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研究成果の概要（和文）：肝癌、肺癌、乳癌を対象に、miR-199aとmiR-200cの発現をin situ hybridization（ISH）法
で解析した。乳癌ではEpCAMを高発現している腫瘍巣ではmiR-200cの発現が高いことを見出した。両者の発現相関の分
子機構を明らかにする予定である。しかし本研究では、多くの症例で染色シグナルが弱かった。その理由はISH法に用
いるプローブの劣化が挙げられた。今後、ISHの感度、特異度を改善する必要がある。
炎症、発癌、microRNAを病理学的に解析する研究者は非常に少なく、我々の手法はユニークである。様々な癌の解析を
視野に入れて、病理学的な関連性を明らかにしていく。

研究成果の概要（英文）：We examined the expressions of miR-199a and miR-200c by in situ hybridization 
(ISH) in hepatocellular carcinoma, lung cancer and breast cancer. We found that miR-200c expression is 
increased in EpCAM-positive breast cancer. We plan to reveal the molecular mechanism of the correlation 
between miR-200c and EpCAM. However, in this study, the expressions were very weak in almost all cases 
probably due to the deterioration of ISH probes. We need to improve the sensitivity and specificity of 
our ISH.
Our approach is unique because there are very few researchers who study the inflammation, tumorigenesis 
and microRNA by pathological methods. We are continuously studying the pathological relationships using a 
variety of tumors.

研究分野： 病理学

キーワード： microRNA　in situ hybridization　LNA/DNAオリゴプローブ　thyramide　病理組織切片　乳癌　扁平上
皮癌
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１．研究開始当初の背景 
microRNA（miRNA）は、22 塩基程度の
non-coding RNA であり、遺伝子の転写後制
御因子として注目されている。miRNA は標
的遺伝子 mRNA の 3’非翻訳領域（3’UTR）
に相補的に結合し、その発現を抑制する。1
個の miRNA は、数百の遺伝子を標的とし、
各々の遺伝子発現を厳密に制御し、腫瘍の発
生・進展過程に関与する。 
近年、腫瘍の発生、発育、進展過程を、炎症
性変化の観点から捉えられるようになって
きた。炎症反応の場で NF-κB を代表とする
種々の転写因子が活性化され、その結果、産
生されるサイトカインが、炎症性発癌や癌進
展機構と結びつくことが考えられている。し
かしながら、炎症変化によって引き起こされ
る miRNA やその標的遺伝子の発現異常を、
病理組織学的に解析した研究はない。そのた
め、炎症によって発現変動する miRNA と、
腫瘍の組織型や分化度との関係の知見は非
常に乏しかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、炎症反応の観点から、腫瘍
の発生・進展過程に関与する miRNA を病理
学的に検討することである。我々は、ホルマ
リン固定パラフィン包埋（FFPE）標本にお
ける miRNA の発現を高感度に検出する in 
situ hybridization（ISH）法を既に開発して
いる（Yamamichi N. et.al. 2009） (Sakurai 
K. et.al. 2011)。様々なヒト腫瘍や前癌病変の
病理組織切片上で、各種 miRNA の発現異常
を ISH 法で解析する。これに加えて、miRNA
の標的遺伝子の蛋白分子の発現を免疫組織
化学的手法によって解析し、miRNA の発現
と比較検討する。 
 
３．研究の方法 
炎症と関連が示唆される癌の FFPE 切片を解
析対象にする。本研究では、以下の手順で解
析を進めた。 
 
①腫瘍の発生ならびに発育・進展・転移の各
過程に関与するとされる各種miRNAの発現様
式を、ISH 法によって解析し、腫瘍の病理形
態学的所見と照らし合わせて詳細に検討し
た。 
 
② 対象 miRNA が標的とする可能性がある遺
伝子の蛋白分子の発現様式を、免疫組織化学
的に検討した。 
 
③ 上記①②を総合的に解釈することによっ
て、腫瘍の発生ならびに発育・進展過程や炎
症に関わるmiRNAとその標的遺伝子の意義を
考察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 平成 25 年度 

ヒト B、C型肝炎ウイルス（HBV、HCV）肝炎、
同肝硬変、肝癌、および非アルコール性脂肪
性肝炎（NASH）関連肝癌を合計 11 症例収集
し、FFPE 切片上で、（肝細胞癌との関連が既
に報告されている）miR-199a-5p の発現様式
を ISH 法によって解析した。 
miR-199a-5p の発現は非癌部（肝硬変）にお
いては 1 例（1/11）、癌部においては 4 例
（4/11）が陽性を示した。しかし症例によっ
て陽性細胞の割合が異なり、その意義は不明
であった。さらに形質細胞に強い非特異的反
応を示すとともに、陽性シグナルが非常に弱
い症例もあり、その判定が困難であった。以
上の結果より、ISH の感度、特異度を向上さ
せる必要があると考えられた。次年度以降、
ISHプローブの改良（LNAの修飾位置の変更、
LNA 以外の人工核酸（BNA 等）の使用など）
や、AT-tailing 法の採用を検討する。さらに、
miR-199a の標的遺伝子（Brm、Caveolin1 等）
の免疫染色を行い、miR-199a の発現と比較検
討する。 
 
(2) 平成 26 年度 
 
miRNA の ISH の感度、特異度の向上を目指し
て、以下の方法を検討した。 
① AT の繰り返し配列を template にする

AT-tailing 法 
② LNA 以外の人工核酸（BNA）で修飾したプ

ローブの使用 
①、②いずれも良好な結果を示さなかった。
しかし、LNA プローブを新しく外注しなおし
たところ、強いシグナルが得られた。検討の
結果、プローブは半年〜1 年経過すると反応
性が著しく低下することが明らかとなった。
この新規 LNA プローブを用いて、肺原発の扁
平上皮癌を対象に miR-199a の ISH を行った。
これらは本研究課題とは異なる症例だが、食
道原発扁平上皮癌の miR-199a の発現様式は
十分把握されている（Sakurai K et.al. 2011）
ため、扁平上皮癌を対象とした。miR-199a は、
癌胞巣周辺部に明瞭に染色された。胞巣中心
に向かって角化が進行する箇所では染色性
が徐々に低下し、角化部分は陰性であった。
これらの部位は miR-199a の標的遺伝子であ
る Brm、CD44 は陽性であった。 
新規プローブが有効であったことから、プロ
ーブは長期保存せず使用することがmiRNA検
出に重要である。 
 
(3) 平成 27 年度 
 
 前年度では、miR-199aに対するLNAプロー
ブを新規作製（外注）することによって、染
色性に問題があったISHに改善がみられた
我々はmiR-200cが、NF-κBの制御下にあるこ
とや乳癌の進展に関与することを見出しつ
つあるため、今年度は、解析対象をmiR-200c
とした。さらにEpCAMの発現が高い乳癌細胞
では、miR-200cの発現が高いことも明らかに



している（投稿準備中）。そこで乳癌FFPE切
片を用いて、EpCAMの免疫染色とmiR-200cのI
SHを行い、両者の発現を比較検討した。 
 EpCAM の免疫染色は比較的容易ではあった
が、同一標本中に染色される癌とされない癌
が混在しており、その意義は不明であった。
miR-200c の発現は、EpCAM の発現と概ね相関
しているといえるが、今後は症例数を増やし
てさらに検討する必要がある。また、
miR-199a と比較して、miR-200c の発現シグ
ナルは極めて弱いため、その検出感度を向上
させることも必要と考えられる 
我々の ISH は、生体内における miRNA の発現
様式を解析する上で有用ではあるが、プロー
ブの保存期間、miRNA の種類、発現量、検体
の条件によって染色性が落ちることがあり、
それらのトラブルシューティングに大きく
時間を割いた。解析対象の miRNA ごとに、プ
ローブの LNA 修飾部位や、hybridization、
wash の条件（温度、時間、バッファー組成な
ど）を細かく検討する必要があると思われる。
これらの知見を利用し、これまでの研究期間
内で解析してきた miR-199a、miR-200c とそ
の標的遺伝子の詳細な比較検討、炎症反応と
の関連についてさらに研究を推進していく。 
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