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〈はじめに〉
　近年、抗 EGFR抗体薬が KRAS野生型大腸癌で治

療効果が認められ、日常臨床に用いられている。ま

た BRAF、PIK3CA、NRAS遺伝子は、KRASと同様

に EGFRを介した RAS-RAF-MEK-ERK、PI3K/Akt経

路でそれぞれ重要な働きをし（図１）、それらの変異

例では KRAS遺伝子が野生型でも同薬剤の効果が期

待できないと報告されている。よって抗 EGFR抗体

薬以外にもそれらの遺伝子異常を標的とした RAF、

MEK、Akt阻害剤等が将来、大腸癌患者の治療に用

いられる可能性がある。

　一方、non-coding RNA（ncRNA）の発現異常は消

化器癌のみならず多くの癌で報告され（図２）、新規

バイオマーカーとして近年、注目されているが１,２,３）、

大腸癌の RAS-RAF-MEK-ERK、PI3K/Akt経路の遺伝

子異常を制御するncRNAはほとんど解明されていない。

　よってそれらの経路の活性化に重要な役割を果た

し、特異的に発現する microRNA（miRNA）や長鎖

ncRNAを同定し、その働きを明らかにすることは大

腸癌の分子診断や標的治療を大きく変える可能性があ

り、新規バイオマーカーとして臨床への応用が期待さ

れる。

　また ncRNA等の分子診断を用いた大腸腫瘍の新た

な拾い上げの検査方法を開発することは病変の早期

発見として有用と考えられ、それによる大腸癌患者数

の減少は医療費削減という観点からも非常に重要と思

われる。高齢化社会が進行するわが国においては、近

年、高齢者の右側結腸癌の増加が報告されており、

特徴として女性の割合が高いことや、BRAF遺伝子変

異陽性例が多いことが明らかとなっている。その前癌

病変として注目されている sessile serrated adenoma/

polyp（SSA/P）は盲腸や上行結腸に好発の鋸歯状病

変であるが、分子異常に関しては BRAF遺伝子変異や

癌関連遺伝子メチル化がその他の大腸前癌病変と比べ

て頻度が高いことが報告されている４-７）。また SSA/P

の肉眼形態はポリープ様の隆起ではなく、軽度の扁平

隆起で、大きさも10mm未満のものが多いことから便

潜血反応検査で陽性となることは非常に少ない。よっ

て SSA/Pを見逃さないための新たな検査方法として

糞便や腸管洗浄廃液から回収した DNA、RNAによる

分子診断も将来的に期待される。

　このように大腸前癌病変における ncRNA等の分子

異常を明らかにすることは、さらに高齢者が増加する

わが国において大腸癌の早期発見・治療という面から

も重要である。

〈対象と方法〉
　対象は札幌医科大学附属病院と関連施設で内視鏡

治療・外科的切除術あるいは生検により採取された

約1,300例の大腸癌・腺腫・鋸歯状病変の臨床検体で

Formalin-Fixed Paraffin-Embedded（FFPE）標本から

DNAと miRNAを抽出４,６）。それらの症例の生活様式

（喫煙歴、アルコール飲酒歴、内服歴）、体質（糖尿病、

肥満等）についての記録も利用する。

　大腸腫瘍の KRAS、BRAF、NRAS、PIK3CA遺伝子

変異は高感度パイロシークエンサーにより解析する４）。 

癌関連遺伝子（CACNA1G、CDKN2A、IGFBP7、

IGF2、MGMT、RUNX3、MLH1）のメチル化解析を

行う際には、抽出した DNAを Bisulfite処理後、Real-

time PCR（MethyLight）で各遺伝子のプロモーター
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　よって700例を超える大腸癌症例を対象に定量的

RT-PCRで miR-31の発現を検証。その結果、miR-31

の高発現群は BRAF変異遺伝子変異と有意な相関を

示しただけでなく、右側結腸とも有意な相関（P < 

0.0001）を示した４）。生活習慣とmiR-31発現の関連に

ついては喫煙習慣と相関を認めたが、それ以外の因子

とは関連を認めなかった。また生命予後に関する検討

では miR-31高発現群は不良な予後とも相関すること

が明らかとなった（図４）。

　さらに大腸癌細胞株を用いた機能解析において

miR-31阻害剤を投与することでその浸潤能や増殖能が

抑制されること（図５）、またWestern blotによる解

析では miR-31阻害剤は BRAF蛋白の発現を低下させ

ることが明らかとなった（図５）。

　また転移性大腸癌（KRAS codon12/13野生型）の抗

EGFR抗体薬投与症例の検討では miR-31の高発現群

領域を増幅する５,６）。

　miRNA発現に関してはアレイシステムのキットを

用いて網羅的に解析する。また有望な ncRNAが同定

された場合、大腸癌細胞株を用いた分子細胞生物学的

手法による機能解析も合わせて行う。また定量的 RT-

PCRを用いて多症例の大腸癌症例でその発現レベル

を解析し４）、生命予後や分子標的薬等の薬剤感受性と

の相関を、臨床データと照らし合わせて検証する。

〈研究成果〉
　大腸癌の遺伝子変異について KRAS、BRAF、

PIK3CA、NRAS変異はそれぞれ33％、4.9％、11％、

5.2％で認められた。また miRNAアレイの結果から

BRAF遺伝子変異群で野生型群と比較して300倍以上

の高発現を示したmicroRNA-31（miR-31）が同定され

た（図３）。

図１　EGFRとその下流シグナル

図３　miRNAアレイの結果（文献４より一部改変） 
図４　大腸癌症例における miRNA-31発現と予後
　　　（文献４より一部改変）

図２　microRNAの biogenesis
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は無増悪生存期間が有意に短い（P＝0.002）ことが示

された（図６）。

　さらにわれわれはアレイのクラスター解析で miR-

31と相関を認め、EGFR下流シグナルを制御する可能

性を持つ miRNAをいくつか同定しており（図７）、

miR-31と同様に抗 EGFR抗体薬等の分子標的薬の効

果予測マーカーとなりうるかどうか解析を進めている。

　また大腸前癌病変における検討では通常腺腫と

比較して鋸歯状病変［SSA/P、traditional serrated 

adenoma（TSA）］でmiR-31の発現亢進がみられた４, ６）。

また miR-31は BRAF遺伝子変異だけでなく癌関連遺

伝子の DNAメチル化とも強い相関を認めた６）。さら

に SSA/Pの癌化例では癌部でエピジェネティックな

異常だけでなく miR-31の発現亢進も高頻度に起きて

いることが明らかとなった６, ７）。

〈考察〉
　本研究では約1,300症例の大腸腫瘍から DNAと

ncRNAを抽出。大腸癌の重要なシグナル経路である

RAS-RAF-MEK-ERK、PI3K/Akt等のシグナルに関与

する KRAS、BRAF、NRAS、PIK3CA遺伝子や ncRNA 

を最新のアレイで網羅的に探索し、診断や治療の新規

バイオマーカーとしての可能性を明らかにすることを

目的とした。また前癌病変である大腸鋸歯状病変につ

いても同様に、上記シグナル経路のジェネティック、エ 

ピジェネティックな異常や ncRNA発現を解析。その

発生・発癌機構の解明と同定された遺伝子異常を用い

た超早期分子診断への応用を検討。また生活様式、内

服薬、体質等との関連についても合わせて解析した。

　その結果、アレイシステムにより同定された miR-

31は BRAF変異陽性大腸癌の群で野生型の群と比較

して最も発現が亢進している miRNAであることが判

明した。さらに miR-31が大腸癌の予後因子となるこ

とも初めて明らかにした。miR-31は９番染色体に位置

し、これまでにさまざまなヒトの癌でその発現異常が

報告されてきた６）。大腸癌においてはその発現亢進が

これまでに明らかにされており２）、oncogenicな働き

をする miRNAと考えられていたが、BRAF遺伝子変

異や予後との相関について明らかにしたのはわれわれ

の報告が初めてである４）。

　また今回の大腸癌細胞株を用いた検討では miR-31

は BRAF蛋白の発現を制御している可能性が示唆さ

れたことから RAS-RAF-MEK-ERK経路の活性化に関

与する重要な miRNAの一つであることが推察され

る。そのメカニズムはまだ解明されていないが、同シ

グナル活性を抑制的に制御している分子を miR-31が

標的にしていることが最近の研究で明らかになってい 

る４, ９）。よってmiR-31の発現亢進によってその分子の

働きが抑えられることで RAS-RAF-MEK-ERK経路が

活性化される可能性も考えられるが、今後、そのさら

なるメカニズムの解明が期待される。

　今回の大腸癌の抗 EGFR抗体薬投与例を対象にし

図５（文献４より一部改変）
　　 (A)   大腸癌細胞株で miR-31阻害薬投与後に増殖能の

抑制効果を認めた（MTT assay）
　　 (B)   大腸癌細胞株で miR-31阻害薬投与後の BRAF蛋

白発現の低下が認められた（Western blot解析）

図６　 抗 EGFR抗体薬投与例における miR-31発現と無増
悪生存期間
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た検討により、miR-31高発現群では低発現群と比較し

て無増悪生存期間の短縮が認められたことから、その

効果予測としての新規バイオマーカーとしても有望で

ある可能性も明らかとなった。さらにわれわれは大腸

癌細胞株を用いた検討で miR-31阻害剤が増殖能や浸

潤能を抑制することも報告している。よって RASや

BRAFの変異により RAS-RAF-MEK-ERK経路が活性

化している大腸癌症例でも miR-31阻害剤を併用する

ことで、その治療効果が期待できる可能性がある。わ

れわれは現在、大腸癌の分子標的薬における miR-31

阻害剤の上乗せ効果について検討を行っており、その

研究成果が待たれるところである。

　また miR-31は大腸前癌病変、とくに SSA/Pや TSA

でその高発現が認められた。とくに SSA/Pは右側結

腸に好発で腫瘍径も小さく、扁平隆起の病変が多いこ

とから便潜血反応検査で陽性となることは非常に少

ない。よって SSA/Pを見逃さないための新たな検査

方法として糞便や腸管洗浄廃液から回収した DNA、

RNAによる分子診断も将来的に期待されることから、

miR-31はそのような超早期診断の有望な分子の一つで

あると考えられる。

〈終わりに〉
　わが国において男女ともに増加している大腸癌は発

生部位によって分子異常のパターンが異なり、その異

常に生活様式や体質も関与しているものと思われる。

よってこれらの研究を進め、大腸癌の分子異常とその

リスクとなる後天的な因子との関連を明らかにするこ

とはわれわれの大腸癌に対する考えを改善させ、本質

的に推奨される食事や生活様式を患者や健常者に与え

てくれるものと思われる。また今回の検討から miR-

31は大腸癌の分子診断や標的治療において有望な新規

バイオマーカーであることが明らかとなった。今後、

さらなる検討を重ねることにより、その臨床応用に向

けて取り組んでいきたい。
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図７　 アレイのクラスター解析による miR-31と有意な相
関を認める miRNAの一群




