
香川大学・医学部附属病院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６２０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

(p)RRを抑制するmicroRNAはグリオーマの腫瘍形成能を失わせるか？

Groping for the epigenetic regulation of gliomagenesis

７０５２４０５７研究者番号：

小川　大輔（Ogawa, Daisuke）

研究期間：

１８Ｋ０８９９６

年 月 日現在  ３   ６   ７

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：神経膠腫（グリオーマ）の中でも膠芽腫は最も予後の悪い脳腫瘍であり、早急な追加
療法の開発が望まれている。本研究計画のターゲットである（プロ）レニン受容体（(p)RR）が、Wnt/βカテニ
ン経路を介して、がん形成に関わる重要分子であり、グリオーマにおいてもグレードに関わらず恒常的に(p)RR
が発現しており、これを抑制することで膠芽腫の増殖能が抑えられることを報告する。また、(p)RRの発現を制
御するmicroRNAは存在するのか？存在するならば、(p)RRの働きを抑制することで、ドライバー分子を失ったグ
リオーマの腫瘍形成能は失われるか？について解明し、膠芽腫に対する新規治療法の開発を目指した。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of Glioblastoma (GBM) patients remains one of the worst among
all the malignat tumors. Therefore, a novel therapeutic method has been long waited. We report that 
the pro-renin receptor ((P)RR) is related in tumorigenesis of GBM by mediating one of the most 
important part of Wnt/beta catenin pathway. Hence, by silencing pro-renin receptor, we have 
successfully suppressed glioblastoma tumorigenesis. Now, this time we have seeked for the microRNA 
that suppress (P)RR in GBM, so we planed to seek if this microRNA works as a brand new therapy for 
GBM.

研究分野：脳腫瘍

キーワード： Glioblastoma　(pro)renin receptor　molecular therapy　glioma　microRNA　Wnt/β-catenin pathwa
y　glioma stem cell　gliomagenesis

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫の標準治療でさえ、平均生存期間は14カ月であり、早急な追加療法の開発が望まれている。本研究計画の
目的は、(p)RRを抑制するmiRを同定し、膠芽腫に対する真新しい治療法を確立することである。申請者らの膠芽
腫と(p)RRとの研究は世界をリードしており、そこへ申請者のmiRに関する研究技術が相まって、本研究計画は、
この点において学術的独自性と創造性をもっており、 (p)RRを用いた膠芽腫の新規治療戦略の基盤を創出するこ
とが可能である。その結果、膠芽腫患者の予後の改善に寄与することが十分期待される。このことから本研究か
ら得られる成果は、社会的に極めて大きなインパクトを与えると想定される。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 
神経膠腫は原発性脳腫瘍の約 25％を占め、境界不明瞭なため、手術で全摘出することは不可
能で、化学療法や放射線治療も有効でなく、必ず再発する。2006 年に日本で適応開始したテモ
ゾロマイド（TMZ)は、歴史上初めて神経膠芽腫の平均生存期間を、有意差を持って延長した薬
剤であるが、それでもそれまでの 12 カ月から 14 カ月に延長した程度であり、早急な薬剤感受
性の向上するための追加療法の開発が望まれている（Stupp, N Engl J Med. 2005）。 
MicroRNA（miR）は平均 22 塩基対程度の短い non-coding RNA で messenger RNA (mRNA) 
の主に 3'-UTR と相補的に結合することで、その翻訳抑制に関わる。MiR の抑制効果は一般に
他の small interference RNA (siRNA)と比較して弱いものの、siRNA は人工的なもので、新たな
脳内投与方法の開発が必要であるが、miR は遺伝子に組み込まれた内在性の因子であるため、そ
の発現量はプロモーター領域に結合する転写因子に依存し、これを解析することにより、miR の
発現量を調節するような新薬の開発につながりやすい。申請者は米国ハーバード大学の
Dr.Chiocca との共同研究で、miR とグリオーマ幹細胞との関係において、発現制御を失ったmiR
が脳腫瘍発生の原因になるなど、細胞の運命付けに miR が重要なレベルで役割を果たしている
ことを報告した（Ogawa et al, Neuro Oncol, 2013、Cancer Res, 2014、Cell Rep, 2015 など）。 
(P)RR はレニン・アンギオテンシン系（RAS）の構成因子として同定されたため、血管障害に
関わる数多くの報告がなされてきた。当初、(P)RR は RAS に関与する血圧調節因子として同定
されたため、がん形成に携わる重要な分子として気づかれにくかったが、Wnt/βカテニン経路
との関係が報告されると、当大学の西山らにより、(P)RR がWnt/βカテニンシグナル経路を介
して核異型性や染色体の増幅など、ゲノムの恒常性を破綻させ、発がんに直接関与しており、膵
癌形成に重要な分子として再発見された。この結果を受け、申請者は、グリオーマにおいても、
(P)RR を抑制するmiR が抗腫瘍効果を発揮するのではないか、と考えた。 
当教室においては、薬剤耐性遺伝子（MDR1, MRP1, MRP2, MRP3, MRP5, ABCG2, MGMT, 
TopoⅡαなど）に注目し研究を行ってきた（Cancer Res 57:5086-92, 1997, Cancer Res 59:8-13, 
1999, Genes Chromosomes Cancer 27:110-6, 2000, Jpn J Cancer Res,92:778-84, 2001, Jpn J 
Cancer Res. 2001 Sep;92 (9):968-74, Jpn J Cancer Res 92:1133-7, 2001, Brain Tumor Pathol 
21:57-61,2004、など)。また、臨床においても患者一人一人の薬剤耐性遺伝子発現プロファイリ
ングを行い、その患者に応じた有効な化学療法の選択および不応薬剤の不使用による副作用の
軽減を図るテーラーメイド化学療法で高度先進医療「薬剤耐性遺伝子検索による悪性脳腫瘍の
化学療法」を承認されており、以前より薬剤耐性遺伝子に関するノウハウを蓄積している。これ
らの臨床データから、薬剤耐性の発現を抑制させることが、治療抵抗性を変化させ、予後の改善
に繋がる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究計画の目的は、(P)RR を抑制する miR を同定し、(P)RR と Wnt/βカテニン経路を抑
制することで、グリオーマに対し、抗腫瘍効果を発揮し、膠芽腫に対する真新しい治療法を確立
することである。当初、(P)RR は RAS に関与する血圧調節因子として同定されたため、がん形
成に携わる重要な分子として気づかれにくかったが、Wnt/βカテニン経路との関係が報告され
ると、当大学の西山らにより、膵癌形成に重要な分子として再発見された。このため、申請者ら
の膠芽腫と(P)RR との研究は世界をリードしており、そこへ申請者のmiR に関する研究技術が
相まって、本研究計画は、この点において学術的独自性と創造性をもっており、 (P)RR を用い
た膠芽腫の新規治療戦略の基盤を創出することが可能である。その結果、膠芽腫患者の予後の改
善に寄与することが十分期待される。 
 
３．研究の方法 
１）神経膠腫のグレード別における(P)RR および IDH-1mut の発現率の違いについて 
まずは神経膠腫において、(P)RRおよび IDH-1mutation の発現率を調べるため、病理切片
を用いて、免疫染色を行った。使用した抗体は、(P)RR および IDH-1R132Hに対する抗体で
ある。コントロールとして、正常脳においても(P)RRに対する抗体で免疫染色し、発現の有



無を調べた。評価は免疫染色された陽性領域の面積を視野面積で割った(P)RR IHC score（％）
を用いた。これを神経膠腫のグレード別に評価し、各グレードにおける(P)RRおよび IDH-
1mutation の発現率の違いを調べた。 
２）(P)RR 発現率と細胞増殖の関係について 
神経膠腫の連続病理切片を用いて、(P)RR に対する免疫染色および Ki-67 に対する免疫染色を
おこなった。検体ごとに(P)RR IHC score(%)と Ki67 Labeling index (%)との陽性率を比較し、
散布図を描いた。またその検体の神経膠腫のグレードを評価し、それぞれの陽性率を比較した。
また、各グレードの生存期間を抽出し、相関関係を評価し、さらに(P)RR IHC score(%)と生存
期間の関係をKaplan-Meier 法を用いて評価した。 
３）Small interference RNA (siRNA)を用いた(P)RR のノックダウンによるWnt/βカテニン経
路の抑制 
U87MG,U251,T98G などのグリオーマ細胞株について、Vehicle、Scrambled siRNA をコントロ
ールに用いながら、(P)RR に対する siRNA を用いたノックダウンを行った。それらの培養細胞
から蛋白を抽出し、(P)RR、Wnt2、Activeβカテニン、cyclinD1、βアクチンの蛋白発現量につ
いてウェスタンブロッティング法を用いて評価した。 
４） siRNA を用いた(P)RR のノックダウンによる細胞増殖抑制効果についての検討 
先ほどと同様に U87MG、U251MG、T98G などのグリオーマ細胞株について、Vehicle、
Scrambled siRNA をコントロールに用いながら、(P)RR に対する siRNA を用いたノックダウン
を行ったのち、48 時間後に WST-1assay を行い、細胞増殖度合いを評価した。また、同様の方
法で処理したグリオーマ細胞株群を、直接細胞数をカウントし、経時的に 24hr、48hr、72hr と
細胞数を評価した。 
５）siRNA を用いた(P)RR のノックダウンによるアポトーシスの誘導についての評価 
U87MG、U251MG、T98Gなどのグリオーマ細胞株について、Vehicle、Scrambled siRNA をコ
ントロールに用いながら、(P)RR に対する siRNA を用いたノックダウンを行ったのち、120 時
間後に FITC-labeled AnnexinV および Propidium Iodide 染色によるセルソーティングを行い、
アポトーシスの誘導効果について検討した。 
６）(P)RR を抑制するmiR 候補の絞り込み 
(P)RR を過剰発現、または(P)RR に対する siRNA を用いて発現抑制した細胞群を、東レ 3D-
Gene®ヒト miRNA カスタムチップを用いて、microRNA array を行い、2632 種類のmicroRNA
の発現変化をみた。MicroRNA array において、 (P)RR の発現上昇と、発現抑制に対して、対
向的に発現変化のみられたmicroRNA を、6種類のみに絞った。 
７）(P)RR を抑制するmiR 候補の更なる絞り込み 
データベース（Target Scan）を用いて、in silico で(P)RR の mRNAに直接結合し、干渉すると
予想されたmicroRNA の４候補を絞り込み、それぞれのmicroRNA について、過去の報告より、
わかっている働きについて調べた。 
８）候補となった(P)RR に対するmicroRNA を強制発現させ、(P)RR 発現抑制効果を見る  
MicroRNA array とデータベースより予想された(P)RR の mRNA 3'-UTR に対して相補性をも
つmiR を割り出し、グリオーマ細胞株（U87、U251）にそれぞれのmicroRNA をリポフェクシ
ョンし、強制発現することで、 (P)RR の発現量を低下させていたmicroRNA を調べた。 
９）(P)RR の発現量を抑制しうるmicroRNA の生物学的効果についての検証 
MiR-128 を強制発現させたグリオーマ細胞株（U87,U251）において、BrdU 導入率（増殖能）
について比較した。 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
１）神経膠腫のグレード別における(P)RR およ
び IDH-1mut の発現率の違いについて 
神経膠腫の病理切片を用いて、(P)RR に対する
免疫染色を行ったところ、神経膠腫に関しては、
そのグレードが高くなるにつれて、(P)RR IHC 
score(%)の増加がみられ、(P)RR の発現量が増
加していることが示唆された。一方で、IDH-1mutation に関して、PrimaryGBMを除く、Grade
Ⅱ～ⅣのすべてのGBMにおいて発現していることを確認した。このことから、脳腫瘍細胞にお
いて、グレードやグリオーマの予後規定因子である IDH-1 変異に関わらず(P)RR が恒常的に発
現しており、さらに悪性化に伴い(P)RR 発現量が増加していることを確認した。神経膠腫にお
いて、グレードに関わらず(P)RR が恒常的に発現しており、さらに悪性化に伴い(P)RR 発現量
が増加していることを確認した。 
 
２）(P)RR 発現率と神経膠腫のグレート、細胞増
殖率、および平均生存期間の関係について 
神経膠腫の連続病理切片を用いて、(P)RR に対す
る免疫染色およびKi-67に対する免疫染色をおこ
なったところ、(P)RR の陽性染色面積である
(P)RR IHC score(%)が増加するにつれて、Ki67 
Labeling index (%)も増加がみられ、(P)RR の発
現量と細胞増殖が相関していることが示唆され
た。また、神経膠腫のグレードとともに、Ki67 Labeling index (%)および(P)RR IHC score(%)
も増加しており、３者はそれぞれ相関関係にあると考えられた。(P)RR IHC score(%)の増加に
伴い、有意に予後不良であった。(P)RR IHC score(%)のカットオフ値を 10 に設定すると、平均
生存期間に有意な差を認めた。 
 
３）Small interference RNA (siRNA)を用いた(P)RR の
ノックダウンによるWnt/βカテニン経路の抑制 
U87MG、U251MG、T98G などのグリオーマ細胞株に
ついて、(P)RR を siRNA でノックダウンすると、細胞
の蛋白レベルにおいて、Wnt/βカテニン経路の蛋白が
発現抑制されており、(P)RR の下流にWnt/βカテニン
経路が存在することが示された。 
 
４） siRNA を用いた(P)RR のノックダウンによ
る細胞増殖抑制効果についての検討 
U87MG、U251MG、T98Gなどのグリオーマ細
胞株について、(P)RR を siRNA でノックダウン
すると、細胞の増殖能は抑制されていた。このこ
とから、(P)RR がグリオーマの腫瘍形成におい
て、IDH-1 変異以前の初期段階にドライバー分
子として重要な働きを担っている可能性が示唆
された。 



 
５）siRNA を用いた(P)RR のノックダウンによ
るアポトーシスの誘導についての評価 
U87MG、U251MG、T98Gなどのグリオーマ細
胞株について、Vehicle、Scrambled siRNA をコ
ントロールに用いながら、(P)RR に対する
siRNA を用いたノックダウンを行ったのち、120
時 間 後 に FITC-labeled AnnexinV お よ び
Propidium Iodide 染色によるセルソーティングを行い、アポトーシスの誘導効果について検討
したところ、(P)RR のノックダウンに伴い、GBMのアポトーシスは誘導されていた。 
 
６）(P)RR を抑制するmiR 候補の絞り込み 
(P)RR を過剰発現、または(P)RR に対する siRNA
を用いて発現抑制した細胞群を、東レ 3D-Gene®ヒ
ト miRNA カスタムチップを用いて、microRNA 
array を行い、2632 種類のmicroRNA の発現変化を
みた。MicroRNA array において、 (P)RR の発現上
昇と、発現抑制に対して、対向的に発現変化のみら
れたmicroRNA を、6 種類のみに絞った。 
 
７）(P)RR を抑制するmiR 候補の更なる絞り込み 
データベース（Target Scan）を用いて、in silico
で(P)RR の mRNAに直接結合し、干渉すると予
想された microRNA の４候補を絞り込み、それ
ぞれの microRNA について、過去の報告より、
わかっている働きについて調べた。 
 
８）候補となった(P)RR に対する microRNA を
強制発現させ、(P)RR 発現抑制効果を見る  
MicroRNA array とデータベースより予想された
(P)RR の mRNA 3'-UTR に対して相補性をもつ
miR を割り出し、グリオーマ細胞株（U87、U251）
にそれぞれのmicroRNAをリポフェクションし、
強制発現することで、 (P)RR の発現量を低下さ
せていた microRNA を調べたところ、4 候補の
miR を強制発現したところ、mRNA レベルで
(P)RR が抑制された。 
 
９）(P)RR の発現量を抑制しうるmicroRNA の生物学的効果についての検証 
(P)RR の発現を抑制した microRNA を強制発現させたグリオーマ細胞株
（U87,U251）において、BrdU導入率（増殖能）について比較したところ、
導入株で有意に細胞増殖能が抑制されており、(P)RR の発現を抑制した
microRNA の抗腫瘍効果を確認した。 
 
(P)RRのmRNAをRNAレベルで抑制するmicroRNAを同定した。(P)RRを抑制するmicroRNA
が、グリオーマに対する新たな治療標的になり得る、と考えられた。 
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