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研究成果の概要（和文）：膠芽腫や神経膠腫におけるRNAのシトシンメチル化の修飾に関しては、概ね未知の領
域にある。本課題では、星細胞系腫瘍におけるRNAのメチル化(5-mC)の分布の把握とそれを制御する因子の探索
を目的とした。膠芽腫において、DNAのシトシン脱メチル化酵素TET遺伝子がRNAのメチル化にも関与することを
明らかにした。膠芽腫や某突起膠腫組織において、5-mC量は変動した。また、このメチル化の制御に関わり、細
胞増殖にも影響を与えている遺伝子を同定した。さらに、膠芽腫幹細胞におけるTET3の細胞分化制御への関与も
考えられた。本研究は、悪性脳腫瘍とRNA修飾の異常制御の関わりを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Current knowledge of RNA cytosine methylation is still poor in malignant 
glioma. In this study, we aimed the investigation of methylation level in RNA and the search for the
 regulatory genes. DNA demethylase TET genes were involved with regulation of RNA methylation in 
glioblastoma. Alteration of RNA methylation levels were observed in glioblastoma and 
oligodendroglioma tissues. Several genes were identified that regulated RNA methylation and affected
 cell proliferation. Furthermore, it was suggested that TET3 may play a role for regulation of cell 
differentiation in glioblastoma. This study shows linkage of malignant brain tumor and aberration of
 RNA modification. 

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： 膠芽腫　RNA修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNAのエピジェネティックな修飾に関する研究は精力的に行われているが、RNAの修飾に関しては限られている。
RNAのシトシンメチル化が転写後のRNAの寿命や翻訳効率に関わる可能性が示唆されているが、生物学的意義は十
分に検討されていない。本研究において、脳腫瘍におけるRNAメチル化量の異常が検出されたことは、RNAの修飾
が脳の機能に限局せず、細胞のがん形質や発がんに関与する可能性を示唆している。がん幹細胞を用いて検討す
ることで、RNA修飾の膠芽腫における本質的な機能を見出すことが出来た。将来的には、極めて予後の悪い膠芽
腫に対する新規治療に有用なRNA標的分子の同定が期待可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞内では RNA 転写後の修飾が頻繁に生じている。これまでの RNA 修飾の研究は tRNA

や rRNA の修飾に関するものが殆どであったが、近年、ハイスループット技術の発展もあ

り、mRNA における 5-mC(5-methylcytosine)や 6-mA(6-methyladenine)の分布や程度も解

析可能になった。RNA 修飾の役割としては、RNA の安定性や機能に関わることが報告され

ている。しかしながら、RNA 修飾は様々な疾患との関連性が予測されているにも関わらず

報告は極めて限られている。 

 膠芽腫は、予後不良の原発性脳腫瘍であり、既存の治療法では完治や飛躍的な治療効果は

期待が出来ない。膠芽腫を対象とした研究分野では、がんゲノムが解読され、各種オミック

スも精力的に解析されているが、包括的に治療標的となる因子や分子を同定するためには、

これらのデータを基盤とした新たな概念の創出が必要である。近年、発がんに関するドライ

バー遺伝子である IDH1/2 に変異を示す膠芽腫の多くは、トランスクリプトーム解析で 4 つ

に分類されるサブタイプのうち Proneural タイプに属し、メチローム解析により特徴的な

エピジェネティックな状態を示す G-CIMP(Glioma-CpG Island Methylator Phenotype)に

陽性を示す頻度が高いことが報告されている。一つの遺伝子の異常が細胞全体の生命現象

に影響を与えている格好の例であり、腫瘍の発生を考える上でも重要である。 

 DNA の脱メチル化機構は 5-mC が TET1(Ten-eleven translocation methylcytosine 

dioxygenase 1)により 5-hmC(5-hydroxymethylcytosine)にヒドロキシル化され、細胞分裂

を経るか、5-fC(5-formylcytosine)や 5-caC(5-carboxylcytosine)に変換後、塩基除去修復

(BER)を受けることで結果的に脱メチル化される。IDH1/2 に変異を示す腫瘍は、発がん性

代謝産物 2-HG(2-hydroxyglutarate)を産生する。2-HG は TET1 を抑制することで 5-mC

は脱メチル化されずに集積し、高度にそれが進むと G-CIMP を誘導する。最近の報告では、

5-hmC は他の組織と比較して脳組織で含有量が多いことが示されたことから神経系の細胞

において重要な役割を担っていると考えられている。 

最近、膠芽腫の一部でゲノムの 5-hmC 含量が顕著に多く、幹細胞の増殖や腫瘍の形成に

は TET1 が必要であることが報告された。また、腎がん細胞株 HEK293 では TET1-3(TETs)

は DNA に限らず mRNA の 5-mC をヒドロキシル化することが示されている。これらのこ

とから、IDH1/2 に変異をもつ膠芽腫は、mRNA 修飾に異常を来している可能性が高く、こ

の腫瘍における RNA の機能や代謝を検討するために有用な系であると考えた。また、TETs

に依存しない RNA のヒドロキシメチル化機構もあることから特に正常 IDH/2 をもつ腫瘍

と RNA 修飾の関連性についても検討が必要である。 
 
２．研究の目的 

星細胞系腫瘍における RNA のメチル化(5-mC)の定量、分布とそれを制御する因子を探索

することを目的とする。膠芽腫や神経膠腫の幹細胞の未分化状態の維持や分化を制御する

RNA メチル化に関わる因子を同定する。 
 
３．研究の方法 

膠芽腫と神経膠腫細胞の細胞株と手術摘出組織から樹立した初代培養細胞の幹細胞株を用

いた。ヒト teratocarcinoma と膠芽腫の細胞株に G-CIMP を誘導する IDH1/2 の変異体が

生成する 2-HG の細胞透過性の類似体(2R)-Octyl-2-HG を添加し、細胞増殖と RNA のメチ

ル化に与える影響をWST-8試験と5-Cメチル化測定Elisaキットを用いて検討した。また、

正常及び脳腫瘍組織から RNA 抽出を行い、同様に RNA のメチル化レベルについて検討し



た。各腫瘍は病理組織像による分類に加え、MLPA を用いた IDH1/2 の変異や 1p19q の共

欠失をゲノタイピングによりそれらの分類を確認した。 

神経膠腫において、細胞増殖の制御に関わる RNA メチル化制御遺伝子を探索するために、

siRNA ライブラリーを用いた候補遺伝子のノックダウンにより発現抑制し、細胞増殖に影

響を及ぼす遺伝子を WST-8 試験により探索した。また、ノックダウン細胞において RNA

メチル化レベルを 5-C メチル化測定 Elisa キットを用いて測定した。膠芽腫幹細胞とそれ

らの分化細胞において、TET1-3 をノックダウンにより阻害し、RNA メチル化の定量と細

胞分化における TETs の機能を検討した。細胞分化レベルは、5 日間の分化誘導後、免疫細

胞染色による Nestin と GFAP の発現頻度の定量化により検討した。 
 
４．研究成果 

TETs は、IDH1/2 変異腫瘍が生成する 2-HG の標的分子であり、この分子により抑制され

る。ヒト teratocarcinoma 細胞株 NTERA-2(NT-2)と膠芽腫の細胞株 U87MG に(2R)-Octyl-

2-HG を添加し、細胞増殖に対する影響を検討した。NT-2 では細胞増殖に影響を与えなか

ったが、U87MG では細胞増殖が抑制された。この試験における RNA のメチル化(5-mC)量

は、NT-2、U87MG 両細胞株においてそれぞれ最大で 2.7、14.9 倍増加した。この結果は、

2-HG が細胞種を問わず RNA の 5-mC を増加させることと膠芽腫細胞において細胞増殖を

抑制することを示唆している。 

 次に、正常脳組織及び脳腫瘍組織における 5-mC 量を定量した。膠芽腫では、正常脳と

比較してメチル化が増加している腫瘍が 4/7 で検出された。IDH1 に変異がある乏突起膠

腫 2 検体では、メチル化が増加していた。これらの膠芽腫検体は全て野生型 IDH を有し

ていることから、IDH 変異の有無に関わらず RNA の 5-mC に異常を示す場合があること

が分かった。また、乏突起膠腫では検体数が少ないながらも予想通りに 5-mC が増加して

いたことは、腫瘍組織においても IDH 変異が RNA のメチル化を増加させることが示唆さ

れた。 

 siRNA を用いたノックダウンにより、膠芽腫における RNA メチル化に関連する遺伝子

を探索した。まず、膠芽腫細胞株 T98G と SNB19 において、これらの候補遺伝子のノッ

クダウンによる細胞増殖に対する影響を検討した。ノックダウンにより細胞増殖の抑制を

示した遺伝子は、Nsun2、XPC、HNRNPA2B1、HNRNPC、NSUN4、METTL14 であ

った。逆に、増殖を亢進させた遺伝子は殆どなかった。T98G 細胞の siRNA によるノック

ダウン細胞において、5-mC を定量した。5-mC 量は WTAP と YTHDF1 のノックダウン

細胞において増加、HNRNPC、HNRNPA2B1、FL20628、METTL14、LOC728029、

DDB1 のノックダウン細胞において減少した。これらの結果から、特に HNRNPA2B1、

HNRNPC の 2 遺伝子は RNA のシトシンメチル化に関与し、細胞増殖に制御に関わって

いることが示唆された。さらに、膠芽腫細胞 SNB19 の幹細胞において、HNRNPC のノ

ックダウンがメチル化を増加させた。このことから、細胞種や細胞分化レベルによって

RNA メチル化の制御機構が異なる可能性が考えられた。 

 次に TETs が RNA メチル化や細胞分化における機能を検討した。SNB19 と U87MG 細

胞とそれらの幹細胞を多く含む Tumor sphere(TS)に 3 つの膠芽腫患者組織から初代培養

細胞した TS において、TET1-3 をノックダウンした。全ての細胞ではないが TET2 と

TET3 のノックダウンにより細胞の増殖抑制が観察された。5-mC 量は細胞株と TS では大

きな差は観察されなかった。TET2 のノックダウンにより、一部の細胞で 5-mC 量が増加



する傾向がみられたが普遍性は見いだせなかった。また、膠芽腫患者組織から初代培養細

胞した TS を分化誘導した細胞において、TET3 のノックダウンにより Nestin の単独陽性

率が対照の 6.6%から 43.6%に増加し、GFAP 単独陽性率が 63.9%から 11.3%に減少する

ことが観察された。この結果は、膠芽腫細胞において TET3 が細胞分化の制御に関わって

いることを強く示唆している。 

本課題において 2-HG が RNA のシトシンメチル化を制御していることが明らかとなっ

た。しかしながら、5-hmC 量を測定していないので、実際に 5-mC が TETs により 5-

hmC に変換されるのを阻害したために蓄積しているかどうかを示せていない。RNA にお

ける 5-hmC の機能は十分に検討されていないが、RNA の代謝に 5-mC と共に大きく関連

すると考えられる。また、この RNA 修飾の制御が神経膠腫において異常を来している可

能性が示唆された。DNA の 5-hmC は、記憶や学習といった脳機能において重要であるこ

とが示唆されているが、RNA 修飾の脳疾患における役割も重要である可能性が高い。

TET1 と TET3 は、それぞれ幹細胞と分化細胞で発現が多いことが知られている。本研究

において TET3 の発現抑制が細胞増殖と細胞分化を抑制したことは、膠芽腫幹細胞の非対

称分裂の制御にこの分子が関与していることを示唆している。本研究で siRNA を用いた

短期間での実験で効果が得られたことは、DNA に限局せず、RNA においても核酸の修飾

が今後の研究の重要な標的であることを示している。 
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