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ABSTRACT
　The purpose of this study is to explore the exosomal microRNAs obtained from peritoneal 
fluids of gastric cancer patients, which are specific for peritoneal metastasis （PM） and could 
be a predictive marker of disease status in PM.  Exosomes were isolated from peritoneal fluids 
of patients of gastric cancer with PM.  Presence of isolated extracellular vesicles （EVs） from 
peritoneal fluid specimens were confirmed using a transmission electron microscope showed 
that many EVs were approximately 100 nm in diameter, which were equivalent to exosome 
fractions.  We carried out RNA extraction and comprehensive array analysis of exosomal 
microRNAs and have identified that 86 microRNAs were significantly up- or down-regulated in 
all 4 specimens and that out of them, miR-323-3p was highly expressed in all 4 cases. In this way, 
we have established an experimental system for measuring exosomal microRNAs in peritoneal 
lavage specimens.  Next, we plan to apply this analysis for additional peritoneal lavage specimens 
obtained from gastric cancer patients with or without PM and to identify specific microRNAs, 
which could be predictive biomarkers for the disease status of PM in gastric cancer.
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はじめに

　胃癌は，肺癌や大腸癌と並んで本邦においては，
最も頻度の高い癌である1）．切除可能胃癌に対する
治療成績は，低侵襲手術手技・周術期管理技術の
向上により改善傾向である一方，切除不能・再発
胃癌に対する治療成績は未だ満足できるものでは
ない．生存期間中央値を指標にした場合，化学療
法の進歩が目覚ましい切除不能進行再発大腸癌が
30カ月を越えるまで延長しているのに対し2），切除
不能進行・再発胃癌の生存期間中央値は6～14カ
月と不良である3）．
　腹膜転移は，胃癌において最も多い転移再発様
式であり4），治療困難な病態である．通常，胃癌腹
膜転移に対しては，肝転移や肺転移，遠隔リンパ節
転移患者と同様に全身化学療法が選択されるが，
腹腔内のblood peritoneal barrierにより十分量の
薬剤が腹膜まで到達しにくい5）．そこで，腹腔内で
高い抗癌剤濃度を維持し効果を増強させる方法と
して，抗癌剤を直接腹腔内に投与する腹腔内化学
療法の有用性が報告された6）．本治療は，パクリタ
キセル（PTX）腹腔内および静脈内投与，ならび
にS-1内服併用療法での腹腔内化学療法であるが，
先進医療での治療期間を終了し保険収載を目指し
ている．当教室でも特定臨床研究（C1704B011）
として本治療を導入してこれまで約30例に対して
治療を行い，再発から3年11カ月の長期予後で現在
も治療継続中の症例を報告している7）．
　一般的に，切除不能進行・再発胃癌の予後向上
のためには，限られた化学療法レジメンを，適切
なタイミングで切り替えて使い切ることが重要で
あると言われており，通常，CT検査を用いて描出
される病変のサイズを測定し，治療継続の可否を
判断する．しかしながら胃癌腹膜転移症例では，
CT検査で病変が描出されず8），確立した治療効果
判定方法が存在しない点が解決すべき問題点とし
て挙げられる．即ち，治療前，もしくは治療過程に
おいて化学療法による腹膜転移病変の治療効果を
予見できるバイオマーカーの同定が急務である．
　近年，細胞が分泌するエクソソームが癌研究に
おいて大きな注目を集めている．エクソソームは，
癌細胞を含めたほとんどの細胞で分泌される直径
50nm ～150nm 程度の膜小胞で，内部に様々なタ
ンパク質や脂質，RNAが含まれており，離れた細
胞や組織に情報を伝達し，腫瘍微小環境において

重要な役割を担っていると考えられている9, 10）．胃
癌腹膜播種患者においても近年，腹水中のエクソ
ソーム中のmicroRNA（miRNA）が予後予測因子
として有用であるとする報告がなされている11-14）．
一方で，腹腔内化学療法中の胃癌腹膜播種症例に
おいて，腹水中のエクソソーム中のmiRNA発現量
の「変動」を解析した報告はない．
　そこで今回，当科で特定臨床研究（C1704B011，
20C004）として行っている胃癌腹膜転移に対する
腹腔内化学療法施行症例において，腹水中のエク
ソソーム中のmiRNAの推移を網羅的に解析し，①
診断・治療バイオマーカーとしての利用（リキッ
ドバイオプシー），②新規治療法の開発のシーズと
なるmiRNAの探索研究へとつなげる，予備実験を
行ったので，現在までに得られた結果を報告した
い．

対象および方法

1．対象
　胃癌腹膜転移症例4名（腹腔内化学療法未施行症
例2例/既施行症例2例，年齢：67歳～82歳）に対し
て，研究に対する詳細な説明を実施した後に，研
究参加の同意を得た．
2．腹水からのエクソソームの単離
　採取した腹水は，4℃条件下において3,000 gで
15分間遠心することで夾雑物を除去した．エクソ
ソームの単離には，Human Complete SeraMire 
Exosome RNA Amplification & profiling Kit

（System Biosciences, Mountain View, CA）を用
い，プロトコールに従って実施した．各1mLの腹水
サンプルに240µLのExoQuickを加え，4℃で16時
間静置した後に4℃条件下において3,000gで30分
間の遠心を行い，遠心後のペレットをエクソソー
ムとした．回収したエクソソームを含む分画は，
透過型電子顕微鏡でネガティブ染色法によりエク
ソソームの存在とサイズを確認した．
3．エクソソーム内包microRNA発現の網羅的解析
　単離したエクソソームを含む分画に対して，前
述したHuman Complete SeraMire Exosome RNA 
Amplification & profiling Kitを用い，small RNA
分画を含むtotal RNAを抽出し，cDNAを合成し
た．その後，miRNAの網羅的な発現解析には，
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）を用
いて，380種のmiRNAについて発現状況を評価し
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た．網羅的解析の結果から，4症例に共通して発現
しているmiRNAを複数選抜した．

結　　果

　電子顕微鏡観察の結果，胃癌腹膜転移症例の腹
水から単離した細胞外小胞は，エクソソーム分画
であることを確認した（図1）．また，抽出された

total RNA濃度は，5.62~7.74 ng/µLであった．網羅
的な発現解析では，4例に共通して86個のmiRNA
に発現変動を認め，その中でもmiR-323-3pは4例に
共通して最も高く発現していた（表1）．

考　　察

　がんの進展における細胞間のコミュニケーショ

3胃癌腹水中エクソソーム中microRNA

図1　胃癌腹膜転移症例の腹水中より単離したエクソソーム（矢印で示す）の電子顕微鏡像

表1　�腹水中のエクソソーム内包miRNAの網羅的解析で発現変動を認めたmiRNA（miR-323-3pは
4例に共通して最も高く発現していた）



ンツールとしてはこれまでに，サイトカインなど
のタンパク質が研究されてきたが，最近では，エ
クソソームもその細胞間のコミュニケーション
ツールとして働いていると考えられ，様々な癌種
において報告がなされている．過去の胃癌腹膜転
移症例の腹水中のエクソソーム内包miRNAの研
究に関して，大澤らは，4種類のmiRNA （miR-21-
5p, miR-92a-3p, miR-223-3p, and miR-342-3p）が播
種陽性症例で有意に増加しており11），miR-29群の
発現量減少が根治手術後の腹膜転移再発・予後と
相関し12），腹腔内化学療法を施行した患者で施行
前 のmiR-21/miR29-b, miR223/miR29-bが 低 い ほ
ど予後が良好であったと報告している14）．今回の
我々の研究では，わずか4例と少数例の検討ではあ
るが，4例に共通してmiR-323-3pが最も高く発現し
ていた．Wangらは膵管癌において，miR-323-3p
を過剰発現させることでSMAD2/3の発現が抑制
され，浸潤・転移能が阻害されることを報告して
いる15）．SMAD2/3はTGF-βシグナル伝達系にお
ける主要な転写因子であり，様々な補因子と結合
することにより，多種多様な遺伝子発現の制御を
行い，癌や線維症といった重篤な疾患に関与して
いる16）．スキルス胃癌は腹膜転移を引き起こしや
すい特徴があるが，その組織像は，がん組織の間
質に著しい線維性組織増生を伴いながら，広範囲
にわたって未分化型癌がびまん性浸潤を起こすも
のである．スキルス胃癌細胞が生産するTGF-βが
癌間質の筋線維芽細胞の発現を亢進させるという
報告など17），胃癌進展とTGF-βの関連について検
討した報告が過去に多くなされており，この度の
我々の研究結果は，その一端を見ている可能性が
示唆された．ただし，あくまでも予備実験段階の
研究結果であり，今後症例数を増やし，腹膜転移
陰性症例をコントロールとして設定し患者背景を
そろえ，より詳細な検討が不可欠である．

結　　語

　胃癌腹膜転移症例の腹水からエクソソームを単
離することに成功し，そのエクソソーム中で複数
個のmiRNAの発現が変動していることが確認で
きた．今後，腹膜転移陰性症例も含めて症例数を
増やし，腹膜転移陰性症例をコントロールとして
腹膜播種に特徴的なmiRNAを同定し，その機能解
析を行うとともに測定系を確立して，腹膜播種の
診断に臨床応用していく予定である．

　本研究は，令和2年度鳥取大学医学部研究助成の助成
を受け実施した．
　なお，本研究が探索的でpreliminaryな内容であるこ
とを鑑み，本論文は” Letter to Editor” として米子医
学雑誌に掲載するものである．
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