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研究成果の概要（和文）：  

発癌過程における miRNA の迅速かつ安価な生体機能解析技術の開発を目的として、トランスポ

ゾンおよびインシュレーターを組み合わせた in vivo エレクトロポレーション(EP)のためのベ

クターシステムを開発した。さらに、この開発技術を実際に脳腫瘍モデルマウスに応用するこ

とによって、特定の miRNAs が脳腫瘍の発症に関与していることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Development and application of new in vivo electroporation method, which is combined with 
transposon & insulator-based plasmid vector system, opened the door to elucidate that 
miRNAs are involved in shh-associated medulloblastoma formation. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 近年、miRNA マイクロアレイの開発によって、
脳腫瘍、大腸がん、肺がん、白血病等の様々
な癌において各種 miRNA の発現異常が見いだ
されており、癌の発生および悪性化への関与
が示唆されている。しかしながら、高頻度で
発現異常を示す miRNA のリストアップこそす
すんでいるものの、ごく少数の miRNA を除い
てその生体機能は明らかにされていないの

が現状である。これは生体における miRNA

の機能の理解が容易ではないためであり、以
下の理由が挙げられる。 

 

(1) 1 つの miRNAは多数の標的遺伝子(多いも
のでは 100 種類以上)を発現制御しうる。 
 

(2) miRNA の結合配列が mRNA の 3’UTR に  
存在しても，必ずしも抑制効果が得られな
い。 
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 これらの事実は、コンピュータ解析による
標的遺伝子の推測のみでは、miRNA の生体機
能を理解することは困難であり、実験による
直接的な検証が必須であることを意味して
いる。 

 

(3) 多くの miRNA はファミリーを形成してお
り、さらに一つの miRNA が複数の遺伝子座
にコードされる場合も少なくはない。また、
異なるファミリー間で結合配列が酷似す
る場合がある。 

  
 したがって多大な費用と時間をかけて遺伝
子改変マウスを作製し解析を行っても、他の
miRNA の代償機能により容易にはその機能を
明らかにできない可能性がある。 
 近年、個体発生研究においては、in vivo エ
レクトロポレーション(EP)法が手軽な in 
vivo 遺伝子機能解析技術として注目されて
いる。この方法はミュータントマウスの作製
に比べ安価でかつ迅速に行うことができる。
さらにプラスミドベクターを用いるため、ウ
イルスベクターに比較し導入可能な遺伝子
サイズおよび遺伝子数についての制限が小
さい点でも優れている。しかし癌細胞等の細
胞分裂を繰り返す細胞においては導入プラ
スミドが分裂により希釈されてしまうため
に恒久的な遺伝子発現は難しく、生体での発
癌過程における遺伝子機能解析には適して
いない。 

 

２．研究の目的 

 

 発癌の分子メカニズムを迅速にかつ安価
に解明するための基盤技術を確立すべく、本
研究では in vivo EP 法をベースにした miRNA
等各種遺伝子の機能解析技術の開発を目的
とした。具体的には 
(1)  分裂を繰り返す標的細胞(脳腫瘍起始

細胞、前癌細胞、癌細胞)においても恒久
的かつ安定に miRNA 機能阻害 RNA 等を発
現させることができるベクターシステム
を構築し、in vivo EP によりマウス個体
の標的臓器・細胞に直接局所遺伝子導入
する技術を開発する。 
 

(2) 実際に開発技術を脳腫瘍発症モデルマウ
スへ応用し、発癌における miRNA の生体
機能を明らかにする。 

以上を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 

 

 発癌研究のための in vivo EP 技術の開発を
行うにあたり以下の(1)〜(3)を行った。 
 
(1) 各種競合型 RNA による阻害効果の比較。 

in vivo における miRNA 機能阻害ために      
競合型 RNA (Tough Decoy, miR sponge,   
shRNA)による miRNA 機能阻害効果を、RFP
レポーター遺伝子および miRNA 発現ベク
ターを用いて培養細胞において比較解析
を行った。 
 

(2) in vivo electroporation の条件検討。 
 脳腫瘍（髄芽腫およびグリオーマ）の
起始細胞への in vivo electroporation
の至適条件を見いだすために、RFP あるい
は Cre 組換え酵素の発現プラスミドベク
ター、および Cre 組換え依存的に細胞膜
移行型 EGFPを発現するマウスを用いて条
件 (電圧、DNA 量、器具、手術手技等) 検
討を行った。 
 

(3) 発癌研究用ベクターシステムの構築。 
 神経前駆細胞及び前癌細胞において
GFPと共にmiRNAまたはmiRNA inhibitor、
あるいは cDNAを安定かつ持続的に発現さ
せるために、導入標的細胞のゲノム内挿
入に働くトランスポゾン、および導入ゲ
ノム領域の影響を抑えて再現性の高い導
入遺伝子の発現を得るためのインシュレ
ーターを組み合わせたプラスミドベクタ
ーを構築した。これらを Cre 組換え酵素
およびトランスポゼースの発現ベクター
とともに、Cre 組換え依存的に LacZ また
は細胞膜移行型 EGFPを発現するマウス脳
に in vivo エレクトロポレーションによ
り導入し、マウス個体での増殖細胞にお
ける発現安定性に対するトランスポゾン
およびインシュレーターの効果を組織学
的に解析し従来法と比較した。 

 
最後に(1)〜(3)で開発した技術を腫瘍形成
における miRNAの機能解析の研究へ応用する
ため、下記の(4)の研究を行った。 
 
(4) 小脳腫瘍形成における遺伝子機能解析。 

 研究代表者が独自に同定した miRNAs、
および Nmyc 遺伝子について、脳腫瘍形成
過程における機能を明らかにするために、
小脳腫瘍モデルマウスである Ptch1 コン
ディショナルノックアウトマウスに対し
て今回開発した in vivo EP技術を応用し, 
Ptch1 遺伝子の存在下および非存在下に
おいて脳腫瘍形成における miRNA および
Nmyc 遺伝子の機能解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) 各種競合型 RNA による阻害効果の比較。 

 3 種の miRNA に対して、それぞれ各種
機能阻害RNA(shRNA, TuD, miRNA sponge)
の発現ベクターを作製し、RFP 連結レポ



 

 

ーター遺伝子を用いて in vitro で miRNA
の機能阻害効果を解析した結果、shRNA
あるいは TuD に顕著な機能阻害効果を認
めた。 
 

(2) in vivo electroporation の条件検討。 
 脳腫瘍（髄芽腫およびグリオーマ）の
起始細胞である大脳皮質神経幹細胞およ
び小脳顆粒前駆細胞への in vivo 
electroporation の至適条件を見いだす
ために、電極器具および手術手技等につ
いての改良を重ねた結果、胎生期の小脳
菱脳唇（rhombic lip）への遺伝子導入に
ついては 69%(35 匹中 24 匹)、胎生期大脳
皮質および生後一週の小脳外顆層につい
ては非常に高い効率 99%(294 匹中 292 匹
および 94匹中 93匹)での遺伝子導入が可
能となった(第 70回日本癌学会学術総会, 
Neuroscience2011, 第 34回分子生物学会
年会)。 
 

(3) 発癌研究用ベクターシステムの構築。 
 従来のプラスミドベクターでは、分裂
を終えたニューロンでは長期間(一ヶ月
以上) 発現が認められるものの、増殖細
胞（神経前駆細胞または前癌細胞）では
数日程度(胎生期大脳皮質:1〜３日, 胎
生期小脳菱脳唇および生後 7 日小脳顆粒
細胞：3〜６日, )の発現の持続しか認め
られず、また in vivo EP 後 48 時間以降
に導入遺伝子(GFP、HA 標識 Nmyc 等)の発
現が急速に低下する傾向が観察された
(Neuroscience 2011, 第 34 回分子生物学
会年会)。 
 一方、インシュレーターおよびトラン
スポゾンのシステムを組み合わせること
で、増殖細胞(脳腫瘍起始細胞、前癌細胞、
癌細胞)における長期間(一ヶ月以上)か
つ 安 定 な 導 入 遺 伝 子 (GFP, miRNA 
inhibitor または HA 標識 Nmyc 等)の発現
が認められた。だだし導入効率について
は小脳に比較し、大脳皮質では低い傾向
にあった。 
 以上の結果から本ベクターシステムは
発癌研究（特に小脳髄芽腫）に適するこ
とが示された。 
 

(4) 小脳腫瘍形成における遺伝子機能解析 
 上記の遺伝子導入技術を脳腫瘍モデル
マウスである Ptch1 コンディショナルノ
ックアウトマウスに応用し、研究代表者
が生化学的解析および発現解析によって
探索同定した小脳髄芽腫形成に抑制性に
働きうる miRNAs について機能解析を行っ
た。その結果、Ptch1 遺伝子の単独欠損に
比較して、miRNAs の同時機能阻害を行う
ことによって小脳顆粒前駆細胞の分化抑

制と自己複製の顕著な亢進が認められた
(下図)(2011 年日本癌学会学術総会, 投
稿準備中)。以上の結果はプラスミドベク
ターによる増殖・腫瘍細胞おける in vivo
遺伝子発現技術の開発ならびに髄芽腫形
成に関与しうる miRNAs の同定に成功した

ことを示している。 
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