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研究成果の概要（和文）：近年の分子病理学の進歩により、グリオーマにおいても、より正確な解析が求められる時代
となった。我々は、HRM法による高精度な遺伝子解析法、遺伝子発現に基づくより簡便な評価法を確立した。microRNA 
(miR-9, -10b)と遺伝子発現型の相関を基に、miRNAと形質転換の関連性が示唆された。さらに分泌型microRNA (miR-12
7, -145, -31)による腫瘍細胞の浸潤能制御の可能性が明らかとなった。また、新たな血中バイオマーカーの可能性と
して血中で発現が上昇しているmicroRNA(miR-4530, -4294, -4534)を同定した。

研究成果の概要（英文）：Depend on recent advances in molecular pathology of human glioma, more accurate 
analysis is required for novel therapies. We established more precise genetic analysis by HRM and more 
simple evaluation method based on gene expression. The correlation between the gene expression type and 
microRNA (miR-9, -10b) indicated the relevance of microRNA for the mesenchymal-proneural transition. 
Furthermore analysis of secretory microRNA has revealed the potential role of secretory microRNA 
(miR-127, -145, -31) for glioms invasion. In addition, based on the expression of serum (plasma) 
microRNA, we identified potential novel biomarkers (miR-4530, -4294, -4534) for glioma patients.

研究分野： Neurooncology
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 脳腫瘍、特にグリオーマにおける分子病理

学の進歩に伴い、その分子遺伝学的背景が明

らかになりつつある。我々は、摘出標本の遺

伝 子 解 析 に 加 え 、「 脳 腫 瘍 幹 細 胞 」

「microRNA(miRNA)」に着目した研究を継続

してきた。 

 グリオーマの治療抵抗性の機序解明を目

的に腫瘍幹細胞に注目した様々な研究が進

められている。腫瘍幹細胞の治療抵抗性、幹

細胞能維持には、腫瘍幹細胞をとりまく微小

環境（ニッチ）が重要な役割を果たしている

ことが示唆されているが、未だその形成機序、

生物学的機能は不明な点が多い。エクソソー

ムは新たな細胞間情報伝達機構として注目

されており、腫瘍幹細胞由来のエクソソーム

が、腫瘍形質転換、血管新生、浸潤（播種）、

免疫系制御を介し、腫瘍形成に最適な微小環

境形成に関与していることが推測される。腫

瘍制御において腫瘍幹細胞能とともに、微小

環境形成能を破綻することが重要であり、そ

の為には脳腫瘍幹細胞と微小環境形成細胞

の新たな細胞間伝達機構となり得るエクソ

ソームの機能解明が今後重大な課題となる。

エクソソームは豊富な miRNA を含有するが、

近年、分泌型 miRNA はエクソソーム内のみで

はなく、特異的蛋白と結合し生体内で安定し

て存在していることも明らかとなった。本研

究ではエクソソームとあわせ分泌型miRNAに

も注目し、研究を進める。エクソソーム内分

子は新たな分子マーカー、治療標的となる可

能性があり、臨床的意義も極めて高い研究で

ある。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、グリオーマの分子遺伝学的背景

をより詳細に解析し、腫瘍細胞由来のエクソ

ソームに含有されるmiRNAの腫瘍形成におけ

る分子生物学的役割を解明することを目的

とする。腫瘍形成能を有する腫瘍幹細胞に由

来するエクソソームの腫瘍形成における形

質転換、浸潤への関与、さらには微小環境形

成と幹細胞能維持に対する分子生物学的機

能を解明し、新たな診断•治療法開発を目指

した研究である。 

 
３．研究の方法 
(1)脳腫瘍サンプルの採取、培養 

九州大学および関連施設で摘出術が行なわ

れたグリオーマサンプルの凍結標本および

血液サンプルの蓄積を継続した。さらに九州

大学でおこなわれた悪性神経膠腫に対しは、

幹細胞培養により腫瘍幹細胞を分離する。

miRNA 抽出には、mirVana Isolation KIT を

用いて miRNA を含有する total RNA を抽出す

る。 

(2)脳腫瘍サンプルの分子病理学的解析 

グリオーマ症例に対し、従来のマイクロサテ

ラ イ ト マ ー カ ー を 用 い た loss of 

heterozygosity(LOH)解析に加え、新規グリ

オーマ関連遺伝子 IDH1/2、BRAF、H3F3A、TERT

遺伝子に対し、direct sequencing 法を用い

た解析を行なった。さらに臨床上有用性の高

い、簡便な解析法の確立を目指して、新たに

high resolution melting (HRM)法を導入し、

その精度の検証をおこなった。また、遺伝子

発現解析に基づく分類の確立を目指し、

proneural-mesenchymal 遺伝子の発現解析を

おこない、評価法を検討した。 

(3)腫瘍由来エクソソーム、分泌 miRNA の回

収 

細胞培養液上清、血清、血漿よりエクソソー

ム、分泌型 miRNA を回収する。エクソソーム

分離法には超遠心法、Kit(Exoquick)を用い

てエクソソームを回収し、最適な回収方法を

再度検証した。miRNA 発現プロファイルを比

較検討し、グリオーマ細胞由来 miRNA 同定が

可能か検討する。 

(4)新規バイオマーカーとしての有用性の検

討 

エクソソーム内のmiRNA発現を解析すること

により、腫瘍細胞における発現変動を同定す



ることが可能か検討する。同定されたバイオ

マーカー候補に関しては、臨床症例において

も、臨床経過と併せ再評価する。さらに分泌

型 miRNA を分離し、TaqMan 法、LNA 法、網羅

的解析により miRNA 発現の評価を行う。 

(5)miRNA の分子生物学的機能解析と分泌型

miRNA による機能制御 

腫瘍細胞由来エクソソーム、分泌型 miRNA を

培養液中に投与することで腫瘍細胞の増殖、

細胞死、浸潤能に変化をもたらすことができ

るかを検討する。また、投与前後の miRNA、

mRNA 発現プロファイルの変化を検討し、分化

した腫瘍細胞に形質転換をきたすことが可

能か検討する。 

 脳腫瘍幹細胞と培養上清の発現プロファ

イルを基に、腫瘍幹細胞内における miRNA 発

現制御がエクソソーム、分泌型 miRNA に及ぼ

す影響を検討する。miRNA に関しては

inhibitor、mimic を用いた発現制御により分

泌型 miRNA の発現制御が可能か検討する。 

(6)分泌miRNA発現制御による腫瘍形成能制御

の検討 

腫瘍形成能に関与する miRNA の mimic を用い

て過剰発現させた細胞から分泌されるエク

ソソーム、分泌型 miRNA を回収し、グリオー

マ細胞を培養し、その機能制御が可能か検討

する。さらに共培養により腫瘍形成能を制御

しうるかを検討する。 

 
４．研究成果 

(1)脳腫瘍サンプルの採取、培養 

当研究期間(2013/4-2016/3)において九州大

学脳神経外科および関連施設にて191例のグ

リオーマ症例から摘出腫瘍サンプルおよび

血液サンプルを収集した。 

悪性神経膠腫、特に膠芽腫に対しては、通常

の培養と併せ幹細胞培養の2系統での培養を

継続した。2例の長期継代幹細胞を樹立した。

18 匹のマウス移植モデル作成に着手した。脳

腫瘍細胞株 U87 では腫瘍形成がみられたが、

樹立した幹細胞では腫瘍形成がみられなか

った。 

(2)脳腫瘍サンプルの分子病理学的解析： 

①新規遺伝子に対するHRM法を用いた解析法

の開発：グリオーマ症例を中心に従来のマイ

クロサテライトマーカーを用いたLOH解析に

加え、新たな解析法 high resolution melting 

(HRM)法を導入し、新規グリオーマ関連遺伝

子 IDH1/2、BRAF、H3F3A 遺伝子変異に対する

簡便かつ高精度な解析法を確立した（図１）。

TERT プロモーター変異に関しては direct 

sequencing を用いた解析を行なった。 

BRAF 遺伝子、H3F3A 遺伝子に関しては、さら

に 333 例のグリオーマ症例に対し、後方視的

に解析を加え、pilocytic astrocytoma 4/27

例 、 pleomorphic astrocytoma 2/3 例 、

ganglioglioma 4/8 例、DNT 1/6 例、GBM 2/122

例にBRAF変異を認めた。H3F3A変異は、小児、

若年膠芽腫に優位に変異を認めた。 

GTGBRAF wt GTG/GAGBRAF V600E

 

図 1:BRAF sequencing と HRM 比較 

②Mesenchymal, Proneural marker 遺伝子発

現解析：グリオーマ 133 例(grade II: 14 例, 

grade III: 18 例, grade IV: 101 例)に対し、

proneural (BCAN, DLL3, OLIG2, NCAM1, 

NKX2-2, ASCL1)、mesenchymal (YKL40, VIM, 

CD44, TRADD, RELB, PDPN)の 12 遺伝子発現

解析を行い、その平均発現の差をもって

proneural type、mesenchymal type、その他

に分類し、グレード悪性化にともない

mesenchymal typeが優位になることが明らか

となった（図２）。さらに、 Histone 

demethylase (KDM 1A, 2B, 4C, 5A, 6A, 6B)、

Histone deacetylase (HDAC4, HDAC5, HDAC7, 

HDAC9)を解析した。その結果、KDM1A は



proneural marker との相関があり、HDAC7 は

mesenchymal marker と相関を認めた。 

 

図２：グレードと proneural/mesenchymal 

marker 発現の相関 

(3)腫瘍由来エクソソーム、分泌 miRNA の回

収 

グリオーマ細胞培養液およびグリオーマ症

例血清／血漿よりエクソソームの分離をお

こなった。エクソソーム分離に関しては、超

遠心法および Kit(Exoquick)を用いたが、同

等の回収が可能であった。 

分泌型 microRNA の分離、解析：培養細胞、

動物モデル、臨床症例より、分泌型 microRNA

の解析を開始した。動物モデルでは、心房穿

刺による全血採取後、全血清またはエクソソ

ーム分離後にmiRNAを分離した。分泌型miRNA

を含有する血液標本を蓄積できた。新規グリ

オーマ症例術前の血漿または血清を採取し

た。血中 miRNA は、全血または Exo-QUICK で

抽出したエクソソームを対象に解析をおこ

なった。同時に摘出腫瘍サンプルの発現解析

も同様におこなった。 

(4)新規バイオマーカーとしての有用性の検

討 

対象とした miRNA は、グリオーマにおいて有

意に発現変動を認めた 7つの miRNA (miR-21, 

-9, -10b, -22, -196a, -196b, -16)の解析

を行った。腫瘍における高発現 miRNA が、そ

の発現同定が可能であり、バイオマーカーと

しての有用性が示唆された。（図３） 

 

図３：腫瘍細胞と分泌型 miRNA 発現の比較 

 分子病理学的背景を加味し、5 例の血漿と

3 例の髄液より、エクソソームを分離し、分

泌型miRNAを抽出し、東レ3D-Gene miRNA Olig 

chip を用いた網羅的発現解析を行った。正常

血漿と比較し発現が上昇しており、髄液中で

もその上昇が同定できる miRNA (miR-4530, 

-4294, -4534)を選定した。蓄積した症例数

に対する TaqMan 法を用いた再評価の為、

TaqMan プローブを作成した。 

(5)miRNA の分子生物学的機能解析と分泌型

miRNA による機能制御 

①miRNA の形質転換への関与：脳腫瘍におけ

る重要な microRNA (miR-9, -10b, -22)の発

現 解 析 を 追 加 し 、 mi-9, 10b 発 現 が

mesenchymal type で有意に低下していた。

miRNA が形質転換に関与する可能性が示唆さ

れた。遺伝子解析に基づく遺伝子型と

microRNA 発現の相関が明らかとなりつつあ

る。 

②miRNA の浸潤能への関与：miRNA 発現制御

による腫瘍形成制御を目的に、浸潤能に着目

し、in vitro での研究を継続した。miR-127, 

-145, -31 の過剰発現により、浸潤能が有意

に低下することが明らかになった（図４）。 

 
図４：miRNA による腫瘍浸潤能制御 



(6)分泌型miRNA発現制御による腫瘍形成能制

御の検討 

エクソソーム内のmiRNAの機能を解明するこ

とを目的に、in vitro で浸潤能に関与するこ

とが明らかとなった miRNA の mimic をもちい

て過剰発現させた細胞と腫瘍細胞(U87)を共

培養することにより、分泌型miRNAによりU87

の浸潤能を制御できる可能性が示唆された。 
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