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研究成果の概要（和文）：膠芽腫は極めて予後不良の脳腫瘍である。網羅的および機能解析により悪性形質関連
遺伝子を見出すことを目的に、CD24、MALAT1、MET に着目して進めた。CD24 が膠芽腫で発現しており、増殖、
浸潤、造腫瘍能を促進することを示した。発現プロファイル解析により、下流の機能因子候補として、MALAT1 
を含む遺伝子、miRNAを同定した。アンチセンス核酸で MALAT1 を抑制したところ、膠芽腫細胞の増殖が抑制さ
れた。HGF 活性化酵素の調節因子である SPINT2 が膠芽腫の約 3/4 でエピジェネティックに抑制されており、
HGF/METシグナルを介して予後を増悪させていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma (GBM) is a malignant neoplasm with the highest frequency and 
the most miserable prognosis in brain. Novel therapeutic clues and breakthrough are desired. We have
 performed exploratory and functional analysis for novel genes which are involved in the aggressive 
features of GBM and focused on CD24, MALAT1, and MET pathway. It was revealed CD24 is involved in 
proliferation, invasion, and tumorigenicity of GBM. We analyzed cDNA and miRNA profiles in control 
and CD24 knockdown GBM cells using microarrays to identify downstream factors of CD24. Several genes
 and miRNA including MALAT1 were identified as candidate progression-associated genes/miRNAs. MALAT1
 knockdown using antisense locked nucleic acids resulted in decreased proliferation of glioblastoma 
cells. Regarding MET, we showed that SPINT2 is epigenetically silenced in most GBM cell lines and 
about three quarters of GBM tissues and suggested to get involved in prognosis of GBM patients via 
HGF/MET signaling.

研究分野： 病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は、他の癌と比較すると多くはないが、原発性脳実質腫瘍では最も高頻度の悪性腫瘍である。生存期間が
2年に満たない、極めて予後の悪い難治性腫瘍であり、新たな治療の糸口やブレークスルーを見出すことはアカ
デミアの急務である。CD24には、幹細胞性や分化への関与、エクソソームおよび内包する miRNAの質的、量的調
節との関連、長鎖非翻訳 RNA である MALAT1には様々なタンパク質や RNA との相互作用による未知の細胞内調
節機構への関連、SPINT2 には、（単なる増殖因子の存在ではなく）その活性化機構による細胞周囲微小環境の
制御への関与が疑われ、治療に繋がる知見の糸口とな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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膠芽腫において高頻度の遺伝子異常や、シグナル伝達異常はかなり詳細に解明されてきたにも
関わらず、依然として膠芽腫の予後を決定的に改善する治療は見出されていない。これは、既存
のアプローチにとらわれないブレークスルーが必要であることを示している。 
申請者は、膠芽腫で高発現しているが、その意義、機能が解明されていない分子の一つとして、

insulin-like growth factor binding protein-2 (IGFBP2) に注目し、解析してきた。IGFBP2 は
膠芽腫細胞の浸潤性増殖を促進しており、それを抑制することで膠芽腫の進展を抑制できたた
め、網羅的解析を行い、IGFBP2 と連動して発現が変化する遺伝子として CD24 、RELA、
MALAT1、を見出した。さらに CD24 に連動して発現が変化する遺伝子群（MET、MALAT1、
ADAM10 等）を同定した。これらのうち、RELA (NF-kB サブユニット)に関しては、その核内
移行を阻害する低分子化合物である DHMEQ (dehydroxymethylepoxyquinomicin)によって膠
芽腫の増殖を抑制できることを明らかにし、その治療応用の可能性を示した。 
 
（1）膠芽腫悪性形質制御標的候補 1；CD24 
 CD24 は GPI アンカー型の糖蛋白

で、細胞内ドメインを持たないが、細胞膜
上で P-セレクチンや L1CAM を初めと
する接着因子と結合することが知られて
いる。近年、肺癌、乳癌、大腸癌、卵巣癌、
膵癌を初めとして様々な悪性腫瘍での発
現と、浸潤性や不良予後との関連が報告
されている。また、乳癌細胞では CD24 の
発現低下が、大腸癌細胞では逆に CD24 
の発現が、癌幹細胞の hallmark とされ、
stemness や分化に重要な役割を果たし
ている可能性が示唆されている。さらに、
CD24 が膵管癌患者の膵液、卵巣癌患者
の腹水中のエクソソームに豊富に存在す
ることが報告されており、癌細胞と宿主細胞の相互作用の担い手として近年注目されているエ
クソソームの形成や機能に関わっている可能性もある。 
 
（2）膠芽腫悪性形質制御標的候補 2；MALAT1 
 IGFBP2、CD24 双方に連動して発現が変化した MALAT1 は、肺癌を初めとする悪性腫瘍と
の関連が報告されている 長鎖非翻訳 RNA (lncRNA) である。miRNA を初めとする短鎖 RNA 
の転写調節機能や癌との関わりの報告が数多くなされている一方で、膠芽腫における lncRNA
発現の意義については未だ明らかにされていない。 
 
（3）膠芽腫悪性形質制御標的候補 3；MET/HGF signal  
MET は 肝細胞増殖因子（HGF）の特異的
受容体チロシンキナーゼであり、その膠芽腫
における発現やがん幹細胞における意義、そ
の活性抑制の臨床応用については盛んに研
究されてきた。一方で、過剰発現した MET 
を抑制しても、腫瘍細胞周囲微小環境におけ
る HGF を介したわずかな MET シグナル
が腫瘍細胞を生存させることが知られてい
る (Cancer Res 74;6598-609, 2014)。HGF 
は活性のない前駆体で分泌されることから、
細胞外環境においてプロテアーゼ（HGF 
activator あるいは matriptase）によって
活性化される必要がある。この活性化機構を
標的とすることは、MET シグナル制御ストラテジーにおける新たな観点となり得る。申請者に
おけるこれまでの予備実験および申請者の教室の過去の報告から、膠芽腫細胞には matriptase 
の発現は見られず、HGF activator が発現していること、中枢神経系では HGF activator の阻
害蛋白としては HAI-2 (HGF activator inhibitor type 2) が発現しており、グリオーマではこの
発現が進展とともに著明に低下していることを見出している 
 
２．研究の目的 
 本研究は膠芽腫の悪性形質を左右する新たな機能遺伝子を探索し、新規治療標的を見出すこ
とを目的とする。既存の知見にとらわれない新たな発見を得るため、網羅的解析と機能解析の両
面からアプローチする。さらに、これまで我々が膠芽腫以外のがんにおいて解析してきた、プロ
テアーゼ活性調節による細胞周囲微小環境制御に関する知見が膠芽腫にも当てはまるのか、新
たな治療への糸口を探索する。 



 
３．研究の方法 
悪性形質制御因子の候補遺伝子について、培養細胞における遺伝子抑制・改変・強制発現を主
たる方法として、遺伝子発現プロファイル、エクソソーム、lncRNA、glioma stem cell 分画が
如何に変化するかに着目し、膠芽腫の増殖、浸潤の機序を解明する。また、膠芽腫、星状膠細胞
での HGF/MET シグナルの活性化状態を確認し、そこへの HAI-2の関与を解析する。膠芽腫で機
能している膜型プロテアーゼがあれば、その関与を合わせて解析する。神経組織特異的 HAI-2 欠
失マウスを作成し、HGF/MET シグナルの状態を調べるとともに、悪性形質への影響を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）膠芽腫組織、細胞における CD24 および関連因子の発現を確認した。 

（2）培養細胞において、CD24 をノックダウンすると in vitro Matrigel invasion assay にお
ける浸潤能が減弱し、強制発現すると亢進した。 

（3）培養細胞において CD24 を強制発現すると、ヌードマウス脳への膠芽腫細胞移植による in 
vivo 腫瘍形成能が亢進し、生存期間が悪化した。 

 



（4）膠芽腫細胞株 U251, YKG1 において CD24 ノックダウンに伴って
共通して発現低下した遺伝子群、発現増加した遺伝子群を同定した。発
現低下した（すなわち CD24 に正に連動して変化する遺伝子）の中に 
MET が含まれていた。 

 
 
 
（5）さらに、CD24 変動に伴う mRNA 発現に加えて、細胞内、エキソソーム内の miRNA 発現を解
析し、包括的な遺伝子発現調節の解析を試みることとした。 
様々な培養方法やエクソソームの濃縮方法を試し、

解析に足る質と量を満たすエクソソームを得る方法

を確立した。すなわち、あらかじめ超遠心を行って牛

由来のエクソソームを取り除いた血清を用いて培養

し、超遠心分離法で培養上清を濃縮、さらに洗浄して

高純度のエクソソームを得た。また、エクソソーム由

来の miRNA が微量でも解析できる感度の高いマイ

クロアレイを準備した。その結果、2 種類の膠芽腫培

養細胞に共通して CD24 の発現によって変動する 

miRNAを、細胞内 miRNA (has-miR-19a-3p, has-miR-

18a-5p, has-miR-1229-5p, has-miR-4481 など) 、エ

クソソーム miRNA(has-miR-6870-3p, has-miR-18a-

5p,has-miR-4653-3p など)、それぞれ同定した。現在、定量リアルタイム PCR による確認、そ

れぞれの miRNA の mimic, inhibitor を用いた機能解析を進めている。 
（6）長鎖非翻訳 RNA (lncRNA) である MALAT1については、膠芽腫組織、細胞における MALAT1 

とその他の lncRNA の発現を確認した。膠芽腫細胞株において antisense LNA (locked nucleic 

acid) を用いたノックダウンに成功し、MALAT1 ノックダウンに伴って、膠芽腫細胞の増殖能、

浸潤能が低下することがわかった。 



（7）MET については、その

リガンドである肝細胞増

殖因子（HGF）活性化の調節

因子の一つである HAI-2 

(HGF activator inhibitor 

type 2；遺伝子名 SPINT2) 

の膠芽腫、星状膠細胞での

DNA メチル化状態を解析

した。培養細胞において、

メチル化特異的 PCR、メチ

ル化特異的 sequence を

行い、ほとんどの膠芽腫細

胞で SPINT2 のプロモー

ター領域のメチル化が起

こっていることを確認す

ると共に、臨床検体におい

てメチル化特異的 PCR を

解析する条件設定を行っ

た。 

（8）臨床検体（摘出膠芽

腫組織）の約 3/4 でプロ

モーター領域のメチル化が

起こっていた。 

（9）HAI-2の発現抑制は、

HGF activator の活性化調

節を介して HGF/MET シグナルされていることを確認した。活性化に影響し、膠芽腫の予後に関

連している可能性を示唆した。 

（10）神経組織特異的 HAI-2 欠失マウスを作成したところ、形態的には明らかな異常を呈さな

かった。現在、欠失を起こす時期や、他の遺伝子抑制や刺激によって脳腫瘍が生じたり、形態異

常が起きたりしないか、解析を進めている。 
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