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はじめに 

 

わが国における大腸癌罹患者数、死亡者数は年々増加しており、国立がん研

究センターがん対策情報センターの統計によると 2014 年の大腸癌による死者

数は約 49500 人であった。がんによる死亡者のうち、女性で 1 位、男性で 3 位

となっている (1)。死者数は増加しているものの、外科治療や化学療法の進歩に

より治療成績は向上し、早期癌患者の5年生存率は90%を越えるようになった。

しかし、遠隔転移を有する大腸癌患者の予後は依然不良で、発見時に同時性遠

隔転移を伴う大腸癌患者の 5 年生存率は 18.8%である (2, 3)。現在、大腸癌患者

の予後を決定する最も重要な因子は転移となっており、転移の制御が大腸癌治

療における喫緊の課題であり、そのためには転移の機序の解明が不可欠である。 

近年、癌の転移において EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition, 上皮間

葉移行) の関与が注目されている (4-7)。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、胚の発育など胎生期のイベントにおいて、さまざま

な組織や器官の形成、成長、分化に重要な役割を果たしている (8)。EMT は運

動能の亢進や細胞外基質の蓄積をもたらすため、癌の浸潤や転移においても

EMT が関係しているのではないかと考えられるようになった (4)。EMT の過程

では、上皮細胞は E カドヘリン（Cadherin-1、CDH1）発現を低下させ、細胞
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間接着を失う。また、中間径フィラメントがケラチンからビメンチンに置き換

わり、細胞骨格が再編成される。さらに頂側膜と基底膜の極性が失われ、繊維

芽細胞様の形態となり運動能が増す (9, 10)（図１）。 

 

図 1  Epithelial mesenchymal transition (EMT) のシェーマ 

                         

 EMT にはさまざまな遺伝子が関わっているが、中でも SNAIL や zinc-finger 

E-box-binding homeobox （ZEB）、basic helix–loop–helix transcription factors

などが主要な役割を果たすと考えられている (5, 7)。これらの分子は、E カドヘ

リンのプロモーター領域に直接結合し、E カドヘリンの発現を抑制する (7, 11)。

EMT に関わる分子の活性化は TGF-β経路、Wnt 経路、VEGF（Vascular 

endothelial growth factor）経路、Notch 経路、EGF 経路、HIF 経路などのさ

まざまなシグナル伝達経路によって引き起こされる (12, 13)。これらのシグナ
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ル伝達経路は腫瘍とその微小環境の相互関係に影響し、結果として EMT を動的

に制御している (5)。また、遺伝子の転写を抑制し、分解を促進させるマイクロ

RNA も EMT 制御に関わっているとされている (14, 15)。 

癌細胞は EMT の過程を経て間葉系の表現型になることで、浸潤能や転移能を

獲得し、原発巣から遊離することが可能になると考えられている (13, 16)。し

かし、EMT を制御するメカニズムやシグナル伝達経路についての報告のほとん

どが培養細胞を使った実験系で行われており、これらの実験は生体内での腫瘍

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ことがしばしば批判の

的になっている。そのような観点からの EMT の検討は未だ不十分であり、特に

ヒト臨床検体で EMT が癌の転移に必要かどうかについては議論の余地がある 

(9, 12, 17, 18)。 

臨床検体で EMT の証明が困難な原因として癌組織の腫瘍内不均一性が考え

られる (16, 18)（図２）。以前から腫瘍は浸潤する過程において変異を蓄積し、

不均一性を有することが知られている (19)。近年、次世代シークエンサーをは

じめとする新しいテクノロジーを使用した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報告されて

いる (20-22)。現在までに様々な癌種で分子生物学的アプローチにより腫瘍内不

均一性が証明されており、治療や薬剤の抵抗性にも影響することがわかってき
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た  (21-23)。そこで EMT の証明においても腫瘍内不均一性を考慮する必要が

あると考えた。 

図 2 大腸癌臨床検体で EMT の証明が困難である理由 

    

図の赤い細胞が EMT 関連遺伝子を高発現している細胞とすると、表面や転移先

の青い細胞から検体採取しても EMT を捉えられない 

 

本研究では大腸癌臨床検体を用いて EMT に関わる遺伝子の腫瘍内不均一性

を調べ、転移に関与する遺伝子を同定することを目的とした。ひとつの原発性

大腸癌から複数箇所の組織を採取し、大腸癌臨床検体において転移を起こす癌

細胞が存在すると考えられている先進部に注目しながら腫瘍内不均一性につい

て検討し、EMT に関連する遺伝子やシグナル伝達経路、マイクロ RNA の発現

と転移の関係を調べた。 
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研究対象と方法 

 

臨床検体 

 2013 年 12 月から 2014 年 12 月の間に自治医科大学附属さいたま医療センタ

ーで大腸切除術を施行した 8 症例の遠隔転移を伴う大腸癌と 8 症例の遠隔転移

を伴わない大腸癌から採取した組織を用いた。表１に臨床病理学的特徴を示す。

腫瘍表面（管腔側）から 5-10mm の部位を腫瘍中心部（Tumor center, TC）、腫

瘍と筋層、漿膜あるいは他臓器との境界から 1-3mm の部位を先進部（Invasive 

Front, IF）と定義し、各々の腫瘍で TC または IF の空間的に離れた数か所から

検体を採取した（図３）。転移臓器を切除した 6 症例からは転移臓器の検体も採

取し、11 症例からは正常大腸粘膜の検体採取も行った（表２）。検体は採取した

後、速やかに核酸保存液である RNA later™ (Ambion 社製)に浸し、-80℃で保存

した。遺伝子発現マイクロアレイ、リアルタイム PCR で遺伝子の mRNA の発

現量を定量し、免疫組織化学法でタンパク質発現を調べた。EMT に関わるマイ

クロ RNA 発現の定量はリアルタイム PCR により行った。マイクロアレイには

8 症例から採取した 38 検体の RNA（表 1、Case 1-8）を用い、リアルタイム

PCR には 8 症例を追加し（表 1、Case 9-16）、計 16 症例から採取した 133 検

体を用いた。マイクロ RNA の定量に関しては、TC と IF の中からマイクロ RNA



7 

 

を採取するための十分な量がある検体を選び、8 症例から採取した 88 検体を使

用した。免疫組織化学法には上記 16 症例のうちステージⅠの早期癌患者を除い

た 15 症例に、2003 年 7 月から 2014 年 12 月の間に当センターで手術を施行し

た大腸癌患者 65 症例の検体を加え、計 80 症例、各症例それぞれ 1 枚ずつのパ

ラフィン包埋切片を使用した。パラフィン包埋切片の内訳は転移を有する大腸

癌 33 症例、転移を有さない大腸癌 47 症例となった。全ての患者に対して研究

内容について書面および口頭で説明を行い、研究に関する同意を書面で得た。

また、本研究は自治医科大学遺伝子解析倫理委員会において承諾を得て行って

いる（承認番号 遺 12-65、許可年月日 平成 25 年 3 月 4 日）。 

 

図３ 検体採取部位 
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表１ 症例の臨床病理学的特徴 

 

1 Location. A: 上行結腸、Ascending colon、T: 横行結腸、Transversal colon、

S: S 状結腸、Sigmoid colon、R: 直腸、Rectum 

2 Histologic type. well: 高分化腺癌、Well differentiated adenocarcinoma、

mode: 中分化腺癌、moderately differentiated adenocarcinoma、muc: 粘液癌、 

mucinous adenocarcinoma 

3 Distant metastasis. per: 腹膜播種、Peritoneal dissemination 
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表２ 検体採取個数と部位の内訳 

 

細胞株 

ヒト大腸癌細胞株 4 種類（CACO-2、COLO205、HCT116、HT-29）とヒト

腎細胞癌細胞株（VMRC-RCW）およびヒト胎児腎細胞株 （HEK293）を使用

した。CACO-2（RCB0988）、COLO205（RCB2127）、HCT116（RCB2979）、

HEK293（RCB1637） および VMRC-RCW（RCB1963）は理研セルバンク

（RIKEN Cell Bank 、RCB）から購入した。HT-29 は American Type Culture 
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Collection（USA）から購入した。それぞれの細胞は供給元のプロトコールに従

って培養した。 

 

RNA 抽出 

Total RNAは Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit（GE Healthcare UK

社製）と miRCURY™ RNA Isolation Kit （Exiqon 社製）を用い、プロトコー

ルに従って抽出した。RNAの質評価と収量測定のためにNano-Drop® ND-1000 

spectrophotometer（NanoDrop Technologies 社製）による A260/280 比、

A260/A230 比の測定と、Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies 社製）

を用いた RNA integrity number（RIN）による評価を行った。RIN 値が 7 以上

のものを発現アレイ、リアルタイム PCR に用いた。 

 

マイクロアレイによる遺伝子発現解析 

マイクロアレイはAgilent SurePrint G3 Human Gene Expression 8 × 60K 

Ver2.0 (Agilent Technologies 社製 ) を用い、プロトコールは Agilent 

Technologies 社が提供する「One-Color Microarray-Based Gene Expression 

Analysis Protocol Version Jan.2012」に従った。 

以下に実験の手順を簡潔に示す。検体から採取した75ngのRNAをOne-Color 
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Low Input Quick Amp Labelling Kit (Agilent Technologies 社製)を用いて

Cyanine-3 (Cy3)で標識した cRNA を合成し、続いて RNeasy Mini Kit (Qiagen

社製)で精製した。Nano-Drop®で Cy3 の取り込み率と cRNA の収量を確認した

後、ラベル化した 600ng の cRNA を 60℃で 30 分間フラグメント化した。

Hybridization buffer を加え、ハイブリダイゼーションを行った(10 回転/分、

65℃で 17 時間)。その後洗浄し、Feature Extraction (Agilent Technologies 社

製 )でスキャンおよび数値化を行った。各サンプルのノーマライズには

Percentile shift 法を用い、各サンプルの 75 パーセンタイルの値をそろえる事

でアレイ間の誤差を補正した。Universal Human Reference RNA （Agilent 

Technologies 社製) をコントロールとして用いた。マイクロアレイデータは

Gene Expression Omnibus に登録した(accession number GSE75117)。 

 

リアルタイム PCR 法を用いた遺伝子発現の定量 

 前述した total RNA を使い、High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied 

Biosystems 社製)を用いて、逆転写反応させ cDNA を合成した。リアルタイム

PCR 法には QuantStudio ™  12K Flex Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems 社製)の機械と TaqMan® Gene Expression Assays と TaqMan® 

Gene Expression Master Mix を用いた。Primer およびプローブの詳細は表３
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に記す。反応条件は 95ºC 10 分の後、 95ºC 15 秒、60ºC 1 分を 40 サイクル

行った。内因性コントロールには GAPDH を用いた。 

 

マイクロ RNA 発現の定量 

 miRCURY™ RNA Isolation Kit (Exiqon社製)を用いて採取した 10ngの total 

RNAに対しmiRCURY LNA™ Universal cDNA Synthesis Kit II (Exiqon社製)

を使用し、逆転写反応を行った。miRNA の定量には microRNA LNA™ PCR 

primers と ExiLENT SYBR® Green master mix (Exiqon 社製)を使用した。

Primer の詳細は表３に記す。反応条件は 95ºC 10 分の後、 95ºC 10 秒、 

60ºC 1 分を 40 サイクル行い、最後に 95ºC 15 秒、60ºC 1 分、95ºC 15 秒の反

応を行った。リファレンスマイクロ RNA として miR-423-3p を用いた。 

表３ リアルタイム PCR に用いたプライマー 
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免疫組織化学法 

  EMT に関する種々のタンパク質発現を免疫組織化学法で確認した。パラフィ

ン包埋されていた大腸癌切除病理検体を用い、スライドガラス上に 0.5μm 厚切

片を作成した。まず初めにスライドを、58℃のオーブン中で 30 分間静置させた

後、脱パラフィンし組織を露出させた。抗原賦活処理を抗原回復液（10mM ク

エン酸ナトリウム緩衝液 pH6.0）の入ったプラスチック製染瓶に置き、電気ポ

ット法で 98℃30 分熱処理を行った。次に、内因性ペルオキシダーゼ除去を、0.3%

過酸化水素水／メタノール混合溶液の入ったガラス製染瓶に置き、室温で 20 分

反応させた。バックグラウンド染色を低減させるため 5% bovine serum 

albumin で 15 分間サンプルを前処理した。一次抗体反応を抗 ZEB1 抗体

（#NBP1-05987; Novus Biologicals 社製、1:500 希釈、4℃ overnight）、抗 ZEB2

抗体 （#HPA003456; Sigma 社製、1:400 希釈、4℃  overnight）、抗 E カドヘ

リン抗体（#24E10; Cell Signaling TECHNOLOGY 社製、1:200 希釈、4℃ 

overnight）および抗 VEGF 抗体（#ab46154; Abcam 社製、1:200 希釈、室温

30 分）で行った。二次抗体反応として、抗マウス、ウサギ標準二次抗体シンプ

ルステイン MAX-PO（ニチレイバイオサイエンス社製）を順次滴下した。発色

は DAB 基質キット(DAKO 社製)を用いて 5 分間発色を行い、マイヤーヘマトキ

シリン液で対比染色した後、脱水透徹処理を行いマリノールで封入した。染色
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は 40×、100×、200×で観察し評価した。 

 

統計学的解析 

連続変数のパラメトリック解析には Student’s t 検定を用い、ノンパラメトリ

ック解析には Mann-Whitney-Wilcoxon test を用いた。また、多群間の比較に

はフリーソフトの MeV を用いて一元配置分散分析(one-way factorial ANOVA)

を行った (24)。名義変数の解析に関しては Fisher の正確検定を行った。いずれ

も p<0.05 を統計学的有意差ありとした。統計学的検討は R 2.13.0（R 

Foundation for Statistical Computing 社製）と R commander (version 1.6-3)

を生物学的統計解析用にカスタマイズしたソフトである EZR（自治医科大学附

属さいたま医療センター）を使用した (25)。 
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結果 

 

EMT 関連遺伝子の不均一な発現と転移を有する大腸癌の先進部における

VEGF、Wnt シグナル伝達経路の活性化 

 はじめにマイクロアレイによる遺伝子の網羅的解析を行った。腫瘍中心部、

先進部、転移巣の 3 群に分け ANOVA（分散分析、analysis of variance）を行

った。その結果 7920 プローブ（全体の 13%）で 3 群間の発現に有意差があっ

た。EMT 関連遺伝子では ZEB1 の発現が中心部や転移巣と比較し、先進部で有

意に高値であることが明らかになった（p<0.01）（図４）。腫瘍のほとんどの部

分で ZEB1 の発現レベルが低値であったのに対し、先進部の一部で高値を示す

箇所が存在した（図５）。他の EMT 関連遺伝子である SNAIL、basic 

helix–loop–helix transcription factorsやEカドヘリンに関しては 3群間で発現

量に有意差を認めなかった。ANOVA の結果で有意差があった 7920 プローブを

クラスター解析し、発現プロファイルの違いを階層樹形図によって表したとこ

ろ、いくつかの検体（No.3, 4, 5, 6, 8）では中心部と先進部の差よりも個体によ

る差が強く影響していた（図４）。そこで個体差を除去するために中心部と先進

部の発現比を算出した。算出した比を転移の有無によって 2 群に分け、t 検定を

行った。1512 プローブ（全体の 2%）で有意差が検出でき、Database for 
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Annotation, Visualization and Integrated Discovery （DAVID）と Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG）を用いて、分子間ネットワー

ク解析を行うといくつかの遺伝子はVEGFシグナル伝達経路やWntシグナル伝

達経路に関連することが明らかになった（表４）。 

図４ マイクロアレイ結果から作成した階層樹形図の一部 

中心部、先進部、転移巣の発現を ANOVA で解析した。有意なプローブ（p<0.05）

を抽出し、Pearson’s correlation を用い階層樹形図を作成した。ヒートマップで

は高発現を赤、低発現を青で示した。中心部（TC: tumor center）は水色、先

進部（IF: invasive front）は赤、転移巣（LM: liver metastasis、OM: ovarian 

metastasis、PD: peritoneal dissemination）は黄色、正常組織（NC: normal colon 

mucosa、NL: normal liver tissue）は白で表示した。Case number は下段に示

した。遺伝子名は図の右に表記し、ZEB1 を緑色でマークした。 
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図５ マイクロアレイによる Case number 6（表 1、2 参照）の ZEB1 発現 

 

NC:正常大腸粘膜（Normal Colon mucosa）、TC:腫瘍中心部（Tumor center）、

IF:先進部（Invasive Front）、LM: 肝転移巣（Liver metastasis） 
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表４ DAVID と KEGG pathway を用いたパスウェイ解析 
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腫瘍の部位と転移の有無による EMT 関連遺伝子発現の違い 

 16 個の腫瘍から採取した 133 検体および細胞株から採取した RNA を用いて

リアルタイム PCR 法により ZEB を含む EMT 関連遺伝子の発現を調べ、腫瘍

内不均一性の検証を行った。細胞株の検討では ZEB1、ZEB2 は大腸癌細胞株で

の発現は認めず、ヒト胎児腎細胞株 HEK293、および腎細胞癌細胞株

VMRC-RCW、universal reference で発現していた（図６）。それに対し、E カ

ドヘリンは大腸癌細胞株で発現していたが腎由来の細胞株ではほとんど発現し

ていなかった。SNAIL1 は大腸癌細胞株で発現が高い傾向があったがいずれの

細胞株でも発現を認めた。臨床検体における測定ではまず部位（TC、IF および

転移巣の 3 群）による発現の違いを調べた。ZEB1 および ZEB2 の発現は中心

部や転移巣と比較し、先進部で有意に高値であった（図７ a, b）。SNAIL1 は中

心部よりも先進部が高値を示したものの有意差はなく、E カドヘリンに関して

は 3 群でほぼ同様の発現レベルを示した（図８ a, b）。 

さらに転移の有無によってそれぞれの発現が異なるかどうかの検討を行った。

それぞれの遺伝子において、中心部と先進部の発現を転移の有無によっても分

類し、4 群で比較検討した。ZEB1 の先進部での発現は転移を有する癌において

転移のない癌と比較し高い傾向（p=0.083）にあったが、中心部の発現にはほと

んど差がなかった（図７ c）。同様に ZEB2 に関して解析したが、転移の有無に



20 

 

よる差は ZEB1 ほど明らかではなかった（図７ d）。SNAIL1 と E カドヘリン

については転移の有無による差は認めなかった（図８ c, d）。 

 

図６ 各種細胞株における EMT 関連遺伝子の発現 
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図７ ZEB1 および ZEB2 の遺伝子発現 

         

図８ SNAIL1 および E カドヘリン（CDH1）の遺伝子発現 
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免疫組織化学法による ZEB タンパク質の不均一性の検証と転移に関連するタ

ンパク質発現の検討 

 免疫組織化学法で ZEB タンパク質の発現を調べたところ、ZEB1、ZEB2 と

もに先進部の中で不均一なタンパク質発現を示すことが確認できた（図９）。

ZEB1 は 16 症例の癌細胞で発現を認め、ZEB2 は 18 症例で発現していた。し

かし、ZEB タンパク質発現と転移の関連は示せなかった。全ての検体で ZEB1

は核が染まり、ZEB2 は細胞質が染まった。EMT の制御に関わるシグナル伝達

経路については VEGF タンパク質の発現を調べた。転移との相関を示すことは

できなかったが ZEB タンパク質と異なり、先進部は均一に染まっていることが

判明した。E カドヘリンの検討では、先進部では細胞膜上の E カドヘリンタン

パク質が減少し、細胞質での発現が増加していることがわかった（図１０）。し

かし、E カドヘリンのタンパク質発現と転移についての関連も明らかではなか

った。また、ヘマトキシリン・エオジン染色、免疫組織化学法による染色のい

ずれにおいても、EMT に特徴的とされる紡錘状の形態、あるいは結合性の低下

を示す形態学的所見は認めなかった（data not shown）。 
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図９ ZEB タンパク質および VEGF タンパク質の発現 

  

a, b) ZEB1、c, d) ZEB2, e) VEGF  

a, c, e は 40 倍、b, d は 200 倍 
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図１０ E カドヘリン（CDH1）タンパク質の発現パターン 

E カドヘリンは中心部で細胞膜上に発現を認めるが、先進部では細胞膜の発現

が減少し、細胞質が染色されている 

 

miR-200c の発現は転移を有する大腸癌の先進部で低下し、ZEB1 の発現と逆相

関関係を示す 

これまでの実験から ZEB1 の遺伝子発現は転移を有する大腸癌の先進部で高

いことが判明したものの統計学的な有意差はなく、ZEB タンパク質と転移の関
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係も示すことができなかった。そこで我々は ZEB の制御に関わると考えられて

いる 4 種類のマイクロ RNA、miR-200a、miR-200b、miR-200c、miR-141 の

発現を 88 検体の RNA で調べ評価した。EMT 関連遺伝子のリアルタイム PCR

の実験と同様に、各々の発現を部位および転移の有無により 4 群に分け比較す

ると、転移を有する癌の先進部での miR-200c の発現が転移のない大腸癌の先進

部での発現と比べ有意に低下していた（p=0.015）（図１１  c）。対称的に

miR-200a の発現は、転移を有する癌の先進部において、転移を有さない癌の先

進部と比較し有意に高かった（p<0.01）（図１１ a）。また、ZEB1 と miR-200

の関係を調べると、miR-200b と miR-200c の発現は ZEB1 の発現と逆相関関係

にあることが判明した（図１２）。 
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図１１ 4 種類の miR-200 の発現レベル 

                       

 

図１２ ZEB1 と 4 種類の miR-200 の発現との相関 
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考察 

 

 EMT は癌の浸潤、転移に重要な役割を果たすと考えられるようになってきた

がヒト臨床検体で EMT が本当に転移に必須であるかの検討は不十分であった。

臨床検体における EMT の証明が困難である原因として我々は腫瘍の持つ不均

一性の影響を考え、大腸癌臨床検体で腫瘍内不均一性を考慮に入れた実験を行

った。 

 本研究では腫瘍が進展し、転移を起こす際に獲得するプロファイルの網羅的

な検索を行うため、腫瘍中心部と先進部の遺伝子発現を比較し、また、中心部

と先進部の発現比を用いた解析も行った。その結果、VEGF シグナル伝達経路

や Wnt シグナル伝達経路に関わる遺伝子が転移を有する癌で高値を示すことを

明らかにした（表４）。これらのシグナル伝達経路は EMT を誘導することで転

移を起こしやすくする役割をもつと考えられている。膵癌において VEGFR-1

は EMT に合致する形態変化や分子生物学的変化を引き起こし、浸潤や転移を誘

導し、さらに EMT に関連する転写産物を増やすことが報告されている (26)。

Wnt シグナル伝達経路に関しては、GSK3-βを抑制することにより SNAIL を

安定させ、その結果 EMT を誘導すると考えられている (27)。また、Wnt シグ

ナル伝達経路に関わるβカテニンの発現が EMT を起こす際に腫瘍先進部で増
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加することも知られている (28)。 

今回、我々は EMT 関連遺伝子の発現には腫瘍全体として不均一性があるのみ

ならず、腫瘍先進部の中にも不均一性が存在することを発見し（図５）、大腸癌

臨床検体で EMT を調べる際には先進部の一部だけではなく複数箇所の検体採

取が必要であることを示した。Gerlinger らもひとつの腫瘍の一部分から採取し

た検体で遺伝子評価を行うことの危険性を指摘している (21, 22)。 

EMT関連遺伝子のひとつであるZEB1は大腸癌の進展に重要な役割を果たし 

(29)、ZEB1 高発現の原発性大腸癌は予後が悪いことが知られている (30)。しか

し、過去に大腸癌臨床検体における ZEB1 発現と転移について直接言及した報

告はなかった。本実験では腫瘍内不均一性を考慮にいれたことで、大腸癌臨床

検体における ZEB1 と転移の関係を示すことができた。すなわち、中心部から

採取した検体で ZEB1 を調べても転移の有無による差を示せなかったが、先進

部から採取した複数の検体を用いたことで転移との関係を示すことが可能とな

った。ZEB1、ZEB2 ともに今回使用した全ての大腸癌細胞株で発現を認めず 

（図６）、臨床検体においては中心部で発現が低く、先進部で高くなっていたが

転移巣では低下していた。これらの結果から大腸癌の発癌から転移に至る過程

のうち、ZEB は発癌には関与していないが、転移を起こす段階で一過性に発現

上昇することが推測される。SNAIL1 は大腸癌細胞株の中で高発現を示すもの
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があり、中心部から採取した臨床検体における発現もある程度の高値を示した

ため、転移よりも発癌や腫瘍の増大に関わっている可能性が考えられた。 

免疫組織化学法によって ZEBのタンパク質発現の不均一性を証明することは

できたが、転移との関係は示すことができなかった。原因として ZEB タンパク

質の発現が不均一であり、また先進部でも部位によって発現が異なることから

定量が難しいことが考えられた。さらに免疫組織化学法における ZEB 抗体の感

度があまり良くないことも一因と考えられる。E カドヘリンタンパク質は腫瘍

中心部では細胞膜上で発現を認め、先進部では細胞質内で発現していることが

確認できた。E カドヘリンは細胞膜上で発現しているときに細胞間接着の役割

を果たし、分解されるときには細胞質に移行することが知られている (31, 32)。

先進部では E カドヘリンタンパク質が分解され、細胞膜上の発現が低下するた

め細胞間接着が減弱すると考えられた。E カドヘリンの分解は先進部で起こっ

ているため、VEGF シグナル伝達経路や Wnt シグナル伝達経路、ZEB などの関

与が考えられるが、本研究では何が E カドヘリンの分解に関わるかを具体的に

突き止めることはできず、E カドヘリンと転移の関係を示すこともできなかっ

た。また、EMT に特徴的な癌細胞の紡錘形細胞、結合性の低下等の形態変化も

切片上で確認できなかった。EMT に関連するタンパク質が転移にどう関与して

いるかについては更なる検討が必要であり今後の課題となる。 
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本研究で ZEB の不均一性を示すことはできたものの、転移との関係では統計

学的な有意差を示すことはできなかった。そこで次に我々は ZEB の発現を上流

から調節しているマイクロ RNA に注目した。マイクロ RNA は多数の標的遺伝

子を有し転写後の発現を調節し、組織内で mRNA よりも安定して存在している 

(33, 34)。miR-200 ファミリーは 5 種類のマイクロ RNA から構成され、ZEB 発

現を抑制することで EMT を調節することが報告されている (35, 36)。今回は全

ての検体でほとんど発現していなかった miR-429 を除いた 4 種類の miR-200

を構成するマイクロ RNA について転移との関係を調べた。その結果、miR-200c

が転移を有する大腸癌の先進部で有意に低下していることが明らかになった。

また、ZEB1 と miR-200c の発現は強い逆相関関係を示し、miR-200c が ZEB1

を抑制するという過去の細胞実験の報告とも一致した (14)。これらの結果とマ

イクロ RNA が組織中で mRNA よりも安定して存在することを考慮すると、

miR-200cの測定はZEB1の測定よりも転移を正確に反映することが示唆された。

マイクロ RNAの実験ではmiR-200a の先進部での発現はmiR-200cとは対称的

に転移を有する大腸癌で高いこともわかった（図１１）。miR-200c と miR-200a

は塩基配列に相動性があるものの、構造的には異なっていることが影響してい

ると考えられる (36)。miR-200a 発現と ZEB1 発現との間には有意な相関関係

はなく、miR-200a の ZEB1 に対する影響は明らかではなかった。 
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本研究では EMT 関連遺伝子の不均一性が複数の検体を採取することにより

確認できた。しかし、前述した免疫組織化学法での課題の他にもいくつかの課

題が残った。まず今回は EMT 関連遺伝子、シグナル伝達経路についての検討を

行ったもののそれらの具体的な相互関係について言及できなかった。VEGF シ

グナル伝達経路や Wnt シグナル伝達経路の一部が EMT の誘導に関わるのか、

シグナル伝達経路全体として EMT を誘導するのか、また、どの遺伝子が Key 

molecule となるのかは不明のままであり、今後の検証が必要である。さらに

EMT と逆の現象、転移巣で増大する際に上皮細胞の形質を再獲得する現象であ

る MET（Mesenchymal-epithelial transition、間葉上皮移行）もまた転移形成

に必須であると考えられているが、今回の検討においては ZEB1 など EMT 関

連遺伝子の発現が転移巣で低下している事実を確認することに留まった。MET

がどの段階で起こるか、たとえば血中に遊離した癌細胞の段階で MET が始まっ

ているのか、それとも転移巣にたどり着いた段階で起こるのか、そして MET を

調節しているのはどの分子なのか調べることも今後の課題となる。また、本研

究の手法は臨床応用するためには複雑で時間がかかってしまう。その解決策の

ひとつとしては血液中に遊離した腫瘍細胞や腫瘍由来の核酸を利用する

“Liquid biopsy”が挙げられる。最近では血漿中のマイクロ RNA を調べるこ

とが可能になり、miR-200c と予後との関係について報告されている (37)。



32 

 

Liquid biopsy は血中での EMT 関連遺伝子の状態を調べることにも応用でき、

MET のタイミングを捉える方法としても有効な可能性がある。 

上述した課題は残ったものの、ひとつの腫瘍から複数の検体を採取し発現解

析を行うという本研究の手法は、EMT 関連遺伝子、マイクロ RNA の腫瘍内不

均一性の証明および大腸癌臨床検体における EMT 関連遺伝子と転移との関係

を調べるために有用であった。本研究から、転移を有する大腸癌では腫瘍先進

部でVEGFシグナル伝達経路やWntシグナル伝達経路といったEMTを誘導す

るシグナル伝達経路が活性化しており、miR-200c の発現低下、ZEB1 発現の上

昇、E カドヘリンタンパク質の分解を経て癌細胞が間葉系細胞の形質を得て、

血中に遊離していくという EMT の一連のプロセスを提示することができた（図

１３）。今後、前述した課題の解決を目指し、さらに研究を進めていきたい。 
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図１３ 本研究で得られた EMT のプロセスのシェーマ 

     

点線部の流れは本研究では直接因果関係を示せていない 
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結語 

 

本論文では原発性大腸癌において腫瘍が浸潤するに伴って獲得するプロファ

イルを網羅的に解析し、VEGF シグナル伝達経路や Wnt シグナル伝達経路とい

った EMT を誘導するシグナル伝達経路に関連する遺伝子が、転移を有する大腸

癌の先進部で高発現していることを明らかにした。また、EMT を制御する主要

な分子である ZEB1 や miR-200 の腫瘍内不均一性を示し、miR-200c は転移を

有する大腸癌の先進部で低下することを同定した。臨床検体を扱う場合、ひと

つの腫瘍の複数箇所からの検体採取を行うことが正確かつ十分な EMT の評価

を可能にすることを示した。 
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