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研究成果の概要（和文）：　本研究により、小脳髄芽腫は双極性の細胞形態をとる癌幹細胞から複数の樹状突起様構造
を有する多極性の顆粒細胞様ニューロンまでを含む様々な分化度の細胞で構成されるヘテロな細胞集団であり、癌幹細
胞が正常の小脳顆粒前駆細胞と良く似た分化段階を経て形成されることが示された。この髄芽腫細胞の分化度と一致し
た発現様式を示すmiRNA-Xについて、樹立した髄芽腫癌幹細胞株及びPtc1コンディショナルノックアウトマウスを用い
て機能解析を行った結果、miRNA-Xが髄芽腫癌幹細胞の分化を誘導していることが示された。
　以上の結果は、miRNA-Xの補充療法または発現誘導が髄芽腫癌幹細胞の根絶に有効であることを示す。

研究成果の概要（英文）：Our immunohistochemical analyses and genetic lineage study showed that the 
medulloblastoma (MB) were composed of the MB cells of varied differentiation status, and that the cancer 
stem cells took the bipolar cell morphology and often differentiated into neurons with multiple dendrites 
like normal immature cerebellar granule neurons. We found that in MB, the expression patterns of miRNA-Xs 
that we have identified as the gatekeeper in MB development, were well correlated with the 
differentiation state of MB cells. Mis-expression of miRNA-X induced the differentiation of MB stem cell 
lines (in vitro), and the simultaneous inhibition of miRNA-Xs with Ptc1 cKO in granule cell progenitor 
cells induced the cancer stem cell-dominant MB (in vivo).
 These results indicate that miRNA-Xs must be involved in making the hierarchy of MB cells, promising 
their application to eradicate the cancer stem cells for MB cure.

研究分野：分子神経発生学、脳腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 脳腫瘍には治療標的となりうる癌幹細胞
は存在するのか？治療標的として癌幹細胞
を考える際、癌幹細胞を頂点とした癌細胞
の階層性が前提条件となる。しかし研究開
始当初、この階層性は愚か小脳腫瘍（髄芽
腫）を構成する癌細胞の多様性・種類すら
不明であった。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
  Ptc1 遺伝子ノックアウトマウスに発生
する小脳髄芽腫をモデルシステムとして、
その小脳腫瘍を構成する癌細胞の多様性と
階層性の有無を明らかにすることを目的と
した。 
 
 
 
３．研究の方法  
 
 Ptc1 へテロマウスに発生する小脳髄芽
腫について、分化・増殖マーカーを用いた
免疫組織学的(IHC)解析ならびに分子遺伝
学的に散発性蛍光標識した小脳髄芽腫細胞
の 3D 形態(3D-CM)解析を行った。さらに
髄芽腫細胞の分化度と一致した発現様式を
とるmiRNA-Xについて、樹立した髄芽腫
癌幹細胞株を用いてmiRNA-Xのトランス
フェクションによる分化誘導能試験及び
Ptc1 コンディショナルノックアウトマウ
スを用いての Ptc1 及び miRNA-X の二重
阻害によって誘導される小脳髄芽腫の細胞
構成について免疫組織学的解析を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
  未分化顆粒前駆細胞マーカーAtoh1陽性
の小脳髄芽腫細胞を Cre/lox システムを用
いて低濃度タモキシフェン投与によって散
発性に恒久的 GFP 標識を行い、その髄芽
腫細胞さらに娘細胞について経時的に
3D-CM解析を行った。その結果、GFP標
識直後においては双極性および単極性形態
の細胞がドミナントであり、その細胞形態
は胎生期あるいは生後の正常な顆粒前駆細
胞とよく酷似していることが明らかになっ
た。また少数ながら多極性の大型細胞の存
在も認めた。GFP 標識 120 時間後には、
GFP標識クローン内の一部の娘細胞が、顆
粒細胞ニューロンと似た未熟型 dendrite
構造を有するニューロン様細胞となること
を明らかにした。以上の結果は IHC解析の
結果とよく一致しており、小脳髄芽腫では
少なくとも一部の髄芽腫(幹)細胞が、正常

の小脳顆粒細胞の発生とよく似た分化シー
クエンスをとることによって、癌細胞の多
様性・階層性を形成していることが示めさ
れた。 
 この知見に基づいて本研究代表者の一連
の研究（平成 22-23 年度 挑戦的萌芽研究 
「miRNAの迅速かつ安価な in vivo解析技
術の開発と脳腫瘍への応用」）から、Ptc1
を欠損した生後の小脳顆粒前駆細胞及び前
がん細胞の分化に働くmiRNA-Xに着目し
た。小脳髄芽腫におけるmiRNA-Xの発現
パターンを解析した結果、上述の髄芽腫細
胞の分化度と一致した発現パターンをとっ
ていることが示された。そこで次に髄芽腫
細胞の分化度、細胞多様性及び階層性の形
成に、このmiRNA-Xが関与しているか否
かを明らかにするために、Ptc1へテロマウ
スに発生した小脳髄芽腫より髄芽腫癌幹細
胞株を樹立（９株）し、これに対して
miRNA-X のトランスフェクションを行い、
その分化誘導能を解析した。その結果、ト
ランスフェクション 4.5-6日後に、Sox2癌
幹細胞マーカー陽性細胞がほぼ消失し、
Dcx陽性の分化型増殖細胞へ分化すること
が示された。さらに Ptc1 コンディショナ
ルノックアウトマウスを用いて、核移行型
Cre リコンビナーゼ発現ベクターならびに
miRNA-X 機能阻害カセットを挿入したト
ランスポゾンベクターを生後７日小脳顆粒
前駆細胞へ in vivo エレクトロポレーショ
ンにより導入し、Ptc1及びmiRNA-Xの二
重阻害された小脳髄芽腫の細胞構成につい
て免疫組織学的解析を行った。その結果、
髄芽腫癌幹細胞マーカーSox2 陽性の細胞
がドミナントである小脳髄芽腫が形成され
ていることが示された。以上の結果は、
miRNA-X が髄芽腫癌幹細胞の分化に働き、
髄芽腫の細胞多様性ならびに階層性の形成
に働いていることが示された（投稿準備中）。 
 本研究結果は同時に、miRNA-X の補充
療法あるいは発現誘導が髄芽腫癌幹細胞の
根絶治療に極めて有効であることを意味す
る。 
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