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授与番号 甲第 1889 号 

 

論文内容の要旨 

 

Genome-wide analysis of mRNA and microRNA expression in colorectal cancer and 

adjacent normal mucosa 

(進行大腸癌の癌および背景粘膜の網羅的 microRNA, messenger RNA解析) 

(伊藤 勇馬, 刑部 光正, 杉本 亮, 柳川 直樹, 大塚 幸喜,  

佐々木 章, 松本 主之, 菅井 有) 

(The Journal of Pathology Clinical Research 8巻，4号 令和 4年 7月掲載) 

 

Ⅰ．研究目的 

大腸癌は，APC, KRAS等の遺伝子変異，DNAメチル化異常，micro RNA (miRNA)発現異常

の蓄積によって発症すると考えられている．これらの分子異常は腫瘍と認識しうる形態的

変化を呈する前から蓄積し始め，分子異常の蓄積した細胞は癌発生リスクが高い粘膜を形

成する．この概念は field cancerizationと呼ばれる． 

この概念によると，messenger RNA (mRNA)の発現調節機構の一つである miRNA発現異常

により，mRNAの発現異常が腫瘍形成前の周囲粘膜で起こることが想定される．本研究では，

腺管分離法を用いて腫瘍間質の影響を排除し，分離遠位正常腺管と比較し，分離隣接正常

腺管(隣接正常腺管)と分離癌腺管(癌腺管)で発現異常を示す大腸癌の発生に関わる

mRNA/miRNAを明らかとすべく検討を行った． 

 

Ⅱ．研究対象と方法 

対象：当院外科学講座で切除された microsatellite stable (MSS)大腸癌 20例を第 1コホ

ートとし，MSS大腸癌 24例を第 2コホートとした．本研究は岩手医科大学倫理委員会（承

認番号：HG2019-027）によって承認された． 

腺管分離法：腫瘍中心部から大腸癌検体，最遠位部から遠位正常粘膜，隣接する正常粘膜

から隣接正常粘膜を採取し，EDTAを含む Hanks液で 30分間加温後，70%エタノールで固定

した．固定した単離腺管は実体顕微鏡下に収集した． 

網羅的発現解析：Clariom S human arrayと miRNA 4.0 arrayを用い，発現解析は

Transcriptome Analysis Consoleを用いた(Thermo Fisher Sci., Inc.)．mRNAは FDR-p < 
0.05かつ fold change（FC）≥ |2|，miRNAは FDR-p < 0.05かつ FC ≥ |1.5|を有意な発現

変動とした． 

Gene Ontology Enrichment(GO)解析：The gene ontology resource 

(http://geneontology.org)を用いた．  

Pathway解析：Ingenuity Pathway Analysis microRNA Target Filter (QIAGEN, Inc.)を

用いた． 

単回帰分析：Pathway解析で得られた候補 mRNA/miRNAのうち，回帰係数 < 0かつ p < 0.05
を満たす mRNA/miRNAを有意とした． 

定量的 RT-PCR：第 2コホートを用いて，妥当性の検証を行なった． 
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大腸癌培養細胞株への miRNA mimic導入実験：miRNA mimicによる標的遺伝子の発現抑制

を確認した． 

 

Ⅲ．研究結果 

1. 癌腺管，隣接正常腺管における mRNA及び miRNA網羅的発現解析 

癌腺管では 357 mRNAと 109 miRNA，隣接正常腺管では 182 mRNAと 40 miRNAが有意な発現

変動を示した． 

2.Pathway解析と単回帰分析 

Pathway解析により癌腺管で 914組，隣接正常腺管で 170組の mRNA/miRNAが推定され，こ

のうち単回帰分析により癌腺管で 329組，隣接正常腺管で 13組を候補とした． 

3.GO解析 

“Neutrophil degranulation”, “RNA binding”, “extracellular exosome”が癌腺管

と隣接正常腺管で共通していた． 

4.GO解析結果と pathway解析/回帰分析結果の統合 

“Neutrophil degranulation”に係わる遺伝子のうち，隣接正常腺管と癌腺管の間で共通

して発現変動し，pathway解析/回帰分析で有意な mRNA/miRNAとして CEACAM1/miR-7114-5p
を同定した．“RNA binding”には有意な mRNA/miRNAはみられなかった．“Extracellular 

exosome”では CEACAM1/miR-7114-5pと AK1/miR-6780b-5pを同定した． 

5.候補 mRNA/miRNAの第 2コホートを用いた検証 

癌腺管と 2 方向の隣接正常腺管の全てで CEACAM1/miR-7114-5p と AK1/miR-6780b-5p に有

意な負の回帰性を認めた． 

6.miRNA mimic導入実験 

miR-7114-5p mimicは CEACAM1の発現を抑制した．一方で，miR-6780b-5p mimicによる AK1
の発現抑制は確認できなかった． 

 

Ⅳ．結語 

隣接正常腺管における AK1/miRNA-6780-5pと CEACAM1/miRNA-7114-5pの発現異常が大腸

癌でも保持されており，field cancerization は大腸癌の発生に重要な役割を果たしてい

ることを示している． 

 

 



論文審査の結果の要旨 
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大腸癌は, APC, KRAS等の遺伝子変異, DNAメチル化異常, micro RNA（miRNA）発現異常

の蓄積によって発症すると考えられている. これらの分子異常は腫瘍と認識しうる形態的

変化を呈する前から蓄積し始め, 分子異常の蓄積した細胞は癌発生リスクが高い粘膜を形

成する. この field cancerization という概念から, messenger RNA（mRNA）の発現調整機

構の一つである miRNAの発現異常により, 腫瘍形成前の周囲粘膜で mRNAの発現異常を生じ

ることが想定される. 本論文では, 腺管分離法を用いて腫瘍間質の影響を排除し, 分離隣

接正常腺管（隣接正常腺管）と分離癌腺管（癌腺管）で発現異常を示す大腸癌の発生に関わ

る mRNA/miRNA を明らかにすべく検討を行った. この検討により, 隣接正常腺管における

AK1/miRNA-6780-5P と CEACAM1/miRNA-7114-5p の発現異常が大腸癌でも保持されているこ

とが明らかとなり, field cancerization は大腸癌の発生に重要な役割を果たしておりこ

とが示唆された.  

本論文は, 大腸癌の発生に新たな知見を与える可能性を示唆した有用な内容であり，学位

に値する論文である. 

 

試験・試問の結果の要旨 

本研究方法，内容，結果に関する統計手法，今後の研究の方向性，臨床への応用などにつ

いて試問を行い適切な解答を得た. 学位に値する学識を有していると考える. また, 学位

論文の作成にあたって, 剽窃・盗作等の研究不正は無いことを確認した. 
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