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研究成果の概要（和文）：広基性鋸歯状腺腫/ポリープ（SSA/P）は鋸歯状発癌経路における前癌病変に相当し、この経
路の早期粘膜内癌病変及び微小浸潤癌病変に相当する粘膜内癌を伴うSSA/P、粘膜下層浸潤癌を伴うSSA/Pを対象とした
解析の結果、Wntシグナルの活性化の指標となるβ-catenin核内標識率とAXIN2・MCC遺伝子メチル化の頻度が段階的に
上昇し、miR21の段階的発現亢進及びmiR20a/93/181bの段階的発現低下が明らかとなった。このことから、これらの候
補miR に対するRNA干渉薬や相関のあるメチル化遺伝子の脱メチル化薬のSSA/Pの発生や発癌抑制治療への応用が期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：Sessile serrated adenoma/polyp (SSA/P) is considered as an early precursor in the 
serrated pathway leading to colorectal cancer development. To clarify WNT signaling activation and 
expression of microRNAs (20a/21/93/181b) in this pathway, we performed β-catenin immunostaining and 
methylation specific PCR for AXIN2, MCC and secreted frizzled-related proteins in SSA/Ps, SSA/Ps with 
high-grade dysplasia (SSA/P+HGD) and SSA/Ps with submucosal carcinoma (SSA/P+SM-Ca). Nuclear β-catenin 
immunolabelings and the methylation of AXIN2 or MCC showed stepwise increment from SSA/Ps through 
SSA/P+HGD to SSA/P+SM-Ca. A stepwise increment of miR21 and a stepwise decrement of miR20a/93/181b 
expressions were seen in this sequence. There were significant correlations of those miR expressions with 
AXIN2 or MCC methylation in this pathway. Our results point toward a potential target therapy of those 
miRs and methylated genes such as RNA-interference drug or demethylase in malignant progression of SSA/P.

研究分野：医学歯学
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１． 研究開始当初の背景 
大腸癌発癌経路には、1980年代から解析され
て き た conventional adenoma-carcinoma 
pathwayと2000年以降注目されている新たな
serrated adenoma-carcinoma pathwayがあり、
各々にシグナル伝達系の活性化の特徴があ
る。そこで serrated pathway における
premalignant lesion → intermediate lesion → 
advanced lesionの各段階のmicroRNA (miR) の
profileの特徴を解析し、候補 miRの前癌病変
の癌化リスク予測、局所浸潤能等の biomarker
としての意義を明らかにし、さらに候補 miR 
に対する RNA 干渉薬の治療への応用を目指
す事を研究開始当初の目的とした。 
 
２． 研究の目的 
（１）Serrated pathwayの premalignant lesion, 
intermediate lesion, advanced lesion における
miR20a / 21 / 93 / 181b発現変化の比較を行う。 
 
（２）Serrated pathwayの premalignant lesion, 
intermediate lesion, advanced lesion における 
Wnt/β-catenin シグナル伝達系の候補遺伝子
である β-catenin の免疫染色による核内標識
率、 AXIN2、mutated in colorectal cancer (MCC)、
secreted 
 frizzled-related protein (SFRP) のメチル化お
よび BRAF遺伝子変異の変動を解析する。 
 
（３）最終的に serrated pathwayの 
premalignant lesion, intermediate lesion, 
advanced lesionにおける miR20a, 21, 93, 181b
発現の変動と β-catenin 核内標識率、AXIN2、
MCC、SFRP のメチル化および BRAF 遺伝子変
異の変化との相関を検討する。 
 
 
３． 研究の方法 
（１）対象 
Serrated pathwayの premalignant, intermediate, 
advanced lesion として、それぞれに対応する
sessile serrated adenoma/polyp (SSA/P) 25病変、
粘膜内癌合併 SSA/P (SSA/P+HGD) 19病変、粘
膜下層浸潤癌合併 SSA/P (SSA/P+SM-Ca) 13病
変，正常大腸粘膜 10サンプルの合計 67サン
プルを対象とした。 
 
（２）方法 
① β-cateninの免疫染色 
1 次抗体として β-catenin モノクロナール抗
体 (clone 14, BD Bioscience, San Diego, CA, USA)
を用い、2次抗体以降は Envision Kitを用いた。 
② AXIN2、MCC、SFRP (1,2,4)のメチル化解析 
ホルマリン固定パラフィン切片から DNA を
抽出し、メチル化特異的 PCR法で解析した。 
③ BRAF遺伝子変異 
ホルマリン固定パラフィン切片から DNA を
抽出し、BRAF遺伝子 exon 15の変異を direct 
sequence法で解析した。 
④ miR20a / 21 / 93 / 181b発現 

ホルマリン固定・パラフィン包埋材料からの
RNA を抽出し、real-time PCR法により miR20a 
/ 21 / 93 / 181b発現の解析を行った。 
 
４． 研究成果 
① β-cateninの核内標識率 
SSA/P (median 2%; interquartile range 0‐4%) 
→SSA/P+HGD (8%; 2‐15%) → SSA/P+SM-Ca (8%; 
4‐22%)と段階的に上昇した。 
② AXIN2、MCC、SFRP (1,2,4)のメチル化 
AXIN2 及び MCC のメチル化の頻度は、SSA/P 
→ SSA/P+HGD → SSA/P+SM-Ca と段階的に上
昇した（表 1）。 
③ BRAF 遺伝子変異 
BRAF遺伝子変異の頻度は、SSA/P → SSA/P+ 
HGD → SSA/P+SM-Caと段階的に低下した（表
1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
④ miR20a / 21 / 93 / 181b発現 

miR20a / 93 / 181bは SSA/P → SSA/P+HGD → 

SSA/P+SM-Ca と癌化の進展に伴って段階的そ

れらの発現が低下したのに対し、miR21 は逆

に段階的に発現が亢進した（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
⑤  Serrated pathway の癌化過程における
miR20a / 21 / 93 / 181b発現の変動と β-catenin
核内標識率、AXIN2、APC、MCC、SFRPメチル
化・ BRAF遺伝子変異の変化との相関 
 
(i) SSA/P → SSA/P+HGD → SSA/P+SM-Caの癌化
過程で、AXIN2及びMCC のメチル化とmiR181
発現低下との関連性が示唆された（図 2）。 



(ii) SSA/P → SSA/P+HGD → SSA/P+SM-Caの癌化
過程で、AXIN2及びMCC のメチル化と miR21
発現亢進との関連性が示唆された（図 2）。 
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