患者20例（Table　l）における

miR－92aの発現をTaqMan　qRT－PCR法を用いて解析

した。その際、血清中で恒常的に高発現している

miR－638を用いてデータの標準化を行なった13）。そ

の結果、健常者22例と比較検討したところ、AJCC

　　　colon　cancer　Normal
Fig．1　Expression　profiling　of　miRNAs　in　plasmas　of　patients

　　　with　colorectal　cancer

　　　x－axis：　samples，　y－axis：　signal　intensity　of　the　microar－

　　　ray．　Seven　samples　from　the　left　side　are　colorectal　cancer

　　　patients　of　plasma　and　7　samples　from　the　right　side　are

　　　normal　ones．　One　hundred　fifty　microRNAs　were
　　　detected　as　histograms　in　each　sample．

病期分類におけるstage　II、　stage　IIIにおいてmiR－

92aの有意差な減少が見られた（それぞれ、
p－O．015，0．OO12）　（Fig．3）．

　以上の結果は、大腸癌の発生が、直接的にmiR－

92aの発現の減少を引き起こしている可能性を示す

ものであるが、さらにマウスに大腸癌組織を移植す

ることでの血清miR－92aの発現検討を行った。今

回は、ヒト大腸癌手術検体から腫瘍片を採取し、T

細胞及びB細胞を欠如したRag2吻B6マウスに移植

した。移植後一ヶ月後、腫瘍が生着した後に、血清

miR－92aの発現をTaqMan　qRT－PCR法を用いて確認

した。データの標準化にはmiR－16を用い、その結

果血清miR－92aの有意な減少が確認された
（p－o．043）（Fig．4）。以上の結果は、大腸癌による、

直接的なmiR－92aの減少を示すことが示唆された。

考 察

　本研究において、血漿中のmiRNAが約100種類

ほど検出され（Fig．1）、過去の報告とある程度一致

した結果であった15）。しかし、我々の結果では

miR－638などが高い発現を示していたのに対し、他

の報告ではそれらが検出されなかったことなど、各

miRNAの存在量に関してはいくつかの報告とは一

致していないものもあった14）。また、我々の実験時

から現在までにも新規のmiRNAの発見がなされて

いるなど、実験上のプラットフォームに依存した検

（3）
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Fig．　2　Comparison　of　signal　intensity　ranks　various　miRNAs　in　plasmas　ofpatients　with　colorectal　cancer　by　microarray　analysis．

　　　Y－axis　indicate　the　mean　ratio　of　the　signal　intensity　rank　of　colorectal　cancer　to　the　normal　rank　of　each　microRNA．　lt　reveals

　　　that　the　value　of　minus　numbers　in　the　graph　are　the　decreasing　miRNAs　in　plasmas，　on　the　other　hand，　the　value　of　plus　numbers

　　　indicate　increasing　miRNAs．　Sequentially　from　the　left，　the　30　miRNAs　showed　a　high　ratio　of　the　signal　intensity　rank　of　nor－

　　　mal　plasmas．　The　miRNAs　which　were　enclosed　in　the　box　showed　dramatical　changed．　（absolute－value＞1．0）

miR－92a／miR－638
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Fig．　3　Comparison　of　the　ratio　of　miR－92a　signal　intensity　to

　　　miR－638　signal　intensity　in　plasmas　ofnormal　or　colorec－

　　　tal　cancers　ofvarious　stages．

　　　The　Y－axis　represents　the　mean　ratio　of　the　signal　inten－

　　　sity　for　miR－92a／miR－638　expression．　We　used　miR－

　　　638　for　the　normalized　signal　intensity　in　each　sam－

　　　ple．　The　X－axis　represented　the　stage　for　colorectal

　　　cancers　according　to　ACJJ　classification．　（Nor－

　　　mal：　n＝22，　stage　1：　n＝＝6，　stage　2：　n＝6，　stage　3：　n＝＝3，

　　　and　stage　4：　n＝5）　Error　bars　represent　s．d．　＊p－value

　　　〈O．05，　＊’p－value〈O．Ol

出結果の限界などが考えられる。

　今回、大腸癌患者においてmiR－92aの減少が確

認されたが、なぜ癌患者の血清中において、特異的

にmiR－92aの発現が減少するのか、そのメカニズ

ムは不明である。この現象は、血液中に存在する

miRNAの発現制御機構を考察するうえで非常に興

味深い。すなわち、この現象の理由として2つの可

能性が考えられる。1つは大腸癌細胞からmiR－92

の分解を促進する分子が分泌されている可能性であ

り、もう一つは癌細胞が血液中のmiR－92を選択的

に取り込んでいる可能性である。しかし、いずれの

場合も、現時点では仮説の域をでないため、今後の

詳細な検討が重要になってくる。また、Fig．2，3に

見られるように、大腸癌においてmiR－92aの発現

が有意に変化していたことは確かであったが、その

変化がstage　IIやstage　IIIでのみ有意差がみられた

ことは解釈が難しい。また、stage　Iでも有意差はな

いものの減少が見られ、今後の大規模解析により明

確な結論が見出せると考える。

　一方、stage　IVではmiR－92aの上昇が認められた

が、この結果は、腫瘍の転移の有無による影響を受

けたのではないかと思われる。近年の研究から、血

液中のmiRNAはexosomeと呼ばれる分泌型小胞に

包まれた状態でRNaseなどの分解を受けずに体液

中をめぐっていることが明らかになっている16）17）。

Exosomeは、細胞が分泌している直径10～100　nm

の膜小胞であるが、分泌する細胞の起源によって異

なるものの、Exosome中には100から300種類の蛋

白質、100種類前後のmRNA、そして200種類を超

（4）
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Fig．　4　Comparison　of　the　ratio　miR－92a　signal　intensity　to　miR－

　　　16　signal　intensity　by　TaqMan　qRT－PCR　among　the　plas－

　　　mas　of　mice　bearing　a　human　colorectal　cancer　and　mice

　　　not　bearing　human　colorectal　cancers．

　　　We　used　miR－16　to　normalize　the　signal　intensity　in　each

　　　sample．　The　Y－axis　represented　the　mean　ratio　of　the

　　　signal　intensity　for　miR－92a／miR－16　expression　in　plasms

　　　of　normal　mice　（n＝4）　and　the　transplanted　mice

　　　（n＝6）．　Error　bars　represented　s．d．　“p－value〈O．05

えるmiRNAが内包されている。興味深い事に、こ

れらのexosomeはcirculating　tUmor　cellにおいて、よ

り多く分泌されている可能性も示唆されており18）、

今回のstageによるmiR－92aの発現の差も、転移能

を獲i得した癌細胞の有無を反映している可能性も考

えられ、今後のより詳細な検討が必要である。

　動物実験の結果からは、大腸癌組織による血漿

miR－92aへの影響を検証したものであり、予想され

るように血漿中のmiR－92aの存在量は、大腸癌組

織の移植によって減少することが確認された（Fig．

4）。この結果は、大腸癌による直接的なmiR－92aの

減少を示すものであるが、今後は、腫瘍免疫に対す

るmiR－92aの影響なども考慮し、検討していく必

要がある。

　今回着目したmiR－92aは、　miR－17－92　clusterに存

在し、多くの癌において非常に重要な役割を持って

いると考えられているが、このmicroRNAは細胞周

期の調節因子であるp63を負に制御することで細胞

増殖を促進することや5）、血管新生を制御すること

などが知られている19）。また、肝癌や急性白血病な

どの癌細胞や癌組織中で非常に高い発現を示してい

ることも知られている20）21）。今後、これらmiR－92a

の減少するメカニズムや臨床応用にむけての詳細な

検討が重要になってくる。今回の血漿中のmiR－92a

の変化が、実際の癌組織や個体全体とどう関与する

か、解明することにより生物学的な意義を含めた癌

マーカーとしての有用性が高まると考えられる。

結 論

　血漿中のmiR－92aのレベルは大腸癌組織に影響

を受け変化することが確認され、新たなバイオマー

カーになりうる可能性が示唆された。

　なお、本研究は、平成20年度～24年度、文部科

学省・私立大学戦略的基盤研究形成支援事業「分子

情報に基づく難病研究拠点形成：エピジェネ

ティックスを標的とした統合的がん克服のための研

究拠点形成」による研究資金で行われた。
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Abstract

　　　　MicroRNAs　（miRNAs）　belong　to　a　class　of　endogenously　expressed　non－coding　small　RNAs，　which　have　an　important

function　in　regulating　RNA　stability　and　gene　expression．　The　deregulation　of　microRNAs　has　been　linked　to　cancer　develop－

ment　and　may　constitute　robust　biomarkers　for　diagnosis　and　prognosis　of　cancer．　Recently，　we　reported　that　serum　contained

sufficiently　stable　microRNA　signatures　and　we　demonstrated　that　levels　of　several　miRNAs　are　dramatically　altered　in　the

plasma　of　cancer　patients．　Therefore，　deviations　in　levels　ofparticular　miRNAs　detected　in　the　plasma　of　cancer　patients　could

be　a　usefu1　and　non－invasive　marker　to　detect　cancer　development．　To　identify　the　differentially　expressed　miRNAs　in　the

plasmas　of　colon　cancer　patients，　we　screened　colon　cancer　samples　using　microarrays．　Our　results　revealed　that　cancer－related

miRNAs　such　as　miR－486－5p，　miR－1225－5p，　miR－92a，　and　miR－630　are　differentially　expressed　in　the　plasmas　ofcolon　cancer

patients．　Furthermore，　we　confirmed　that　plasma　miR－92a　levels　in　colon　cancer　were　extremely　low，　compared　with　healthy

subjects，　using　a　quantitative　real　time　PCR　analysis．　ln　addition，　we　detected　diminution　of　plasma　miR－92a　levels　in　colon

cancer　mouse　models．

　　　　In　conclusion，　these　results　indicate　that　miR－92a　levels　in　plasma　could　be　a　novel　biomarker　signature　for　the　diagnosis　of

colon　cancer．

〈Key　words＞ microRNA，　miR－92a，　microRNA　in　plasma，　colorectal　cancer
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