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研究成果の概要（和文）： 
網羅的遺伝子発現解析から同定した大腸癌の悪性化に関与する１０の候補遺伝子の遺伝子発現

解析を進めることで，Cbp/p300-interacting transactivator with Glu/Asp-rich COOH-terminal 

domain 1 （CITED1）が，SM 浸潤大腸癌のリンパ節転移と関連することが示された．これまで，

この分子が大腸癌の転移に関連するという報告はなく，CITED1 は新規遺伝子マーカーであると

いえる． 

 
研究成果の概要（英文）： 
Prediction of lymph node metastasis before treatment enables individualized treatment of colorectal 

cancer (CRC), especially in T1 CRC. We have reported that 10 genes were found to correlate with 

dedifferentiation at the invasion front of colorectal cancer by cDNA microarray analysis (Clin 

Cancer Res 2008; 14:7215-7222). These 10 genes might be clinical markers to predict the lymph 

node metastasis in CRC. Real-time RT-PCR and immunohistochemical studies showed expression 

levels of CITED1 were statistically related with lymph node metastasis in T1 CRC. CITED1 

expression level may predict lymph node metastasis in T1 CRC. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）大腸癌においてリンパ節転移の有無は

重要な予後因子である．特に粘膜下層浸潤癌

（SM 癌）のリンパ節転移率は 10％程度であ

り，内視鏡治療のみを行うか，リンパ節廓清

を伴う外科的切除を行うかは浸潤距離や脈

管侵襲などの病理因子によって判断されて

いる．これは個々の患者にとって至適治療が

行われているとは言いがたい状況であり，SM

癌のリンパ節転移の有無を予測する分子生

物学的マーカーの開発が急務である．  

（２）「癌先進部での癌の脱分化」という大

腸癌のリンパ節転移に関与するとされる現

象に着目し，網羅的遺伝子発現解析を行い，

この現象に関わる 10 個の候補遺伝子を選定

した．これらの候補遺伝子は大腸癌にリンパ

節転移をもたらす過程において重要である

と考えられた。 

２．研究の目的 

候補遺伝子のなかから、SM浸潤大腸癌のリン

パ節転移を予測する遺伝子の同定を行う。 

 
３．研究の方法 

（１）対象 

和歌山県立医科大学第2外科にて2003年 9

月〜2004 年 12 月に手術を施行した進行大腸

癌 85 症例と, 1999 年 11 月〜2009 年 5 月に

手術を施行した SM 癌 126 症例を対象とした

（表 2）.  

（２）サンプリング 

進行癌は摘出直後に潰瘍形成の無い表層

部を含む腫瘍組織を OCTコンパウンドに包埋

し, 液体窒素で凍結させ，mRNA 抽出用に 

-80℃で保存した. また免疫化学組織染色の

ための早期癌を含む全症例は摘出後すみや

かに 10%ホルマリンで固定し, パラフィン包

埋した後に常温で保存した. 

（３）Laser Microdissection 

OCT コンパウンドに包埋した進行癌組織を, 

ライカクリオスタットを用いて 10μｍの厚

さの薄切切片を作成した. この薄切切片に

対 し , ラ イ カ LMD を 用 い て Laser 

Microdissection（LM）を施行した.  LM は潰

瘍形成を認めない部位のうち癌表層部から

1000μm 以内の部位のみ施行しサンプル採取

した.  

（４）t-RNA の抽出・real time RT-PCR 

癌組織の LM サンプルから t-RNA を抽出し

た. Bioanalyser 2100でt-RNAの質を評価し, 

cDNA を作製した．real time RT-PCR を行い，

10 個の候補遺伝子 mRNA の発現を定量した． 

 （５）免疫染色 

 パラフィン包埋した癌組織から薄切切片

を作成し, 脱パラフィン後にクエン酸バッ

ファー内で 121℃30分間熱処理を行い抗原賦

活化した．メタノール処理後にProtein Block 

を用いてブロッキングし，一次抗体を滴下し

4℃で over night した．TTBS で洗浄後に二

次抗体(Hist Fine)を滴下し室温で 30 分間静

置した．TTBSで洗浄後にDABで発色を行った．  

（６）統計解析 

 real time RT-PCR で得られた mRNA 発現量

は GAPDH で補正し，正常組織に対する相対的

定量を行った．検量線は Human Reference 

total RNA を用いた．タンパク発現量は

Allred 法を用いて定量し，cut off 値は ROC 

curve により決定した．臨床病理因子は

median で２群に分けた２値変数を用いた. 

単 変 量 解 析 （ univariate logistic 

regression model ） お よ び 多 変 量 解 析

（multiple logistic regression model）を

行いリンパ節転移に関する独立因子を検討

した.  



 
４．研究成果 

（１）進行癌 mRNA 発現量とリンパ節転移関

連因子 

10 候補遺伝子の mRNA 発現量および臨床・病

理因子のうちリンパ節転移に関与する因子

を検討したところ，単変量解析ではリンパ管

侵 襲 陽 性 （ p=0.003; odds ratio [OR], 

24.889 ; 95% confidence interval [95% CI], 

3.032-204.3 ） と Cbp/p300-interacting 

transactivator with Glu/Asp-rich 

COOH-terminal domain 1 (CITED1) mRNA 高発

現 （ p=0.043; OR, 5.562; 95% 

CI,1.051-29.42）がリンパ節転移の危険因子

であった. 多変量解析では CITED1mRNA 高発

現 （ p=0.040; OR, 4.514; 95% CI, 

1.068-19.07）のみがリンパ節転移の独立し

た危険因子であった．  

（２）進行癌タンパク発現量とリンパ節転移

関連因子 

免疫組織化学染色を用いて，mRNA 発現量の

解析でリンパ節転移の独立因子であった

CITED1 蛋白発現量を定量し，臨床病理因子と

ともにリンパ節転移に関与する因子を検討

した．単変量解析ではリンパ管侵襲陽性

（p=0.003; OR, 24.89; 95% CI, 3.032-204.3）

と CITED1 タンパク高発現（p=0.014; OR, 

5.587; 95% CI, 1.408-22.22）がリンパ節転

移の危険因子であった. 多変量解析でもリ

ンパ管侵襲陽性（p=0.007; OR, 18.90; 95% CI, 

2.194-162.9）と CITED1 タンパク高発現

（p=0.035; OR, 5.052; 95% CI, 1.125-22.73）

がリンパ節転移の独立した危険因子であっ

た． 

（３）早期癌（SM 癌）タンパク発現量とリン

パ節転移関連因子 

免疫組織化学染色を用いて CITED1 蛋白発現

量を定量し, 臨床・病理因子とともに SM 癌

のリンパ節転移に関与する因子を検討した

ところ，単変量解析では budding 陽性

（p=0.001; OR, 8.403; 95% CI, 2.331-30.30）, 

リンパ管侵襲陽性（p=0.006; OR, 3.921; 95% 

CI, 1.481-10.42）, 静脈侵襲陽性（p=0.025; 

OR, 3.030, 95% CI, 1.148-8.000）, CITED1

タンパク高発現（p=0.009; OR, 7.752; 95% CI, 

1.650-35.71）がリンパ節転移の危険因子で

あった. 多変量解析では CITED1 タンパク高

発 現 （ p=0.023; OR, 13.89; 95% CI, 

1.445-142.9）がリンパ節転移の独立した危

険因子であった． 

CITED1 は TGF-β のシグナル伝達において核

内での転写活性に寄与している．甲状腺癌や

Wilms腫瘍でCITED1が高発現していると報告

されているが，大腸癌での報告はない．また，

癌の悪性度やリンパ節転移との関連性を示

した報告はこれまでになく，CITED1 と大腸癌

リンパ節転移との関連性は新たな知見であ

る．特に SM癌での検討において CITED1 高発

現はリンパ節転移の危険因子となることか

ら，CITED1 は SM 癌の治療方針を決定する分

子マーカーとなる可能性が示唆された． 
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