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研究成果の概要（和文）：膠芽腫は最も悪性度の高い脳腫瘍で、治療抵抗性の克服が課題である。近年、膠芽腫
の治療抵抗性に脳腫瘍幹細胞が大きく関わることが示唆されるようになった。脳腫瘍幹細胞に特異的なmicroRNA
(=miR)を同定することにより、悪性脳腫瘍の新規治療法およびバイオマーカーを探索することを目的に本研究を
行った。Neurosphere法による培養で分離した脳腫瘍幹細胞と血液サンプルを用いてmiR arrayによる発現スクリ
ーニングを行い、脳腫瘍幹細胞特異的かつ悪性脳腫瘍のバイオマーカーとなりうるmiRXを同定した。miRXの発現
制御を行うと膠芽腫の増殖抑制がみられ、新規治療法につながる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop novel therapy and biomarkers for 
malignant brain tumors by analyzing  brain tumor stem cell specific microRNA. Brain tumor stem cells
 and blood samples were subjected to microRNA array and we identified microRNA(=miRX) that are 
specific to brain tumor stem cells and can serve as biomarkers. We showed controlling miRX 
expression inhibited the growth of malignant glioma, thus presenting a promising strategy for 
treating malignant brain tumors.

研究分野：脳神経外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳腫瘍の治療抵抗性に関わることが示唆されている脳腫瘍幹細胞をターゲットとして研究を行い、脳腫瘍幹細胞
と脳腫瘍患者血液サンプルで過剰発現ならびに発現抑制されているmicroRNAとその標的分子を同定した。このこ
とにより、悪性脳腫瘍の治療抵抗性の分子機序の一端を解明することができた。また、新規のバイオマーカーと
しての可能性が示唆された。microRNAと脳腫瘍幹細胞をtargertとすることで、膠芽腫を代表とする悪性脳腫瘍
の新規バイオマーカー開発、治療開発研究へ大きく貢献できる可能性が示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年の悪性脳腫瘍に対する外科的治療、化学療法、放射線治療の発展は目覚しいものがある
が、依然として膠芽腫を代表とする悪性脳腫瘍の予後は悪く、膠芽腫の中間生存率は未だ 14.6
ヶ月である。膠芽腫をはじめとする悪性脳腫瘍を根治できない理由に脳腫瘍幹細胞が大きく関
わっていることが、近年注目を集めるようになった。脳腫瘍幹細胞は、不均一な細胞集団であ
る悪性脳腫瘍内に存在する少数の細胞で、自己を複製する能力と腫瘍を構成するさまざまな系
統の細胞を生み出す能力をもち、二次腫瘍を形成する元となる細胞である。2003 年に、複数の
グループから脳腫瘍幹細胞を同定した論文が発表され、更に、2006 年に悪性脳腫瘍に対する放
射線治療は、脳腫瘍幹細胞以外の脳腫瘍細胞（非幹細胞）には効果があるものの、放射線治療
後も幹細胞マーカーCD133 を発現する脳腫瘍幹細胞は残存し再発の原因となるという基礎実験
の結果が報告された(Bao et al, Nature 2006) 。それ以降複数のグループから脳腫瘍幹細胞が
放射線や化学療法に抵抗性で、悪性脳腫瘍再発の原因であることを示唆する報告が発表された。
申請者らも膠芽腫患者 42 例の病理切片の検討から、放射線•化学療法後の膠芽腫の再発時には
CD133 陽性の細胞分画が初発時に比較して著明に増加していることを示し、CD133 陽性の膠芽
腫幹細胞が治療抵抗性の原因となることを示唆する報告を発表した（Tamura et al, Journal 
of Neurosurgery 2010,Tamura et al Journal of Neurosurgery 2013）。以上のことから、悪性
脳腫瘍の予後改善のためには、脳腫瘍幹細胞を標的として治療抵抗性機序を解明し、それに基
づいた治療法を確立することが急務である。 
そこで、ゲノム情報発現系の内在性制御機序を担う新たな機能性低分子 RNA として注目され
ている microRNA(miRNA)に着目した。miRNA は、蛋白質へは翻訳されない non-coding RNA であ
るが、標的分子の蛋白発現を転写後の配列特異的な RNA サイレンシングによって抑制する機能
性低分子 RNA である。miRNA は細胞増殖、アポトーシス、分化などの生物にとって欠かすこと
のできない生命現象に深く関わっており、悪性脳腫瘍においても miRNA の発現異常が報告され
腫瘍発生や悪性化との関連が指摘されている。がん幹細胞と miRNA の関連に初めてメスをいれ
たのは 2007 年の Liberman らの報告で、乳癌の癌幹細胞分画では、より分化の進んだ癌細胞と
比較し、癌遺伝子である Ras, HMGA2 を抑制する miRNA（=let-7）の発現が抑制されていること
を見い出した。それ以降、がん幹細胞と miRNA の関連を示唆する知見が次々と発表されている。
また、神経幹細胞の分化能が特定の miRNA によって制御されていること、ES 細胞などの正常幹
細胞の発現プロファイルが成熟体細胞とは異なる miRNA プロファイルであること、p65 などの
幹細胞維持に必須の分子を制御する miRNA が存在すること等、正常幹細胞と miRNA の関連を示
唆する知見も次々と発表されている。これらの研究成果は miRNA による腫瘍幹細胞を標的とし
た治療法の有用性を示唆するものと考えられる。 
さらに、現時点で悪性脳腫瘍の診断、経時的な治療効果の判定や再発を予測し得る診断マー
カーは存在せず、外科的切除にて切除した組織を用いずに脳腫瘍幹細胞の存在や活動性を評価
する方法は存在しない。そのため、血液サンプルを用いた脳腫瘍幹細胞特異的 microRNA のプロ
ファイリングは、新たな診断マーカーや治療法の確立のみならず、非侵襲的にがん幹細胞の増
減を評価できるバイオマーカーとして有用であることが期待される。 
 
２．研究の目的  
本研究は、脳腫瘍幹細胞特異的 microRNA を同定することにより、悪性脳腫瘍の新規治療法お
よびバイオマーカーの確立を行うことを目的としている。具体的には、血液サンプルと脳腫瘍
幹細胞を用いた網羅的スクリーニングによって脳腫瘍幹細胞特異的 microRNA を探索することに
より、悪性脳腫瘍の治療抵抗性機序を解明し、悪性脳腫瘍の治療抵抗性を克服する新規治療法
と悪性脳腫瘍幹細胞特異的なバイオマーカーを開発することをめざす。 
 
３．研究の方法 
(1)膠芽腫患者手術検体からの脳腫瘍幹細胞の樹立  
膠芽腫患者の手術検体から Neurosphere 法による培養で脳腫瘍幹細胞を分離し、特異的に増
幅させることで脳腫瘍幹細胞を樹立する。脳腫瘍幹細胞マーカーである CD133 分画が通常の細
胞より増加していることを確認する。一方、血清を加えた通常の培養液での細胞培養も行い、
これをコントロール脳腫瘍細胞 （非幹細胞）とする。 
(2)脳腫瘍幹細胞を用いた microRNA プロファイリング 
樹立した脳腫瘍幹細胞とコントロール脳腫瘍細胞から RNA を抽出し GeneChip miRNA 4.0 Array
による発現スクリーニングを行う。脳腫瘍幹細胞およびコントロール脳腫瘍細胞の結果を比較
し、脳腫瘍幹細胞において過剰発現または発現抑制がみられる miRNA を選出する。 
(3)悪性脳腫瘍患者血液サンプルを用いた microRNA プロファイリング 
脳腫瘍患者血液サンプルは通常の検査スケジュールで行われる採血時に同意を得て追加採血
を行う。血漿サンプルから RNA を抽出し GeneChip miRNA 4.0 Array よる発現スクリーニングを
行う。血漿サンプルで過剰発現または発現抑制がみられる miRNA を選出する。 



(4)脳腫瘍幹細胞特異的 microRNA の同定 
前項(2)と(3)のプロファイリングの結果を統合的に解析し、脳腫瘍幹細胞を規定する
microRNA 並びに、バイオマーカーとなりうる microRNA を同定する。 
(5)microRNA の発現制御が可能な膠芽腫細胞の作成  
テトラサイクリン反応性プロモーターの下流に GFP と脳腫瘍幹細胞を規定する
microRNA(=miRX)を含むレンチウイルスベクター(LV-TetOn-miRX)を作成する。これを膠芽腫細
胞に感染させることでテトラサイクリンの On/Off により miRX の発現制御が可能な膠芽腫細胞
を作成する。 
(6)miRX の標的分子の同定と治療抵抗性機序の解明 
miRX の標的分子を同定するため、miRX を過剰発現させた膠芽腫細胞とコントロール膠芽腫細
胞を用い、Western-blot解析等の手法を用いてmiRXの標的分子を同定し、治療抵抗性機序の解
明を試みる。 
(7)miRX による悪性脳腫瘍の増殖抑制の検討 
脳腫瘍細胞株並びに脳腫瘍幹細胞で miRX 発現制御を行い、増殖能等が変化するかを検討し、
新規治療法の候補となりうるか検討する。  
 

４．研究成果 

(1)膠芽腫患者手術検体からの脳腫瘍幹細胞の樹立 
膠芽腫患者の手術検体から Neurosphere 法による培養で脳腫瘍幹細胞を分離
し、特異的に増幅させることで脳腫瘍幹細胞を樹立した。Neurosphere 法で培
養した細胞は脳腫瘍幹細胞マーカーである CD133 分画が通常の細胞より増加し
ていることを確認した。血清を加えた通常の培養液での細胞培養も行い、こ
れをコントロール脳腫瘍細胞 （非幹細胞）とした。 

(2)腫瘍幹細胞における microRNA 発現スクリーニング 
前項で樹立した脳腫瘍幹細胞とコントロール脳腫瘍細胞から total RNA を抽出し、GeneChip 
miRNA 4.0 Array による発現スクリーニングを行った。脳腫瘍幹細胞およびコントロール脳腫
瘍細胞の結果を比較し、脳腫瘍幹細胞において過剰発現または発現抑制がみられる microRNA を
複数選出した。 
(3)膠芽腫患者血液サンプルを用いた microRNA プロファイリング 
膠芽腫患者(n=3)、低悪性度神経膠腫患者血漿(n=3)から LMW RNA を抽出した。これらの血漿サ
ンプル由来 RNA を用いて GeneChip miRNA 4.0 Array による発現スクリーニングを行った。この
結果から、膠芽腫患者血清で過剰発現または発現抑制がみられる microRNA を同定した。 
(4)脳腫瘍幹細胞特異的 microRNA の同定 
前項(2)と(3)の結果に基づき、脳腫瘍幹細胞と膠芽腫患者血液サンプルで過剰発現または発
現抑制がみられる microRNA を比較検討した。脳腫瘍幹細胞と膠芽腫患者血液サンプルの両方で
発現抑制がみられる microRNA、過剰発現が見られる microRNA が存在し、腫瘍の発生、治療抵
抗性のバイオマーカーとなりうる可能性が示唆された。また、脳腫瘍幹細胞で発現抑制されて
いる microRNA は microRNA を量的に補うことで、「microRNA replacement therapy」として治療
薬として 応用可能と考えられるため、発現抑制がみられる microRNA を miRX とした。  
(5)microRNA の発現制御が可能な膠芽腫細胞の作成  
テトラサイクリン反応性プロモーターの下流に GFPと脳腫瘍幹
細胞を規定する microRNA(=miRX)を含むレンチウイルスベクター
(LV-TetOn-miRX)を作成した。これを膠芽腫細胞株(LN229, U87)
に感染させ、テトラサイクリン(=Doxcycline)の On/Off により
miRX の発現制御が可能な膠芽腫細胞を作成した。miRX が発現し
たかどうかを GFP の発現で確認した(図 2)。 
(6) miRX の標的分子の同定と治療抵抗性機序の解明 
miRX の標的分子を同定をするため、前項(5)で作成した miRX 発現誘導系を用いて、miRX を発
現させた膠芽腫細胞とコントロール 膠芽腫細胞でのチロシンキナーゼシグナル関連蛋白や細胞
周期関連蛋白の発現を Western blotting で検討した。miRX を発現させた膠芽腫細胞では EGFR 
の発現抑制と Akt のリン酸化抑制、PAK1 の発現抑制が観察され
た。 
(7)miRX による悪性脳腫瘍の増殖抑制の検討 
膠芽腫細胞株(LN229, U87)並びに脳腫瘍幹細胞で前項(5)で作
成したmiRX発現誘導系によるmiRX過剰発現を行い、増殖能の変化
を検討した。膠芽腫細胞株(LN229, U87), 脳腫瘍幹細胞のいずれに
おいても、増殖抑制され（図 3. U87 による結果）、miRX が悪性脳
腫瘍の治療抵抗性を克服する新規治療法の候補となる可能性が示
唆された。  

図1  Neurosphere法で
培養した脳腫瘍幹細胞 
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図3. miRXによる増殖抑制
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