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研究成果の概要（和文）：癌の転移や浸潤にはマイクロRNAが関与する。大腸癌におけるマイクロRNAの腫瘍内不
均一性を明らかにすることで転移のメカニズムの解明につながることが期待できる。大腸癌の粘膜側、中心部、
漿膜側からマイクロRNAを抽出し、癌に関与する84種類のマイクロRNAの測定を行った。27種類で腫瘍内不均一性
を認め、がん抑制に関わるmiR-34a、miR30-cの発現が漿膜側で低下していた。また、血液検体から採取したマイ
クロRNAの発現と比較したところ、漿膜側のプロファイルが類似していた。マイクロRNAの発現において、癌の漿
膜側から検体を採取することで癌の浸潤能、転移能を正しく反映した結果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA is involved in metastasis and invasion of the colorectal cancer. We
 investigated the intratumor heterogeneity of microRNA in colorectal cancer. We extracted the 
microRNA from the mucosa side, the center, the serosa side of colorectal cancer and measured 84 
kinds of microRNA associated with a cancer. There was intratumor heterogeneity in 27 of those. The 
expression level of miR-34a and miR30-c, which were thought to tumor suppressor micro RNA, decreased
 on the serosa side. Also, comparing the microRNA expression profile of blood samples with that of 
each tumor samples, a profile on the serosa side was similar to that of blood samples. Obtaining a 
specimen from the serosa side of colorectal cancer is the important to evaluate the invasive 
ability, metastaticity of the cancer when we use the clinical samples.

研究分野： 消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 大腸癌の治療成績は外科治療や化学療法
の進歩により向上したが、転移を有する大腸
癌患者の予後は依然不良である。転移の制御
が現在の大腸癌治療における課題であり、転
移の機序の解明が求められている。近年、癌
の転移について EMT (Epithelial- 
Mesenchymal Transition、上皮間葉移行)の
関与が注目されてきた。EMT とは上皮細胞
が間葉系細胞の形質を獲得する現象であり、
癌の浸潤や転移においてもその関与が考え
られるようになった。癌細胞は間葉系の表現
型になることで浸潤能や転移能を獲得し、原
発巣からの遊離が可能になると考えられて
いる。しかし、EMT に関する報告のほとん
どが in vitro の実験で行われ、生体内での腫
瘍環境や間質から受ける影響についての検
討を欠いている。EMT と転移の関係につい
て臨床検体では十分な証明がされていない
のが現状である。 
 臨床検体で EMT の証明が困難な原因とし
て腫瘍内不均一性が考えられる。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
いる可能性があり、それが臨床検体での
EMT の検出を困難にしている事が推測され
る。以前から癌は浸潤する過程で変異を蓄積
し、不均一性を有することが知られている。
近年では分子生物学的な見地から腫瘍内不
均一性の証明が行われ、癌はひとつの腫瘍内
でも異なる遺伝子発現プロファイルを示す
ことが明らかとなった。EMT の証明におい
ても腫瘍内不均一性を考慮する必要がある
と考え、特に腫瘍中心部と先進部の遺伝子発
現プロファイルの違いに注目した。我々はこ
れまでの研究で大腸癌臨床検体を用いて
EMT に関連する遺伝子の発現分布を調べ、
転移に関与する分子を同定した。 
本研究ではノンコーディング RNA のひと

つであるマイクロ RNA(miRNA)の腫瘍内不
均一性について詳細な研究を行う予定であ
る。miRNA は癌の発生や制御に深く関与し
ていることがわかってきている。我々のこれ
までの研究でも miR-200c が転移に関与する
ことを明らかにした。癌に関与する miRNA
は 100 種類以上報告されており、現在では血
液に含まれる miRNA から癌を診断すること
も試みられている。miRNA はエクソソーム
に包まれ血液中に移行することが報告され
ているが、腫瘍内不均一性については詳しく
調べられておらず、腫瘍のどの部分で高発現
しているか不明であり、ほとんどの miRNA
において腫瘍内不均一性を有するかどうか
もわかっていない。 

 
２．研究の目的 
 近年、上皮細胞が間葉系細胞の形質を獲得
する現象、EMT (Epithelial-Mesenchymal 
Transition、 上皮間葉移行)が癌の転移に関
与すると考えられている。EMT により運動

能の亢進や細胞外基質の蓄積がもたらされ、
癌細胞が浸潤能や転移能を獲得するといわ
れているが、臨床検体では十分な証明がされ
ていない。我々は腫瘍中心部と先進部の遺伝
子発現プロファイルの違いに注目し、EMT
を証明するため腫瘍内不均一性を考慮した
研究を行ってきた。これまでの研究では大腸
癌臨床検体を用い EMT に関連する遺伝子の
発現分布を調べ、転移に関わる分子を同定し
た。 
本研究では癌の進行や転移を制御する

miRNA について、原発巣、転移巣における
発現分布を調べ、miRNA の腫瘍内不均一性
を明らかにし、血液中の miRNA との関係を
調べる。miRNA もしくは miRNA を内包す
るエクソソームがどのような経路で血中に
移行するかを解明することが期待できる。 
 
３．研究の方法 
（１） miRNA の腫瘍内不均一性の検証 
  Cancer panel を用い 84 種類の miRNA
の腫瘍内不均一性を調べる。 
（２） Cancer panel から得られた結果と臨
床情報を用いた解析 
  実臨床における大腸癌の浸潤、転移に関
係する miRNA を同定。 
（３） バリデーション 
  検体数を増やし、対象となる miRNA を
絞りこむ。 
（４） 血液中 miRNA の測定 
  組織中と血液中の miRNA の関係を調べ
る。 
（５） 血中遊離癌細胞（Circulating tumor 
cell、CTC）からの miRNA 測定 
  CTCから抽出したmiRNAと血液中から
直接抽出した miRNA の発現の違いを測定す
る。 
 
 
４．研究成果 
 
自治医科大学附属さいたま医療センター

で採取した大腸癌切除標本のうち、転移を伴
う大腸癌の検体を選択し、正常大腸粘膜、大
腸癌部については粘膜側、中心、漿膜側のそ
れぞれから microRNA を抽出した。microRNA
用の cancer panel（Cancer Focus microRNA 
PCR Panel(Exiqon 社)）を用い、癌に関与す
る 84 種類の microRNA の測定を行った。その
うち、27 個の microRNA の発現で腫瘍内不均
一性を認めた。大腸癌における tumor 
suppressor microRNA（がん抑制型 microRNA）
と考えられているmiR-34aの発現については
10 検体から抽出した計 50 箇所の RNA を用い
q-RTPCR を施行し、バリデーションを行った。
その結果、粘膜側、中心部では同一患者の正
常大腸粘膜の発現と同程度であったものの、
漿膜側では有意に発現が低下している
(p=0.03)ことが確認できた（図１）。 
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また、同様に tumor suppressor microRNA

と考えられているmiR30-cにおいても有意差
はなかったが漿膜側で発現低下している傾
向を認めた(p=0.06)。いずれも転移を有さな
い大腸癌の検討では漿膜側とそれ以外の部
位で発現差を認めなかった。 
以前、われわれが報告した mRNA 発現と同

様に、microRNA の発現においても、癌の漿膜
側から検体を採取することで癌の浸潤能、転
移能を正しく反映した結果が得られること
を示唆していると考えられた。 
 
また、同一患者の血液検体から採取した

microRNA に対しても cancer panel を用いた
測定を行っており、組織と血液の microRNA
発現プロファイルを比較し、組織漿膜側のプ
ロファイルの方がより血液の発現プロファ
イルに近い（図２）ことが判明し、癌の漿膜
側での検体を用いることで血液中に移行す
る癌細胞の状態をとらえることができると
考えられた。 
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 CTC 採取に関しては抽出したものの miRNA
の質に問題があり、発現量を測定することが

できなかった。 
 
 今後の検討課題として、採取時に転移して
いない大腸癌の検体数を増やし、再発症例に
特徴的なmiRNAの存在の有無を確かめること
と血液中のmiRNAと転移の関係に明らかにす
ることが挙げられる。 
 miRNA の腫瘍内不均一性が転移にどのよう
に影響を及ぼすか、また血中への癌細胞の移
行にどのように関わるかを明らかにし、転移 
再発癌の早期発見とリスク評価を可能にす
るため継続して研究を進め、論文化を目指す。 
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