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研究成果の概要（和文）：上皮間葉移行に関わるmiR-200cは原発巣に比べ遠隔転移巣で有意に発現が上昇し、miR-200c
のメチル化レベルは遠隔巣にて有意に低下していた。つまり原発巣からの癌細胞の解離ならびに遠隔部位における転移
形成にはmiR-200cのメチル化、脱メチル化によるmiR-200cの発現調整とそのtarget 遺伝子のZEB-1発現制御によって引
き起こされているというメカニズムを示した。血清miR-200cレベルは癌患者の進行度とともに有意に高くなり、特に遠
隔転移を有する患者で発現が高かった。血清miR-200cは癌患者の予後との関連もあり、独立予後規定因子ならびに再発
規定因子でもあった。

研究成果の概要（英文）：Distant metastasis tissues showed higher expression of miR-200c and miR-141 than d
id primary GICs, which was significantly associated with hypomethylation of the promoter region of these m
iRNAs. Transfection of miR-200c precursors resulted in enhanced cell proliferation but reduced invasion an
d migration behaviours in cancer cell lines, and caused reduced expression of putative gene targets, and r
esulted in epithelial-mesenchymal transition. In addition, high serum miR-200c demonstrated a significant 
positive correlation with lymph node metastasis, distant metastasis, and prognosis. More importantly, seru
m miR-200c was an independent predictor for lymph node metastasis and tumor recurrence and emerged as an i
ndependent prognostic marker.
In conclusion, miR-200c, epigenetically regulated, plays an important role in mediating EMT and metastatic
 behaviour in GIC. Serum miR-200c has strong potential to serve as a noninvasive biomarker for GIC prognos
is and predicting metastasis.
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１．研究開始当初の背景 
消化器癌（胃癌、大腸癌）の腹膜播種は難治
の遠隔転移形式として挙げられ、病勢が進行
すると、癌性腹膜炎の状態となり、全身状態
は急速に悪化する。近年、抗癌剤の進歩によ
り、消化器癌に対する全身化学療法の効果が
期待できる現代さえ、予後不良と言わざるを
得ない。遠隔転移は癌細胞の原発腫瘍からの
解離，循環系への移行、そして多臓器への接
着・増大というステップがあり、この一連の
過程において遠隔転移に関わる因子がある
が、それらがどの様に関連し成立しているの
か、いまだ十分には解明されておらず、この
機序解明が新たな治療法の開発に貢献する
可能性がある 
２．研究の目的 
遠隔転移は原発巣からの腫瘍の解離(上皮
間葉移行:EMT)と遠隔部位の腫瘍形成(間
葉上皮移行 :MET) による EMT-MET 
switchが重要であるという仮説から、 
(1) EMT の 中 心 的 な 役 割 を 果 た す

miR-200 familyに着目し、同一個体の
癌の原発巣、遠隔転移巣における発現
を検証した。 

(2) miR-200 family発現を制御する機構を
メチル化の観点から検討し、miR-200 
family の癌細胞における機能的意義を
検証した。 

(3) 癌原発巣ならびに血清 miR-200family
の発現を検討して、その臨床病理学的
意義を検証した。 
３．研究の方法 
(1) 癌原発巣とその遠隔転移巣の miR-200 

family発現を real time PCR法にて定
量した。 

(2) 癌原発巣とその遠隔転移巣の miR-200 
family のメチル化を pyrosequencing
法にて解析した。 

(3) miR-200c の癌細胞株での機能解析と
そ の target 遺 伝 子 の 解 析 。
Anti-miR-200c お よ び miR-200c 
mimic を遺伝子導入し、MTT assay, 
Invasion assay, migration assay等を
行い転移能に関して検討した。さらに、
ルシフェラーゼ assay にて miR-200c
の target遺伝子を確定した。  

(4) 癌原発巣ならびにその患者の血清
miR-200c発現を real time PCR法に
て定量して、臨床病理学的意義の検証
を行った。 

４．研究成果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) 図 1 に示すように、miR-200c ならびに 
miR-141 は原発巣に比べ遠隔転移巣で有
意に発現が高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 図2に示すようにmiR-200c/miR-141のメ
チル化レベルは原発巣に比べ遠隔転移巣
で有意に低く、発現レベルとメチル化レ
ベルは有意に負の相関を示すことから、
miR-200c/miR-141発現はこのメチル化に
より制御されていることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 図3に示すようにmiR-200cの遺伝子導入
を行ったところ、増殖能に関しては特に
変化を認めなかったが、有意に浸潤能、
移動能の抑制が認められた。ルシフェラ
ーゼ assay により miR-200c の target 遺
伝子(ZEB1, EST1ならびにFLT1)の抑制効
果を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 図4に示すように癌患者の血清miR-200c
発現は有意に健常者より発現が高く、癌
の進行度（TNM stage）が悪化するにつれ
て発現が高くなることが示された。特に
転移を認める患者（リンパ節転移、腹膜
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播種転移、肝転移）で有意に発現が高く
なった。さらに多変量解析では、血清
miR-200c発現は独立した遠隔転移の危険
因子であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 図5に示すように腫瘍組織内のmiR-200c
発現ではなく、血清中の miR-200c 発現レ
ベルが高い群で有意に予後不良であった。
また多変量解析では、血清 miR-200c 発現
レベルは独立した予後因子、ならびに再
発を規定する因子であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 図 6 に示すように原発巣からの癌細胞
の解離ならびに遠隔部位における転移
形成には miR-200c のメチル化、脱メ
チル化による miR-200c の発現調整と
その target 遺伝子の ZEB-1 発現制御
によって引き起こされているというメ
カニズムを示した。さらに遠隔転移巣
で発現が高くなる現象からそれを血清
レベルで測定することで、独立予後規
定因子ならびに再発規定因子としての
意義も示された。 
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