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研究成果の概要（和文）：上皮細胞が間葉系様細胞に変化する現象、上皮間葉系移行が癌の転移のメカニズムと
して注目されていますが、ヒト臨床検体では証明されていません。その理由として腫瘍内不均一性に起因する遺
伝子発現の偏在が考えられます。そこで、臨床検体を用いて癌先進部の遺伝子発現を中心部の発現で補正した遺
伝子発現比を算出し、転移の有無で比較したところ、転移に関わる473遺伝子を同定し、adhesion、WntやVEGF等
の上皮間葉系移行を促進する伝達経路を捉えました。すなわち転移を有する癌では、これらのシグナルが先進部
で広く活性化し、その中でもVEGFAが高発現している約20％の大腸癌は極めて高い再発・転移を示しました。

研究成果の概要（英文）：Increasing evidence suggests that epithelial-mesenchymal transition (EMT) 
plays an important role in tumor progression and metastasis formation but there is no evidence in 
human tumors. It may be the great diversity in cellular organization, known as intratumor 
heterogeneity. We calculated the expression ratios between the tumor center and invasive front in 
each tumor. This approach enabled recognition of the activation of the VEGF and Wnt signaling 
pathways, which were involved in metastasis via promotion of EMT. They were preferentially activated
 at the invasive front in metastatic tumors. Furthermore, we found 20 % of colorectal patients 
showed the overexpression of VEGF-A and they were more likely to relapse and metastasize.

研究分野：大腸肛門病
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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
(1) 研究の学術的背景 
近年、癌の転移のメカニズムとして上皮細胞
が間葉系様細胞に変化する現象、上皮間葉系
移行(Epithelial-Mesenchymal Transition：
EMT)が注目されています。細胞運動性の亢
進や細胞外基質の蓄積をもたらし、癌細胞が
転移や浸潤能を獲得すると考えられますが、
ヒト臨床検体ではその関与は証明されてい
ません。その原因として癌組織の腫瘍内不均
一性に起因する遺伝子発現の偏在性が考え
られます。すなわち、転移に関わる分子の発
現は腫瘍全体に一様に認められるのではな
く、腫瘍の一部の領域に偏在している可能性
です。そこで我々は、腫瘍内部の遺伝子発現
の偏りに注目し、EMT 関連遺伝子の発現分
布を検討しました。癌の先進部の発現を中心
部の発現で補正した発現比を比較検討に用
い、転移の有無の 2群間で t検定を行ったと
ころ、転移に関わると考えられる 473遺伝子
を同定できました（図１）。

KEGG（ Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes）を用いて、分子間相互作用ネット
ワークを調べたところ、adhesionに関わる伝
達経路、Wntや VEGF等の EMTを促進する
伝達経路が捉えられました（図２）。

すなわち転移を有する癌では、Wntや VEGF
等の EMT を促進する伝達経路が広く先進部
で活性化している事を明らかにしました。そ
の一方で EMT関連遺伝子の発現は先進部の
一部分に限局していました（図３）。

２．研究の目的
転移形成のプロセスは、先進部全体の環境変

化（EMT の促進）と部分的な細胞の転移能
獲得（EMTの獲得）という EMTの段階的な
過程を経て、血中、転移先へと場を進めます
（図４）。

上述した EMT関連遺伝子の発現分布の偏在
性が、臨床検体での EMTの検出を困難にし、
これまでの研究結果が解離したと考えられ
ます。さらに転移先では間葉系様細胞の特徴
が失われるため、EMTの証明は困難です（図
５）。

そこで注目したのが、血中に遊離した希少な
腫瘍細胞や RNA を検出する技術「Liquid 
biopsy」です。本研究では、ゲノムプロファ
イルを血中モニタリングし、間葉系様細胞の
特徴を有する腫瘍細胞や EMT に関わる
microRNAを血中で捉えることにより、転移
に関わる EMTの役割を明らかにします。 

(1) 期間内に何をどこまで明らかにしようと
するのか

① EMT促進遺伝子および、関連遺伝子の腫
瘍内発現分布の不均一性の検証と臨床病
理学的特徴の検討を行います：免疫組織
染色（EMT促進遺伝子、EMT関連遺伝
子および接着因子）と発現解析
（RT-PCR）臨床病理学的特徴との相
関：転移の有無や転移臓器、組織型や脈
管侵襲等



② EMTに関わるmicroRNA、mRNAの血中
モニタリングをします（digital PCRによ
る血中遊離RNAの検出）：microRNAの
血中モニタリング：SNAIL、ZEBを制御
しているmiR-21とmiR-200（図６）の血
中モニタリングを行います。また、図３
に記載したEMT関連遺伝子のmRNAを
血中モニタリングし、microRNAの発現
との相関性を検証します。 
 

③ 血中遊離癌細胞のからのEMT関連蛋白
の検出と全ゲノム解析：血中遊離癌細胞
を検出し、間葉系様細胞の特徴を捉えま
す。サイトケラチンをマーカーとして遊
離癌細胞を検出します。組織検体を用い
た予備実験では間葉系様細胞の獲得の特
徴として、Ｅ−カドヘリンの発現低下や、
細胞膜から細胞質への分布の移動、そし
てZEB蛋白の出現を捉らえています（図
7）。 

 
(2) 当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点及び予想される結果と意
義 

血中に遊離した希少な腫瘍細胞やRNAを検
出する新たな技術を用いることで、これまで
間接的にしか証明できていなかったEMTの
転移に関わる役割をより明確にできると確信
します。これまでの検討から、転移形成のプ
ロセスは、先進部の環境変化（EMTの促進）
と細胞の転移能獲得EMTの獲得）という準備
段階を経て、血液へと場を進めます。原発巣
から血中と転移形成により近い過程で評価す
ることで、これまで以上に臨床所見と密接な

相関を示す事ができると期待されます。既報
の「組織と臨床所見の相関の解離」、たとえば
EMT関連遺伝子の発現が上昇していても、転
移が認められないといった事象は、血中の癌
細胞遊離を捉えることにより明確な評価が可
能となります。さらに全ゲノム解析を加える
ことで、転移形成に関わる遺伝子プロファイ
ルの構築が可能となります。個人個人の血中
モニタリングにより、個別化された転移形成
プロファイルが確立され、個別化医療の発展
にも大きく貢献できると期待されます。 
 
３．研究の方法 
(1) 腫瘍内発現分布の不均一性の検証と臨床
病理学的特徴の検討 

EMT促進遺伝子、関連遺伝子の発現分布
と臨床病理学的特徴の検討をします。 
免疫組織染色(EMT 促進遺伝子、EMT関
連遺伝子および接着因子 )と発現解析
（RT-PCR） 
臨床病理学的特徴との相関：転移の有無や
転移臓器、組織型や脈管侵襲との相関を検
討。 

(2) EMT に関わる microRNA、mRNA の中
モニタリング（digital PCR による血中遊離
RNAの検出） 

microRNAの血中モニタリング：SNAIL、
ZEBを制御しているmiR-21とmiR-200。 
EMT 関連遺伝子の mRNA の血中モニタ
リングし、microRNA の発現との相関性
を検証します。 

(3) 血中遊離癌細胞からの EMT 関連蛋白の
検出と全ゲノム解析（全ゲノムプロファイ
ルの比較） 
 

腫瘍内発現分布の不均一性の検証と臨床病
理学的特徴の検討 
EMT促進遺伝子および、関連遺伝子の腫瘍内
発現分布の不均一性の検証と臨床病理学的特
徴の検討を行います。 
【免疫組織染色】：EMT 促進遺伝子である
Wnt(b-catenin)および VEGF シグナル。 
EMT 関連遺伝子 SNAIL、ZEB、TWIST、
CTDSP、PRKD、MARK81P、SUZ12P 
接着因子 E-cadherin	  
【発現解析】：免疫組織染色で検討した遺伝子
の発現解析（RT-PCR） 

	 	 	 期待される結果：腫瘍先進部では中央部に比
較しEMT促進遺伝子であるWnt (b-catenin)
および VEGFの発現が高く、その先進部の一
部分に EMT 関連遺伝子の発現が認められる
事が予想されます。 
【臨床病理学的特徴の検討】：転移の有無との
相関 
期待される結果：EMT 促進遺伝子は転移症
例で腫瘍先進部に高発現しますが、EMT 関
連遺伝子は、発現が限局的であるため両群に
差が認められないと考えています。 
さらに組織型や脈管侵襲の有無、転移臓器と
の相関を検討します。 



EMTに関わるmicroRNA、mRNAの血中
モニタリング 
digital PCR による血中遊離 RNA の検出
（Liquid biopsy） 
	 血中遊離 RNAの検出には「digital PCR」
を用います。「digital PCR」はドロップレッ

トという疎水溶液で区画化することにより、
微小区画内で遺伝子増幅を行う事で増幅高
率を向上させています（図８）。0.1-0.01%の
感度（1000-10000 コピー中の 1 コピーの検
出）で標的遺伝子を検出できます。予備実験
では、0.01%の検出感度を確認しており、数
十例の臨床検体でもその有用性が確認され
ました。 
	
【microRNAの血中モニタリング】 EMT関
連遺伝子であるSNAIL、ZEBを制御している
mir-21、およびmir-200の発現量を血中モニ
タリングします。 
期待される結果：転移症例ではEMTの獲得に
よりにmir-21は上昇し、mir-200は減少する
事が予想されます。 
【mRNAの血中モニタリング】研究目的の
項、図３に記載したEMTに関わるmRNAの変
化もモニタリングし、microRNAの発現との
相関性を検証します。 
【臨床病理学的特徴の検討】 
血中遊離癌細胞の検出によるEMT関連蛋
白のモニタリングと全ゲノム解析 
	 誘電泳動細胞固定方式（東ソー）による
血中遊離腫瘍細胞の検出 
	 遊離腫瘍細胞の検出は東ソー社に委託し
ます。東ソー社の開発した誘電泳動細胞固定
方式は誘電泳動を利用して、フィルターに細
胞固定し、サイトケラチン蛍光標識で腫瘍細
胞を同定・分離し、単一腫瘍細胞から全ゲノ
ム解析を可能にします（図９）。 

【EMT関連蛋白のモニタリング】 
	 血中遊離癌細胞を検出し、間葉系様細胞の
特徴を捉えます。サイトケラチンをマーカー
として遊離癌細胞を検出します。組織検体を
用いた予備実験では間葉系様細胞の獲得の特
徴として、Ｅ−カドヘリンの発現低下や、細胞
膜から細胞質への分布の移動、そしてZEB蛋
白の出現を捉らえています。 
【次世代シークエンサーを用いた全ゲノム

解析】 
	 遊離腫瘍細胞から次世代シークエンサー
を用いて全ゲノム解析を行い、全ゲノムプロ
ファイルを取得します。同様に原発巣、転移
巣でも全ゲノムプロファイルを取得し、それ
らを比較する事により、転移に関わるプロセ
スで保存されているプロファイルと、変化し
ていくプロファイルを同定します。転移のプ
ロセスで特徴的に保存されているゲノムプ
ロファイルを、血中で捉える事により、転移
のバイオマーカーとならないか検討します。 
 
４．研究成果	
近年、癌の転移のメカニズムとして上皮細胞
が間葉系様細胞に変化する現象、上皮間葉系
移行(Epithelial-Mesenchymal	Transition：
EMT)が注目されています。細胞運動性の亢進
や細胞外基質の蓄積をもたらし、癌細胞が転
移や浸潤能を獲得すると考えられますが、ヒ
ト臨床検体ではその関与は証明されていま
せん。その原因として癌組織の腫瘍内不均一
性に起因する遺伝子発現の偏在性が考えら
れます。すなわち、転移に関わる分子の発現
は腫瘍全体に一様に認められるのではなく、
腫瘍の一部の領域に偏在している可能性で
す。そこで我々は、腫瘍内部の遺伝子発現の
偏りに注目し、EMT 関連遺伝子の発現分布を
検討しました。癌の先進部の発現を中心部の
発現で補正した発現比を比較検討に用い、転
移の有無の 2 群間で t 検定を行ったところ、
転移に関わると考えられる473遺伝子を同定
できました。KEGG（	Kyoto	Encyclopedia	of	
Genes	and	Genomes）を用いて、分子間相互
作用ネットワークを調べたところ、adhesion
に関わる伝達経路、Wnt や VEGF 等の EMT を促
進する伝達経路が捉えられました。すなわち
転移を有する癌では、Wnt や VEGF 等の EMT を
促進する伝達経路が広く先進部で活性化し
ている事を明らかにしました。この結果から、
転移を有する癌の背景に VEGF 等の EMT を促
進する伝達経路が関与すると考えます。これ
まで VEGF のリガンド VEGFA が高発現してい
る約 20％の大腸癌のサブグループを同定し、
極めて再発・転移が高い事を明らかにしまし
た。	
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