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研究成果の概要（和文）：神経膠芽腫(glioblastoma multiforme; GBM)に対してtropismを有する間葉系幹細胞 
(MSC)由来のmicroRNA(miRNA)が、GBMの浸潤能に与える影響を調査した。本研究の結果、miR-145-5p+31-5p過剰
発現MSCとU87細胞を共培養すると、hMSCのmiRNAがcontact-dependent mechanismを介してU87へ伝達され、U87細
胞の浸潤能を抑制することが明らかとなった。MSCは、miRNAのdelivery vehicleとして有用な可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Human bone marrow derived mesenchymal stem cells (hMSCs) show tropism for 
brain tumors and may be useful as a vehicle for drug or gene delivery to malignant gliomas. 
Recently, some microRNAs (miRs) have been shown to suppress the invasiveness of malignant gliomas. 
The purpose of this study is to test the potential to become vehicles for delivery of miRs to 
malignant gliomas. The invasion of U87 cells co-cultured with hMSCs co-transfected with hsa-miR-145 
and 31-5p was reduced to 60.7% of the control without affecting the tropism of hMSCs for U87 cells 
in a matrigel invasion assay. When U87 cells were co-implanted into the striatum of organotypic 
brain slices with hMSCs that were co-transfected with hsa-miR-145 and 31-5p, the relative invasive 
area was decreased by 37.1%. Our results suggest that hMSCs are applicable as a delivery vehicle for
 miRs.

研究分野： 脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
 神経膠芽腫(glioblastoma multiforme; 
GBM)の治療抵抗性の主因は、高い浸潤能と浸
潤細胞への access route の欠如である。こ
れまで我々は、正常脳組織内へ浸潤する GBM
に対する delivery method の開発を行い、以
下のことを証明した。1)間葉系幹細胞
(mesenchymal stem cell; MSC)は GBM 細胞に
対して指向性 tropism を有し、全身投与され
た MSC は脳内へと浸潤し、GBM 細胞をも感知
して集簇する。2)β-IFN を持続的に産生する
ように遺伝子を改変した MSC は、全身投与に
よりGBMモデルマウスの生存期間を著しく延
長させ、MSC が delivery vehicle として利用
可能である（Nakamizo et al. Cancer Res 
2005）。 
 近年いくつかの microRNA（miRNA）におい
て、腫瘍細胞への miR の導入により、腫瘍浸
潤関連遺伝子の発現が抑制され、腫瘍の浸潤
が抑制されることが報告されている。また
microRNA は、 recipient cell に対し、
contact-dependent も し く は
contact-indepent mechanismを介して伝達さ
れることも報告されている。一方で MSC は、
周囲に microRNA を分泌することも報告され
ている。 
 そこで我々は、GBM 細胞に対して指向性
tropism を有する MSC において、腫瘍浸潤抑
制効果を有するmiRNAを過剰発現させること
に よ り 、 contact-dependent も し く は
contact-indepent mechanism を介して GBM細
胞に miRNA が伝達され、GBM の浸潤能が抑制
される可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、 MSC を delivery vehicle と
した GBM 浸潤抑制療法の開発を目的とする。
本研究では、浸潤抑制作用を有する miRNA を
同定し、当該 miRNA を delivery vehicle で
ある MSC に選択的に強発現させることによ
り、浸潤 GBM 細胞への access route の欠如
を克服する新たな浸潤抑制療法の開発を目
指す。 
 
３．研究の方法 
1) GBM 細胞である U87の細胞から miRNA を含
む total RNA を、MSC の培養液上清から
exosomal miRNA を抽出し、それぞれの網羅的
な miRNA の定量 PCR 解析を行った。可能な限
り U87 の細胞内の発現が少なく、MSC の
exosomal miRNA 内の発現が多い miRNAを選択
するために、（U87 の細胞の miRNA の⊿Ct） / 
（MSC の exosomal miRNA の⊿Ct）の比を算出
し、比が-3 以下かつ MSC exosomal miRNA の
raw Ct が 33 以下のものを抽出した。 
2) 1)で同定した miRNA を U87 に過剰発現さ
せ、transwell invasion assay を行った。 
3) 2)で同定された miRNA をそれぞれ組み合
わせ、U87 に過剰発現させ、transwell 
invasion assay を行った。  

4) MSC に過剰に発現された miRNA が、MSC が
本来有するGBM指向性へ影響を与えるかを検
証するため、3)と同様の組み合わせで当該
miRNA を MSC に過剰発現させ、transwell 
invasion assay を行った。この際、下の well
には、U87 から得られた conditioned medium 
(serum free)を用いた。 
5) 当該 miRNA を過剰に発現した MSC が、U87
細 胞 の 持 つ 浸 潤 能 に 対 し て
contact-dependent あ る い は
contact-independent に与える影響について、
transwell invasion assay を用いて検証した。
Contact-dependent な効果を調べるために、
miRNA を過剰に発現させた MSC と U87 細胞を
共培養して、U87 細胞の浸潤能の変化につい
て検討した。一方、contact-independent な
効果を調べるためには、MSC の conditioned 
medium内で一定期間培養したU87細胞の浸潤
能を検討した。 
6) 1)-5)の結果を基に、可能な限り U87 の浸
潤能を抑制し、かつ MSC の tropism に影響を
与えない miRNA の組み合わせを選択した。以
下の実験は、その miRNA を用いて行なった。 
7) hMSC 内に強発現した当該 miRNA が、共培
養しているU87細胞内へと移動するかどうか
について検証した。alexa555-labeled miR-31
を過剰発現させた MSC と Vybrant Dio で染色
した U87 細胞を共培養し、24 時間後に蛍光顕
微鏡で観察した。 
8)長期間の観察が可能である organotypic 
culture method を用い、ex vivo の実験を行
なった。具体的には、胎児 SD ラットから脳
を摘出し、virotome を用いて brain slice を
作製した。Green fluorescent protein(GFP)
で標識したU87(GFP-U87)と当該miRNAを過剰
発現させた MSC を 1:1 で混ぜ、大脳基底核に
作製した pinhole 内に implant した。U87 の
浸潤を2日後、4日後に蛍光顕微鏡で観察し、
当該 miRNA 過剰発現 MSCによる U87の浸潤抑
制効果を検証した。加えて、MSC の U87 に対
する指向性に与える影響も検証した。 
9) 当該 miRNA の target となる messenger 
RNA(mRNA)の発現変化を調べるため、当該
miRNA過剰発現U87より抽出したmRNAを用い、
マイクロアレイと RT-PCR を行った。特に、
浸潤能に影響を与える可能性のある mRNA を
過去の文献より抽出し、それらの mRNA の発
現変化に注目した。 
 
４．研究成果 
U87 の浸潤能を抑制させる miRNA の同定 
 可能な限り U87 の細胞内の発現が少なく、
MSC の exosomal miRNA 内の発現が多い miRNA 
として、miR-154-5p、409-3p、127-3p、193a-5p、
145-5p、143-3p、196a-5p、31-5p が同定され
た。これらの miRNA を U87 に過剰発現させ、
transwell invasion assay を行った結果、
miR-127-3p、145-5p、31-5p の過剰発現によ
って、U87 の浸潤能が有意に抑制された。さ
らに、それらの miRNA を組み合わせて U87 に



過剰発現させると、miR-127-3p、145-5p、
31-5p それぞれを単独で過剰発現させた場合
と 同 様 に 、 miR-127-3p+145-5p 、
miR-127-3p+145-5p 、 miR-145-5p+31-5p 、
miR-127-3p+145-5p+31-5p の組み合わせにお
いて浸潤能が有意に抑制された(Figure 1A)。 
 
MSC における、GBM 細胞に対する遊走能
(tropism)に影響を与えない miRNA の同定 
 miR-127-3p、145-5p、31-5p 単独と、それ
らの miRNA を組み合わせて MSCに過剰発現さ
せた結果、miR-127-3p，miR-127-3p+145-5p，
miR-127-3p+145-5p の過剰発現によって、MSC
の U87に対する遊走能が亢進することが明ら
か と な っ た 。 一 方 、 miR-31-5p 、
miR-127-3p+145-5p+31-5p の過剰発現におい
て、MSC の U87 に対する遊走能が抑制される
ことが明らかとなった。その他の miRNA の組
み合わせでは、MSC の遊走能に有意な変化は
なかった(Figure 1B)。 
 
miRNA を過剰に発現した MSC が、U87 細胞の
持つ浸潤能に対してcontact-dependentある
いはcontact-independentに与える影響及び
U87 の浸潤能を抑制させる miRNA の同定 
 Contact-dependent な影響を調べた共培養
の 実 験 で は 、 miR-145-5p 、 miR-31-5p 、
miR-127+145、miR-145+31、miR-127+145+31
の過剰発現が、U87 細胞の浸潤能を有意に抑
制 し た (Figure 1C) 。 一 方 、 contact 
independent では、いずれの miRNA の組み合
わせも有意なU87細胞浸潤抑制効果は見られ
なかった(Figure 1D)。上記の結果より、hMSC
に 過 剰 発 現 さ せ た miRNA は 、 contact 
independent mechanism よりもむしろ、
contact dependent mechanism を介して U87
へ移動し、U87 の浸潤能に影響を与えている
こ と が 明 ら か に な っ た 。 特 に
miR-145-5p+31-5p の組み合わせは、hMSC に
過剰発現させることで、U87 と共培養後、最
も強く浸潤能を抑制した(Figure 1C, D)。ま
た実験 4)の結果では、miR-145-5p+31-5p の
組み合わせは、hMSC に過剰発現させても U87
に対する指向性に影響がないことを明らか
にした(Figure 1B)。それゆえ今後の方向性
として、miR-145-5p+31-5p に注目し、研究を
進めていくことが妥当であると考えた。 
 
 

 
 
miR-145-5p+31-5p 過剰発現 hMSC から U87 へ
の miRNA 伝達の可視化 
 alexa555-labeled miR-31 を過剰発現させ
た MSC と Vybrant Dio で染色した U87 細胞を
共培養し、24時間後に蛍光顕微鏡で観察した
結果、alexa555-labeled miR-31 が U87 細胞
内に移行していることが観察された(Figure 
2)。 
 

 
ex vivoにおけるmiR-145-5p+31-5p過剰発現
MSC が U87 の浸潤能に与える影響 
 brain slice に implant した GFP-U87 と
miR-145-5p+31-5p過剰発現MSCのmixed cell
を蛍光顕微鏡で経時的に観察した。4 日目の
U87の浸潤面積は、negative control 導入 MSC
と比較し、37.1%抑制された(Figure 3, 4A)。
また、miR-145-5p+31-5p 過剰発現 MSC と混合
した GFP-U87 の大部分は、通常 U87 に見られ
る filopodial formation 、 cellular 
protrusion が消失しており、円形の形状を示
した(Figure 3)。また、miR-145-5p+31-5p 過
剰発現 MSC の浸潤面積は、negative control
導入 MSC と比較し、有意な変化はなかった
(Figure 3, 4B)。また、両群間において細胞
数に有意な変化はなかった(Figure 4C)。 
 



 
 

 
miR-145-5p もしくは 31-5p の標的となり、か
つ浸潤抑制に関連した標的 mRNA の同定 
 miR-145-5p+31-5p過剰発現U87より抽出し
た mRNA を用いたマイクロアレイを行い、有
意な変化のある mRNA を同定した。それらの
うち、浸潤能に影響を与える可能性のある
mRNA を過去の文献より抽出した結果、FSCN1
が有意に抑制されていた。FSCN1 の抑制は、
RT-PCR でも確認された。 
 
以上の結果から、MSC に過剰発現させた
miR-145-5p+31-5p は、U87 との共培養により
contact-dependent に U87 に伝達され、U87
の浸潤能を抑制することが in vitro、ex vivo
にて示された。また、U87 の浸潤能抑制には
FSCN1 の低下が関与していることが示唆され
た。Fascin-1 は、腫瘍の形状(filopodial 
formation、cellular protrusion)維持に重
要な蛋白質であり、Fascin-1 の発現低下が腫
瘍の浸潤能の低下に関与することが報告さ

れている。miR-145-5p+31-5の過剰発現はMSC
の U87 に対する遊走能(tropism)を低下させ
ず、MSC を delivery vehicle とした GBM 浸潤
抑制療法として有用である可能性が示唆さ
れた。 
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