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研究成果の概要： 
 脳腫瘍、特に悪性神経膠腫における microRNA(miRNA)発現異常の網羅的解析を行い、悪性度
に関与する 16 個の miRNA を同定した。さらに予後との比較により miR-196 発現亢進が神経膠芽
腫における独立した予後規定因子であることを証明した。シグナル伝達系の評価を行い、予後
規定因子であった EGFRvIII 発現に伴う、miRNA 発現を網羅的に解析し、発現に有意差のある 4
個の miRNA を同定した。無血清幹細胞培養を導入し、神経膠芽腫 3 例において脳腫瘍幹細胞を
分離、同定し、継代した。幹細胞マーカー(CD133, Nestin, SOX2 など)、EGFRvIII の発現が維
持されていること、原発腫瘍の遺伝子異常が維持されていることを確認した。脳腫瘍幹細胞継
代に伴い、発現変動をきたした miRNA を網羅的に同定した。遺伝子解析法に関しては、SNP ア
レイを導入し、ゲノムワイドにコピー数と LOH(loss of heterozygosity)を同時に解析し、神
経膠芽腫においてコピー数の変化を伴わない LOH が高頻度に存在することを証明した。 
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍が遺伝子の異常により発生することが
認識され、脳腫瘍においても多くの遺伝子異
常が報告された。当時、miRNA の発見により
遺伝子発現制御の新たな機序が提唱された。
miRNA は複数の遺伝子発現を制御し発生、分
化、増殖、細胞死等に関わっていることが解
明されつつあった。当時、約 230 種類の miRNA
が同定されており（現在 700 種類以上）、1/3

以上ものヒト遺伝子が miRNA 分子により制御
を受けていることが推測されていた。一方、
治療抵抗性の機序を裏付ける概念として
種々の腫瘍で cancer stem cell(CSC)の存在
が報告された。CSC は腫瘍において少数存在
し、自己複製、増殖、分化能を維持し、治療
抵抗性であることが報告された。脳腫瘍にお
いても脳腫瘍幹細胞 brain tumor stem cell 
(BTSC)の存在が同定され、治療抵抗性への関
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与が示唆された。miRNA は幹細胞における自
己複製、分化に関わる遺伝子発現の制御を担
うのみならず、腫瘍においても重要な役割を
果たすことが解明されつつあった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は miRNA と BTSC という新たな概念
に基づき、新たな視点から脳腫瘍の発生機序
を解明することを目的とした研究である。さ
らに BTSC における miRNA 発現を含む遺伝子
異常を解明することにより脳腫瘍、特に悪性
神経膠腫の分類、治療法の確立を目指す。 
BTSC に関しては、その分離、同定法を確立し、
その評価を行える実験系の構築を第一の目
的とした。microRNA に関しては、未知の領域
であり、様々な評価法を検討し、正確な発現
解析が可能かどうかという基礎的な段階か
ら miRNA 発現制御へと発展させ miRNA の機能
を解明することを目的とした。発現解析に関
してはまず、悪性神経膠腫に特異的な miRNA
同定を目的に実験系を構築し、さらに BTSC
に特異的な miRNA 同定を行い、miRNA 制御に
よる機能解析へと発展させることを目的と
した。また、我々が継続している遺伝子解析
法、シグナル伝達解析法に関しても新たな手
法を取り入れ再検討し、正確な解析法確立を
目指した。 
 個々の実験系を確立させ、BTSC における
miRNA の機能を解明し、最終的に miRNA と
BTSCという新たな2つの概念に基づいた悪性
神経膠腫の新たな診断、治療法の開発を目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 腫瘍幹細胞の分離・同定・評価 
従来の細胞培養に加え、幹細胞培養を導入し、
摘出腫瘍標本より BTSC の分離、同定を行っ
た。幹細胞マーカーである CD133 を用いた
sorting を行い、さらに幹細胞を濃縮させる。
幹細胞評価には SOX2、Nestin、Bmi-1 を用い
た免疫染色による評価を行った。 
 
(2) miRNA 抽出、発現解析 
mirVava miRNA Isolation Kitを用いて、miRNA
を含む total RNA を抽出した。個々の miRNA
に対する stem roop primer を用いた TaqMan 
法を導入し、miRNA 発現解析を行った。さら
に TaqMan miRNA array (365miRNA)、Agilent 
miRNA array (723miRNA) を用いた網羅的
miRNA 発現解析を導入した。12 例の悪性神経
膠腫に対し、TaqMan miRNA array を用いた網
羅的発現解析を行い、候補遺伝子に関しては
個々の primer を用いた TaqMan 法を用い 105
例の神経膠腫を解析し、再評価した。培養細
胞に関しては、通常培養、幹細胞培養

(P3,6,9)に対し、Agilent miRNA array を用
いて解析を行った。 
 
(3) 遺伝子解析 
当施設において継続してきた LOH (loss of 
heterozygosity) 解析を再評価し、個々の脳
腫瘍の遺伝子背景 (genotyping)を同定した。
従来使用してきた複数の microsatellite 
marker による評価を継続するとともに、独自
に開発した一塩基多型(SNP)を用いた解析の
有用性を検討した。さらには SNP array によ
る網羅的解析を導入し、従来の PCR 法、FISH
法との比較検討を行った。 
 
(4) シグナル伝達異常の評価 
悪性神経膠腫、特に神経膠芽腫において重要
である EGFR シグナル伝達系の評価を行った。
EGFR 遺伝子増幅、変異 EGFR (EGFRvIII)発現
の評価を PCR、RT-PAR を用いて評価した。そ
の下流シグナルである PI3K/AKT、RAS/MAPK、
JAK/STAT3 の活性化を免疫染色にて評価した。
今回、同定した miR-196 の標的遺伝子である
HOX遺伝子に関してもRT-PCRを用いた発現解
析を行った。 
 
(5) 遺伝子異常、シグナル伝達系異常に伴う
miRNA 発現解析 
発現異常の認められた miRNA に関して LOH の
存在の有無を検討した。逆に主な LOH 部位に
存在する miRNA の発現変動の有無を検討した。
また EGFR シグナル伝達系の遺伝子異常に伴
う、miRNA 発現変動を網羅的に解析した。 
 
(6)miRNA 発現制御 
今回同定された miR-196 に対し、anti-miRNA 
inhibitor を用いた発現制御を in vitro で行
い、その有効性を評価した。さらに標的遺伝
子である HOX 遺伝子発現の評価も同時に行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
(1) 腫瘍幹細胞の分離・同定・評価 
悪性神経膠腫手術症例に対し、摘出標本を用
いた幹細胞培養を継続した。神経膠芽腫 3例
において、sphere 形成を確認し、2例におい
て幹細胞培養下に継代に成功し、P3、P6、P9
にて核酸抽出を行った。RT-PCR を用いて
EGFRvIII 発現が維持されていることを確認
し、1例で LOH 解析を行い genotype が維持さ
れていることを確認した。Stem cell marker 
(CD133, Nestin SOX2)発現を免疫染色、
RT-PCR にて確認し、1 例は幹細胞マーカーの
発現を維持できたが、1 例は徐々にその発現
が低下し、幹細胞の分化が示唆された。 



 

 

  

 
RT-PCR、免疫染色による幹細胞マーカー発現
解析による分化過程評価 
 
(2) miRNA 抽出、発現解析 
genotype を基に glioblastoma (GB) 8 例、
anaplastic astrocytoma (AA) 4例を選択し、
TaqMan MicroRNA array を用いて、365 個の
microRNA の網羅的発現解析を行った。GB-AA
間で有意に発現の異なる 16 個の microRNA を
同定した。その中で最も有意に差がみられた
miR-196aとmiR-15b、さらにmiR-196b、miR-21
の 4 分子に対して、105 例の glioma サンプル
を用い、発現解析を行ない、これらの miRNA
が悪性度に伴い発現が変動している事を同
定した。また、GB 症例においては miR-196a、
miR-196b のいずれかが高発現している症例
は予後不良であり、miR-196 発現が神経膠腫
の悪性度に関与していることを証明した。
（現在投稿中） 

 
摘出標本、幹細胞培養(P3,6,9)に対し、
Agilent miRNA array を用いて解析し、比較
検討すると幹細胞において 33 個の miRNA が
高発現しており、101 個の miRNA が低発現し
ていることが同定できた。 

 
 (3) 遺伝子解析 
新たな遺伝子マーカーであるSNPに注目し、遺
伝子解析を行うことにより、飛躍的に高密度、
高感度の解析を行うことが可能となった。
我々は、SNPを用いた、LOQUS (LOH estimated 
by quantitative SSCP assay)法という独自の
解析法を開発した。今回さらに対照DNAがない
場合でもaverage control (AC)を用い解析可
能とするLOQUS-AC法を開発し、実用化した。
さらに神経膠芽腫14例に対し、SNParrayを用
いてゲノムワイドにLOH、コピー数の評価を行
った。54.3%のLOH部位がコピー数の変化を伴
わない、copy neutral LOHであることを同定
した。FISH法、PCR法との比較を行い、FISH
法にて２コピー同定できる場合でも、LOHが存
在することを証明し、コピー数解析のみでは
LOHを正確に同定できないことを報告した。複
数microsatellite markerを用いたLOH解析は
正確にLOH部位を同定することができた。本法
を用い、54例の神経膠芽腫の予後解析を行い
1p/19q共欠失を示す神経膠芽腫が予後良好で
あることを報告した。 
 



 

 

 

 

 

 

(4) シグナル伝達異常の評価 
悪性神経膠腫に対し、RT-PCR 法を用いた
EGFRvIII 発現解析、免疫染色を用いた AKT 活
性化の評価を行った。EGFRvIII 発現は 25.8%、
AKT 活性は 68%の症例で認められ、AKT 活性は
予後不良因子であった。 
 
(5) 遺伝子異常、シグナル伝達系異常に伴う
miRNA 発現解析 
GB において EGFRvIII の発現に伴い、
miR-196a, miR-155, miR-105, miR-302b発
現の有意な変化が認められた。また、
miR-196a の下流標的分子である HOXB8 発
現の検討も行ったが、miR-196a 発現に伴う
有意差は認められなかった。 

神経膠腫で異常を来す 1 番染色体短腕(1p)、
10 番染色体、19 番染色体長腕 (19q)上の
miRNA をデータベースより同定したが
LOH に伴い有意に発現変動する miRNA は
同定できていない。 

 
 
(6)miR-196 inhibitor を用いた、miRNA 発現
制御 
神経膠芽腫を通常培養下に anti-miRNA 
inhibitor を用いた発現制御を行い、miR-196
発現低下を認めた。発現制御が不安定であり、
下流遺伝子である HOX 遺伝子の発現に変動は
認められなかった。miRNA 発現制御に関して
は、今後に課題を残す結果となった。 
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