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研究成果の概要（和文）：予後不良なBRAF変異＋Non-MSI大腸癌で発現増加するmiRNA群をGroup A、発現低下群
をGroup Bと定義。Group A miRNA高発現、Group B miRNA低発現群は予後不良であることが67例のStage IV癌に
て確認。また大腸癌細胞株にGroup B miRNA を導入し、それらmiRNA群の標的であるZEBs、ZEBsの標的である
E-Cadherinの発現量を確認。さらにscratch assay、migration assayを行い、Group B miRNAが腫瘍のmalignant
 potentialを下げ、大腸癌の新規治療になり得る可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The MiRNA array analysis revealed that a set of miRNAs was specifically 
down-regulated in CRC with BRAF V600E mutation without MSI, considered to be the The MiRNA array 
analysis revealed that a set of miRNAs was specifically down-regulated in CRC with BRAF V600E 
mutation without MSI, considered to be the poorer outcome. In vitro, cell lines transfected the set 
of the miRNAs significantly reduced their malignant potentials. Finally, we analyzed expression 
level of the set of miRNAs in a cohort of 67 stage IV CRCs. CRCs with the lower expression level of 
the set of miRNAs showed poor outcome compared with those with the higher expression level. Our data
 indicate that the miRNAs is promising prognostic biomarkers and therapeutic targets for 
anti-metastatic therapy in CRC.

研究分野：大腸癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 大腸癌は、本邦において増加の一途を辿っ
ており、2001 年以降罹患数は毎年 10 万人を
超えるに至っている。2020 年には、胃癌、肺
癌を抜き、男女をあわせた大腸癌罹患数、罹
患率はともに 1 位になると予測されている。
癌死亡においても、平成 23 年の大腸癌によ
る死亡者数は上位を占めており、過去 50 年
間でおよそ 10 倍と肺癌以上にその死亡者数
が急増している。 
研究代表者らは以前より大腸癌を遺伝子
変異に基づいて RAS 変異＋MSI 群、BRAF 変異
＋MSI 群、RAS/BRAF 野生型＋MSI 群、RAS 変
異＋non-MSI 群、BRAF 変異＋non-MSI 群、
RAF/BRFA 野生型＋non-MSI 群 6つのカテゴリ
ーに分類し、その各カテゴリーにおける治療
戦略の構築の必要性を提示してきた１。特に
BRAF 変異癌は MSI（マイクロサテライト不安
定性）の有無により、その生物学的特徴はが
らりと変わることが示されてきている 2。我々
は以前から、この BRAF 変異癌に注目し、臨
床病理学的な特徴の報告を行ってきた。 
我々の報告と同様に、様々な大規模臨床試
験の後解析において、BRAF 変異癌のなかでも
BRAF 変異＋Non-MSI 癌（以下、BRAF 癌）が極
めて予後不良であることが示されており、大
腸癌の発生学的機序を解明する上において
も重要な Phenotype と考えられている。我々
は、この予後不良の原因の一つとして BRAF
癌は多臓器転移を伴う傾向が強いことを突
き止め、この多臓器転移を伴いやすいという
分子生物学的原因を Epigenetic 変異（DNA の
メチル化異常や miRNA 発現分布異常など）に
求め、ゲノムワイドな解析を用い、その原因
の探索を鋭意進めてきた。具体的には、6 つ
のカテゴリーに属し、臨床的予後もはっきり
している大腸癌組織からRNAを抽出し、miRNA
マイクロアレイによる網羅的発現解析を行
い、BRAF 癌だけに発現増加・低下を認める
miRNA 群を同定した。 
驚くべきことに、BRAF 癌に強く発現増加を
認める miRNA（Group A）のターゲット遺伝子
は PIK3CA であり、 RAS-RAF cascade の
positive feedback への寄与が示唆された。
これに加えて、さらに驚くべきことに、BRAF
癌に強く発現低下を認める miRNA 群（Group 
B）も同定したが、その Group B miRNA すべ
てのターゲット遺伝子は ZEB2 という 1 つの
転写因子をコードする遺伝子に集約されて
いた。Group B miRNA 発現低下により、ZEB2
は活性化される。そして、その活性化は EMT
（Epithelial–Mesenchymal Transition）を
引き起こすことが示唆されている。すなわち、
BRAF 癌は Group B miRNA 群による EMT を介し
易転移能を獲得する可能性が示唆された。ま
た、BRAF 癌に認められる Group A/B miRNA 群
の変化と同様の変化は BRAF 癌以外の大腸癌
でも認められており、BRAF 癌以外の予後不良
大腸癌を予測するバイオマーカーとしての
可能性を持つ。 

 
２．研究の目的 
本研究は、 
❶ Group A miRNA を用いた新規診断マーカ
ー の 開 発 と RAS-RAF cascade positive 
feedback の証明 
❷ Group B miRNA を用いた新規核酸医薬開
発の基礎的検討  
を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
❶に関しては、岡山大学医学部消化器外科
にて行っている臨床研究（UMIN ID 7236，
8377，9698，11954，11955）の付随研究にて
現在、収集を行っている大腸癌患者のうち、
67 例の Stage IV 患者の腫瘍組織の Group A 
miRNAs を解析し、後方視的に予後解析を行
った。 
Group A miRNAs 発現群は統計的有意差を持
って予後不良であることが示された。 
❷に関しては、❶と同じコホートで原発巣
組織と対の正常組織の Group B miRNA（BRAF
癌に強く発現低下を認める 5 つの miRNAs, 
miR-A, miR-B，miR-C, miR-D, miR-E）の
発 現 解 析 を quantitative reverse 
transcription PCR で行い、臨床病理学的因
子や予後との関連を比較検討し、新規バイオ
マーカーとしての意義と、新規核酸医薬開発
の基礎的検討を行った。 
また、大腸癌細胞株 HT29(BRAF 変異＋
non-MSI 癌)と HCT116（KRAS 変異＋MSI 癌）
を用いて、miRNAs を導入して発現量の経時的
な変化を確認。発現が増加している時期の
ZEBs を Western Blot で測定した。また逆に
HT29、HCT116 を用いて scratch assay およ
び migration assay で miRNA 導入による遊
走能・浸潤能の抑制効果を確認した。 
 
４．研究成果 
❶ Group A miRNA に関しては、岡山大学医
学部消化器外科にて行っている臨床研究
（UMIN ID 7236，8377，9698，11954，11955）
の付随研究にて現在、収集を行っている大腸
癌患者のうち、67 例の Stage IV 患者の腫瘍
組織の Group A miRNAs を解析し、後方視的
に予後解析を行ったところ、Group A miRNAs
発現群は統計的有意差を持って予後不良で
あることが示された。 
 ❷ Group B miRNA に関しては、cell line
に miRNAs を Transfection すると、ZEBs が発
現低下、E-Cadherin が増加し、miRNAs を
silencing すると、E-cadherin の発現が減少
し、Group B miRNA の抑制により EMT を介し
た易転移能を獲得する可能性が示唆された。
また、HCT116 と HT29 に Group B miRNAs を
transfection し、scratch assay（図１） 、 
migration assay （図２）、invasion assay(図
３)を行ったところ、mock と比較して浸潤
能・遊走能が低下していた。このことは即ち、
Group B miRNAs を用いた新規核酸医薬が腫瘍



浸潤抑制や遠隔転移の抑制につながる可能
性を示唆した。 

図１ 

図２ 

図３ 
さらに、大腸癌患者のうち、67 例の Stage 
IV 患者の腫瘍組織と対の正常組織を比較し
た Group B miRNAs を解析し、後方視的に予
後解析を行ったところ、Group B miRNAs 高発
現群は低発現群に比較して予後不良な傾向
を認め、そのうち一つの miRNA では統計学的
有意差を持って予後不良であった（図４）。
残りの４つの miRNAｓでは有意差は認めなか
ったが、症例数が少ない事が影響している可
能性がある。  

図４ 
結論として、Group B miRNAs は新規核酸医
薬として応用しうる可能性が示された。 
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