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研究成果の概要（和文）：切除不能大腸癌に対する治療はかなり改善されたが、5年生存率は10％未満といまだ
不十分である。我々は治療標的となる新規分子探索のため、原発巣の間質における肝転移関連miRNAについて検
討してきた。本研究では、肝転移の発生に関与するmiRNAに関する知見を深めるため、原発巣の癌細胞における
肝転移に関連するmiRNAを注目した。ステージII並びにIV（肝転移）大腸癌の癌細胞を採取し、ステージIV大腸
癌細胞に特徴的に発現したmiRNAの網羅的解析並びにバリデーションにより、大腸癌肝転移に関連するmiRNAを同
定した。更に、細胞レベルで、miRNAによる癌転移の制御機能を解明した。

研究成果の概要（英文）：Despite significant advancements in the treatment of unresectable colorectal
 cancer, the 5-year survival rate remains inadequate at less than 10%. To identify novel molecular 
targets for treatment, we have focused on investigating liver metastasis-related microRNAs (miRNAs) 
in the stroma of primary tumors. In this study, to enhance our understanding of miRNAs involved in 
liver metastasis, we identified and functionally analyzed miRNAs related to liver metastasis by 
examining primary tumor cancer cells. Colorectal cancer cells from Stage II and Stage IV (with liver
 metastasis) were collected, and miRNAs characteristically expressed in Stage IV colorectal cancer 
cells were comprehensively analyzed and validated to pinpoint miRNAs associated with liver 
metastasis in colorectal cancer. Additionally, we explored the regulatory functions of these miRNAs 
in cancer metastasis at both cellular and animal levels.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は大腸癌肝転移に関与する癌細胞と間質細胞間の情報伝達をより正確に検出するために、LCM 法を用いて
癌細胞だけを精製してmiRNAの発現を解析し、より明確に大腸癌肝転移に関わるmiRNAの同定をした。本研究によ
り、大腸癌の肝転移について新たな治療ターゲットを開発することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
大腸癌の発生率と死亡率は世界中で年々増加しており、人々の生活に深刻な影響を与えてい

ます。日本では、生活習慣の変化と高齢化に伴い、大腸がんの発生率はトップ 3 にランクされて
いる。また、大腸癌の診断時にすでに、約 25％が遠隔転移を伴い、そのうち約 50％が肝転移を
発症している。大腸癌の転移メカニズムは解明されておらず、根治的な治療法に乏しいため、切
除不能大腸癌の 5 年生存率は 10％未満と著しく低いのが現状である。大腸癌肝転移メカニズム
の解明とそれに基づいた新規治療標的の開発が急務である。 
近年、癌組織または血清中の miRNA の発現レベルで癌の診断、悪性度の評価および術後生存

期予測ができると報告されている。特に原発巣癌細胞とその周囲を取り囲む間質細胞で構成さ
れ、癌の微小環境に発現する miRNA は、大腸癌の発生、進行および転移において重要な役割を
果たすことが報告されている。癌の転移に関する miRNA 研究は多いが、原発巣を癌細胞と間質
にわけ、肝転移の有無による癌細胞の miRNA 発現の相違を網羅的に解析し、miRNA 発現と肝
転移を結びつける報告はない。当研究室では、大腸癌の癌間質中の miRNA221 および
miRNA222 が大腸癌の肝転移と関連することを見出した。しかし、癌細胞に特化した miRNA
の発現プロファイルはまだ不明である。癌の起源である原発巣癌細胞に異常発現した miRNA と
間質 miRNA とのクロストークを解明するため、原発巣癌細胞における miRNA の網羅的解析
が必須である。本研究は大腸癌肝転移に関与する癌細胞と間質細胞間の情報伝達をより正確に
検出するために、LCM 法を用いて癌細胞だけを精製して miRNA の発現を解析する。 
 

 
２．研究の目的 
我々は治療標的となる新規分子探索のため、原発巣の間質における肝転移関連マイクロ RNA

（miRNA）について検討してきた。本研究では、肝転移の発生に関与する miRNA に関する知
見を深めるため、原発巣の癌細胞の解析から、肝転移に関連する miRNA の同定と機能解析を行
う。本研究の目的は、 
(1) LCM 法によってステージ II 並びに IV（肝転移）大腸癌の原発巣から癌細胞を採取し、ステ

ージ IV 大腸癌細胞に特徴的に発現する miRNA の網羅的解析により異常発現した miRNA
を調べる。 

(2) 患者さんの術後サンプルを用いて、上記（１）から得た候補 miRNA を q-PCR と臨床病理
学因子でリデーションして大腸癌肝転移関連する新規 miRNA を同定する。 

(3) 同定された miRNA はいかに癌細胞の浸潤や転移に作用するかを細胞レベルで検証する。 
(4) 同定した miRNA が癌細胞の転移を制御するメカニズムを探索する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、原発巣の大腸癌細胞において転移と関連する miRNA を同定する。更に同定した
miRNA と大腸癌転移の関連性を検証するため、下記の実験を行った。 
(1) LCM 法を用いて大腸がんサンプルから癌細胞だけを精製した。 



(2) 肝転移の有無による原発巣大腸癌細胞の miRNA 網羅的解析により、異常発現した miRNA
（Fold>2 もしくは Fold<0.5、Fisher Ratio>4）異常発現した miRNA を調べた。 
(3) ステージ II 並びに IV（肝転移あり）各 20 例のサンプルから癌細胞の RNA を抽出し、(2)で
選ばれた miRNA の発現レベルを q-PCR でバリデーションした。 
(4) 上記(3)選ばれた miRNA の発現レベルおよび発現パターンと患者さんの臨床病理学因子の
関連性を確認し、最も関連性が高い miRNA を
同定した。 
(5)機能欠損と機能獲得アプローチを用いて、
候補 miRNA inhibitor（機能欠損）及び候補
miRNA mimic（機能獲得）を導入して、Wound 
healing assay で miRNA の癌細胞遊走御機能
を調べる。新規同定された新規 miRNA がが
ん細胞の転移機能を阻害するかどうかを細胞
レベルで検証しました。 
(6) 上記(5)遺伝子導入方法を用いて、候補
miRNA inhibitor（機能欠損）及び候補 miRNA 
mimic（機能獲得）を導入して浸潤 assay で
miRNA の浸潤制御機能を調べる。同定した新
規 miRNA が癌細胞の転移と浸潤を抑制する
かを細胞レベルで検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 肝転移の有無による原発巣大腸癌細胞の miRNA 網羅的解析により、異常発現した miRNA
（Fold>2 もしくは Fold<0.5、Fisher Ratio>4）37 個を得た。 
(2) 異常発現した miRNA から 7 本 miRNA を選択してステージ II 並びに IV（肝転移あり）各
20 例のサンプルから癌細胞の RNA を抽出して、選ばれた miRNA の発現レベルを q-PCR でバ
リデーションした。 
(3) 上記(2)で選ばれた miRNA の発現レベルおよび発現パターンと患者さんの臨床病理学因子
の関連性を確認し、最も関連性が高い miR-106b, miR-30b を同定した。 
(4)miR-30b または miR-106b を阻害すると、細胞の移動能力が低下した。miR-30b または 
miR-106b の mimic を導入すると、細胞の遊走を促進した。 
(5)miR-30b または miR-106b を阻害すると、細胞の浸潤能力が低下した。 miR-30b または 
miR-106b の mimic を導入すると、細胞浸潤を促進した。 
 
上記の結果は、原発巣癌細胞における miR-30b および miR-106b の過剰発現が大腸癌の肝転
移と関連していることを示しています。この研究は、結腸直腸癌の肝転移に対する新しい治療マ
ーカーの開発に理論的基礎を提供する。 
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