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研究成果の概要（和文）：	
 

悪性神経膠腫摘出標本より長期継代脳腫瘍幹細胞株を樹立し、脳腫瘍幹細胞移植モデルを作成

した。網羅的 microRNA 発現解析を行い幹細胞細胞において、膠芽腫で高発現している miR-196

の高発現が保持されており、miR-196 強制発現により、増殖能が促進され、細胞死が抑制され

た。さらに、神経膠腫における遺伝子発現型と miRNA の発現を比較検討し、miR-128a、-504 が

形質転換へ関与する可能性を見いだした。	
 

 
研究成果の概要（英文）： 
We established brain tumor stem cells and mouse xenographt models.  Global microRNA 
expression analysis revealed that miR-196, which is associated with malignant transformation of 
glioma, is also overexpressed in brain tumor stem cells. Functional assays showed that miR-196 
could increase proliferation and inhibit apoptosis in glioma cell lines.  In addition, comparison 
between gene expression and microRNA expression indicated that miR-128a and miR-504 are 
associated with mesenchymal gene expression. 
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 悪性神経膠腫は原発性脳腫瘍において最も

頻度の高い腫瘍の一つであり、近年の診断・

治療技術の進歩にも関わらず、未だ十分な治

療成績が得られていないのが現状である。特

に最も悪性度の高い神経膠芽腫に関しては現

在でも平均生存期間が1	
 年前後とヒト悪性腫

瘍の中で最も難治性の腫瘍の一つである。研
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究開始当初、これらの治療抵抗性の機序を裏

付ける概念として腫瘍幹細胞の存在が注目さ

れていた。腫瘍幹細胞に特異的なgenetic、

epigeneticな異常を標的とした治療により、

腫瘍幹細胞能を破綻させることが新たな治療

法開発に繋がる可能性が示唆されていた。ま

た、microRNAは、新たな遺伝子発現の制御機

構として注目されており、腫瘍においても重

要な役割を果していることが解明されつつあ

り、腫瘍幹細胞における幹細胞能維への関与

が示唆されていた。	
 

	
 
２．研究の目的	
 

本研究では脳腫瘍幹細胞の分化過程における

microRNAを網羅的に解析し、脳腫瘍幹細胞能

維持に重要なmicroRNA及びその標的分子（標

的シグナル伝達系）を同定する。最適な腫瘍

幹細胞培養法の改良、適切な幹細胞マーカー

による濃縮、免疫不全マウスによるin	
 vivo

評価を再度検討し、臨床上有用な腫瘍幹細胞

の分離、同定、評価システムを構築する。腫

瘍幹細胞能に関与するmicroRNAおよびその標

的分子の発現制御による腫瘍幹細胞能（自己

複製能、多分化能、腫瘍形成能）制御が可能

か検討する。	
 

	
 
３．研究の方法	
 

(1)	
 脳腫瘍幹細胞分離同定、移植モデル作

成：悪性神経膠腫に対し、従来の細胞培養に

加え、幹細胞培養を導入し、腫瘍摘出標本よ

り脳腫瘍幹細胞の分離・同定を継続した。樹

立した脳腫瘍幹細胞を免疫不全マウスに移

植し、脳腫瘍幹細胞脳内移植モデル、皮下

移植モデルを作成した。移植前後での遺 伝

子発現、miRNA 発現変動を検討した。	
 

	
 

(2)	
 幹細胞マーカー、分化・増殖マーカー、

microRNA の発現解析：摘出標本、幹細胞培養

下に分離した脳腫瘍幹細胞に対し、Agilent	
 

miRNA	
 array を用いて幹細胞関連候補 miRNA

を同定した。脳腫瘍悪性度に関与が示唆され

たた 21 種類の miRNA（miR-196a,	
 b,	
 21,	
 105,	
 

124a,	
 128a,	
 135b,	
 15b,	
 184,	
 200a-c,	
 203,	
 

302a-d,	
 34a,	
 363,	
 367,	
 504）の発現解析を

長期培養した 4細胞株を用いて行った。各々

TaqMan 法を用いて、その発現レベルを評価し

た。さらに幹細胞マーカー（CD133,	
 Nestin,	
 

Sox2,	
 Bmi1）と分化・増殖マーカー（YKL40,	
 

CD44,	
 PCNA,	
 TOP2A,	
 Olig2,	
 DLL3,	
 GFAP）の

発現解析を行った。	
 

	
 

(3)	
 神経膠腫組織型における microRNA 発現

解析：oligodendroglioma	
 (OD),	
 anaplastic	
 

oligodendroglioma	
 (AO),	
 anaplastic	
 

astrocytoma	
 (AA)に対し、167 個の microRNA

発現解析を TaqMan	
 Human	
 microRNA	
 panel を

用いて解析を行った。さらに 128 例の glioma	
 

(grade2-4)に対して、21 個の脳腫瘍関連候補

microRNA の解析を行い、腫瘍型と microRNA

発現の関連を検討した。	
 

	
 

(4)	
 悪性神経膠腫における遺伝子発現と

microRNA 発 現 関 連 の 検 討 :82 例 の

glioma(grade2-4)に対し、21 個の脳腫瘍関連

候補 microRNA と proneural マーカー、

mesenchymal マーカー、幹細胞マーカー計 23

遺伝子の発現を解析し、その関連を検討した。	
 

	
 

(5)	
 脳腫瘍関連 miRNA 導入による分子生物学

的検討:神経膠腫悪性化、幹細胞能に関連が

示唆された miR-196 と mesenchymal タイプと

の関連を示した miR-128a,	
 miR-504 を mimic

と inhibitor を用いて発現制御を行い、神経

膠腫細胞株に対する分子生物学的機能の解

析を行った。	
 

	
 
４．研究成果	
 

(1)	
 脳腫瘍幹細胞分離・同定、移植モデル作



 

 

成:脳腫瘍幹細胞分離を目的に悪性神経膠腫

摘出標本より幹細胞培養と通常培養の 2系統

での培養を継続した。その内、長期培養（20

継代以上）が可能であった 4細胞株を樹立し

た。19 バッチ、57 匹の脳内移植モデル（下

図）、皮下移植モデルを作成し、脳内腫瘍と

皮下腫瘍にて異なる遺伝子発現プロファイ

ルを同定した。	
 

	
 

脳腫瘍幹細胞脳内移植モデル	
 

	
 

(2)	
 幹細胞マーカー、分化・増殖マーカー、

microRNA の発現解析：幹細胞マーカーと分

化・増殖マーカーの発現解析、網羅的

microRNA（miRNA）発現解析を行い幹細胞様

細胞において 33 個の高発現 miRNA と 101 個

の低発現 miRNA を同定し、その中から幹細胞

能、悪性度への関与が示唆された 21 種類の

miRNA（miR-196a,	
 b,	
 21,	
 105,	
 124a,	
 128a,	
 

135b,	
 15b,	
 184,	
 200a-c,	
 203,	
 302a-d,	
 34a,	
 

363,	
 367,	
 504）の発現解析を長期培養した 4

細胞株を用いて行った。幹細胞培養下で継代

した幹細胞様細胞では、長期継代においても

遺伝子型が保持されており、幹細胞マーカー

の発現が高い傾向にあり、YKL40 の著明な低

下を認めた。miRNA 発現に関しては、膠芽腫

で高発現している miR-196 が幹細胞培養下で

も高発現が保持されていることが明らかと

なった（下図）。	
 

	
 

	
 

	
 

脳腫瘍幹細胞における miR-196 高発現	
 

	
 

(3)	
 神経膠腫組織型における microRNA 発現

解析：	
 神経膠腫組織型における microRNA 発

現 :oligodendroglioma	
 (OD),	
 anaplastic	
 

oligodendroglioma	
 (AO),	
 anaplastic	
 

astrocytoma	
 (AA)に対し、167 個の microRNA

発現解析を施行し、AA-AO 間で 26 個、OD-AO

間で 14 個の microRNA 発現に有意差を認めた

（下図）。	
 

	
 

組織間における網羅的 microRNA 発現解析に

基づくクラスタリング	
 

	
 

さらに神経膠腫関連候補 microRNA のうち、

組織間で有意に発現の異なる 13 個 の

microRNA を同定した。組織型、悪性度と

microRNA 発現の関連を同定した。我々が網羅

的解析により同定した神経膠腫悪性化に関

与した microRNA および近年同定された幹細

胞、神経膠腫関連 microRNA の発現解析によ



 

 

り、miR-21,	
 -196 が悪性化に伴い有意に発現

が高く、miR-128a,	
 -504 の発現が低いことが

明らかとなった（下図）。	
 

 
各組織型間で有意に発現の異なる microRNA	
 

	
 

(4)	
 悪性神経膠腫における遺伝子発現と

microRNA 発現関連の検討： 神経膠腫におけ
る遺伝子発現と microRNA 発現解析:神経膠腫

82 例に対し、mesenchymal	
 marker、proneural	
 

marker、stem	
 cell	
 marker	
 計 23 遺伝子と神

経膠腫関連 microRNA	
 21 個の発現を比較検討

した。primary	
 GBMでは mesenchymal	
 marker

遺伝子、 miR-21,	
 -34a の発現が高く、

secondary	
 GBMでは proneural	
 marker遺伝子、

mi-504 発現が高いことが明らかとなった。さ

らに miR-128a,	
 -504,	
 -124,	
 -184 発現は

mesenchymal	
 marker発現と逆相関することを

同定した。	
 

	
 

(5)	
 脳腫瘍関連 microRNA 導入による分子生

物学的検討：miR-196 低発現細胞株に miR-196

を強制発現させると増殖能があがり、細胞死

が抑制され、神経膠腫の悪性化に関与する

miR-196 の生物学的機能を解明した。また、

mesenchymal	
 marker 発 現 と 逆相関した

miR-128a,	
 -504 発現制御により mesenchymal	
 

marker 遺伝子発現の上昇を誘導し、特異的

miRNA 発現の形質転換への関与が示唆された

（下図）。	
 

	
 

miR-196 導入による細胞増殖能の促進	
 

	
 

	
 

miR-196 導入による細胞死の抑制	
 

 

miR-128a,	
 -504 発現抑制による mesenchymal	
 
marker 遺伝子発現亢進	
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