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研究成果の概要（和文）：上皮間葉移行に関わる MicroRNA-200cはエピジェネティックな制御に

より原発部位に比べ有意に癌転移部位で高発現であることを証明した。またこの実験結果をも

とに、癌転移部位（リンパ節転移、肝転移）から分泌される microRNA-200cを血清で測定する

ことで、大腸癌術後再発ならびに予後不良な患者を選択できることを証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：We showed that EMT-MET switch are regulated by promoter 
methylation status of CpG island of miR-200c family and expression of miR-200c in 
metastatic sites is significantly higher than that in primary sites. In addition, we 
demonstrated that serum miR-200c has a strong potential to serve as a noninvasive 
biomarker for CRC prognosis and predicting metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究において大腸癌遠隔転移（肺、肝臓）
に関与する DNA methylation とそれに制御さ
れる microRNA に着目し、これを網羅的に解
析することで大腸癌遠隔転移のメカニズム
を解明し、大腸癌患者遠隔転移の新たな分子
学的診断法だけでなく治療戦略を確立し、そ
の予後・QOL の向上を目指すことを目標とし
た。 
 
 

２．研究の目的 
本研究は大腸癌の転移機序を microRNA の
epigeneticな制御から解明することで、今回
特に転移の初期から後期に関わる上皮間葉
移行のメカニズムに着目し、その制御に関わ
る中心的な microRNA(miR-200 family)のメチ
ルとその発現を検討し、大腸癌の治療戦略と
しての意義を検証することである。 
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３．研究の方法 
1. 転移形成における EMT-MET switch
制御メカニズムの解明(miR-200c に着目し
て) 
1.同意が得られた大腸癌原発組織、同一患者
の遠隔転移組織を用い、miR-200c の発現なら
びに promoter領域の CpGアイランドのメチ
レーションレベルの測定。 
2.miR-200c遺伝子導入に伴う大腸癌細胞の
機能変化に関する評価。 
3.miR-200c遺伝子導入に伴う標的遺伝子の
制御と EMT関連蛋白の発現制御。 
2. miR-200 family の遠隔転移同定バ
イオマ－カ－としての意義 
1.同意が得られた大腸癌患者の血清ならび
に原発腫瘍組織、健常者の血清ならびに正常
粘膜組織を用い、miR-200 family の発現を検
討し、臨床病理学的因子ならびに予後との関
連を検証。 
 
４．研究成果 
1. 転移形成における EMT-MET switch 制御メ
カニズムの解明(miR-200cに着目して) 
1.発現：フォルマリン固定された原発性大腸
癌 (n=54)とその肝転移 (n=54)から癌部を
micro-dissection し total RNA を抽出し、
miR-200 family (miR-200b, miR-200c, 
miR-141, miR-429)の発現を real-time PCR
で比較検討した。miR-200bは原発大腸癌に比
べ遠隔転移巣にて発現が抑制されていたが、
miR-200c/141 clusterは遠隔部位にて有意に
発現が亢進していた。次に、特に発現差の大
きい miR-200c に着目し、原発大腸癌とその
肝転移巣の発現を In site hybridizationに
て確認した。原発大腸癌に関しては、進行癌
は早期癌に比べ、有意に miR-200c 発現が低
下しており、invasive front で有意に発現が
低下していた。また原発大腸癌とその肝転移
における miR-200c の染色比較では、有意に
肝転移において発現が高く、real time PCR
の結果と一貫性を示した。 
メチレ－ション：フォルマリン固定された原
発性大腸癌(n=54)とその肝転移(n=54)から
癌部を micro-dissection し DNA を抽出し、
バイサルファイト処理後、miR-200cのプロモ
ーター領域におけるメチレーションレベル
をパイロシークエンス法にて比較定量した。
原発大腸癌部位における miR-200c のメチレ
－ションレベルは同一患者の遠隔転移部位
のそれに比べ有意に高く、メチレーションレ
ベルと発現は有意に負の相関を認めた。 
2.大腸癌細胞株 RKO, SW620を用い、miR-200c 
precursor、negative control をトランスフ
ェクションし miR-200c の細胞株に及ぼす影
響を比較検討した。 
MTT assay:miR-200c高発現細胞株は有意に増
殖能が亢進した。 

Cell Migration & Invasion assay:miR-200c
高発現細胞株は有意に移動能、浸潤能が抑制
された。 
Wound healing assay:miR-20c 高発現細胞株
は有意に wound healing能が抑制された。 
3. 大腸癌細胞株 RKO, SW620 を用い、
miR-200c precursor、negative controlをト
ランスフェクションし target geneと推測さ
れる ZEB-1, EST-1 そして FLT-1 の遺伝子発
現、タンパク発現を real-time PCR 及び
western blottingで検討した。 
上記 3 遺伝子発現は miR-200c 導入細胞株で
有意に抑制され、タンパクレベルも同様の結
果であった。 
大腸癌細胞株に ZEB-1, EST-1 そして FLT-1 
3’UTR 部位の WT、MT を持つ遺伝子配列をル
シフェラーゼ発現ベクタ－に組み込み遺伝
子導入し、miR-200c precursor、negative 
control をトランスフェクションすることで、
miR-200c と ZEB-1, EST-1 そして FLT-1 の直
接的な抑制効果を証明した。 
1.結果のまとめ 
原発大腸癌部位においては、miR-200c の
promoter 部 位 の hypermethylation が
miR-200c 発現を低下させ、target gene であ
る EMTの転写因子 ZEB-1, EST-1そして FLT-1
を発現誘導し、転移の初期現象として原発巣
からの癌解離を誘発していることが証明さ
れた。一方で、遠隔転移巣（肝転移部位）で
は hypomethylation に よ る
miR-200c/miR-141 clusterの発現を上昇させ、
MET の機構を誘導することで、肝臓における
腫瘍増殖に働くことが示された。 
 
2. miR-200 family の遠隔転移同定バイオマ
－カ－としての意義 
Screening step として Stage IV 大腸癌患者
血清(n=12)ならびに Stage I 大腸癌血清
(n=12)を用い , miR-200 family(miR-200b, 
miR-200c, miR-141, miR-429)の発現を比較
検討したところ、miR-200c のみ Stage IV 大
腸癌で Stage I 大腸癌に比較し有意に発現レ
ベ ル が 高 か っ た  (p<0.05). 以 上 よ り
miR-200c に着目し Validation step を行っ
た. 
Validation step として、大腸癌患者血清
(n=184), 健常者血清(n=24)を用い、血清
miR-200c レベルを測定した。血清 miR-200c
レベルは健常者に比べ、大腸癌患者で有意に
高く(p=0.015), TNM stageの進行とともに高
くなった(I vs. IV: p=0.0108, II vs. IV: 
p=0.010, III v. IV: p=0.0346). 血 清
miR-200c 高値群は有意にリンパ節転移
(p=0.0026)、肝転移(p=0.0016)、遠隔転移
(p=0.0023)と相関を示し、N stage, H stage
の進行とともに発現レベルが高くなり、血清
miR-200c 高値群は独立したリンパ節転移同



 

 

定 因 子 (HR:4.81, 95% CI: 1.98-11.7, 
p=0.0005)であった。 
血清 miR-200c レベルと大腸癌患者の予後と
の検討では、血清 miR-200c 高値群は独立し
た予後規定因子(HR: 2.67, 95%CI: 1.28-5.67, 
p=0.01)であり、興味深い知見として、stage 
II 大腸癌患者において、独立した術後再発を
規定する因子でもあった。 
同一大腸癌患者の癌組織(n=156/184),独立
した大腸癌組織 (n=20)とその肝転移巣
(n=20)の miR-200c 発現も合わせて測定した
結果、TNM stage の進行とともに発現が下が
り、Stage IV大腸癌では Stage I大腸癌に比
べ有意に低下していた(p=0.023)。また原発
大腸癌とその肝転移巣での比較検討では、転
移 巣 で 有 意 に miR-200c 発 現 が 高 く 、
(p=0.0135). In site hybridization では肝
転移巣で原発巣に比べ有意に染色濃度が高
かった。 
2.結果のまとめ 
大腸癌転移巣由来の可能性のある血清
miR-200c はリンパ節転移、遠隔転移患者や予
後不良患者の選別に有用なマーカーの可能
性が示唆された。 
 
3.結語 
遠隔部における転移形成に必要な MET現象は
miR-200c/miR-141 cluster の promoter 領域
に お け る epigenetic な 変 化
（hypomethylation）による高発現によって
誘導され、血中に分泌された miR-200c は遠
隔転移（微小転移）を同定することが可能で
あり、新規の予後, 再発患者を規定するバイ
オマーカーであった。 
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