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研究成果の概要（和文）： 
最近、悪性神経膠芽腫細胞の研究において、がん細胞が mRNAや microRNA (miRNA)やタンパ
ク質を含むエクソソームを放出し、がんの進行に関わる可能性が報告された。我々は、ヒト脳
腫瘍細胞で高発現している特定のmiRNAが、細胞傷害性T細胞（CTL）による細胞傷害の感受性
を低下させ、抗腫瘍免疫応答における免疫効果相で免疫抵抗性をもたらすことを報告した。さ
らに、脳腫瘍患者血清から抽出したエクソソームはこのmiRNAを含んでおり、そのレベルは健
常人血清に比較して有意に高く、血清miRNA検出による脳腫瘍診断開発の可能性が示唆された。
また、このmiRNAを含有する脳腫瘍細胞由来のエクソソームは、樹状細胞に取り込まれ、樹状
細胞上でも、T細胞活性化に重要な因子を低下させる可能性を見いだした。したがって、がん
細胞由来エクソソームに含まれるmiRNAは、担がん生体の免疫抑制病態に関与する可能性があ
る。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously reported that microRNA (miR)-222 over-expressed in cancer cells 
down-regulates ICAM-1, thereby reducing cancer cell susceptibility to cytotoxic T 
lymphocytes (CTLs). In this study, we found that miR-222 was up-regulated in some of human 
glioma tissues. Inhibition of miR-222 led to recovery of ICAM-1 expression in glioma cell 
lines, resulting in restoration of their susceptibility to CTL-mediated cytolysis. Thus, 
the increased miR-222 expression may contribute to glioma escape from the host immune 
surveillance. We then found that miR-222 could be detected by quantitative PCR in serum 
of glioma patients. Moreover, the elevated miR-222 expression was associated with disease 
progression and poor prognosis of the patients, suggesting possible development of new 
diagnostic methods for malignant characteristics of glioma and prognosis of the patients. 
Interestingly, miR-222 containing exosomes secreted from glioma cells may be uptaken by 
dendritic cells (DCs), and decreased ICAM-1 expression on DC, which is important for T 
cell activation. These results indicate that miR-222 may be a potential target for 
developing novel diagnostic and therapeutic methods for glioma patients. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
悪性神経膠腫（グリオーマ）に対する抗癌
剤として、唯一その有効性が示された薬剤
Temozolomide (TMZ)投与と放射線療法を併用
した治療施行患者の生存期間中央値は 14.6
ヶ月、2年生存率は26.5％であり、特筆すべ
き治療成績ではなく、依然としてグリオーマ
の新たな治療法の開発が望まれている。これ
までに申請者は、難治性グリオーマに対する
新たな治療法として抗原特異的免疫療法の
開発を目指し、グリオーマに高発現する新規
腫瘍抗原、およびその抗原由来T細胞エピト
ープ同定、同抗原ワクチンが担癌マウスにお
いて抗原特異的免疫を誘導して抗腫瘍効果
を発揮することを明らかにし、同定したグリ
オーマ抗原を標的とする免疫療法がグリオ
ーマの新たな治療法として有用である可能
性を見いだした。 
 一方、近年癌免疫療法の臨床試験が実施・
評価され、単純な癌抗原ワクチンでは十分な
抗腫瘍効果を得るに至らないことが明らか
になったが、担癌生体の免疫抑制状態の解除
などの免疫制御法の改良により、癌免疫療法
の大幅な治療効果増強の可能性があること
が示された。そこで我々は、グリオーマに対
する癌免疫療法効果増強に向けて、担癌生体
で産生され、強力な免疫抑制作用をもつ
TGF-βの阻害が、グリオーマ抗原ペプチドワ
クチン療法の効果を増強することを明らか
にするなど、グリオーマによる抗腫瘍免疫抑
制誘導機構の解明と克服法の開発を進めて
きた。さらに、近年、内在性non-coding RNA
の一つであるmicroRNA (miRNA)が、癌の形成
に関与することが分かってきたが、申請者は、
グリオーマや大腸癌で高発現する複数の
miRNAを同定し、その中の一つ hsa-miR-222 
(miR-222)は癌細胞のICAM-1分子を低下させ
ることにより、癌抗原特異的細胞傷害性T細
胞（CTL）による細胞傷害活性を回避して癌
細胞を免疫抵抗性とする機序を解明した。こ
れらの学術的背景・研究成果に基づき、本研
究において、癌免疫抑制因子として作用する
miRNAを阻害して癌細胞によって誘導される
免疫抑制環境を解除することにより、癌抗原
を標的とする免疫療法の効果を増強し、グリ
オーマおよび癌に対する新規免疫療法の開
発・改良を着想するに至った。 
一方、内在性 RNAが、血液循環中で安定に、
かつ検出可能なレベルで存在していること
が証明されたが、癌細胞に発現するmiRNAが
どのような形で循環血液内に存在し、癌微小
環境に存在するどの細胞で生理的作用を発
揮しているのか、その詳細な分子機構は解明
されていない。また、これまでにグリオーマ
の性質・存在を評価しうる有用な診断マーカ

ーの発見には至っておらず、血液循環中に安
定して存在する癌特異的miRNAの生物学的・
臨床医学的意義を明らかにすれば、血液中の
癌特異的miRNAは新たな診断マーカーとして
有用となる可能性がある。そこで本研究では、
(1) グリオーマ細胞miRNAによる新たな免疫
抑制機構の解明、(2) グリオーマや他の癌患
者血清中に存在するmiRNA検出による、癌の
性質や存在の診断法の開発を目的とする。本
研究の成果は、miRNAを介した癌細胞の免疫
回避機構の解明とその克服法の開発と、
miRNAによる新規グリオーマおよび癌診断法
の開発につながり、癌生物学だけでなく、癌
医療に貢献できる可能性が高い。 
 
 
２． 研究の目的 
 
我々はこれまで、難治性である神経膠腫（グ
リオーマ）に対する免疫療法の開発に向けて、
グリオーマ抗原を標的とする画期的な免疫
療法の可能性を見いだしてきた。癌免疫療法
の効果を増強するには、癌微小環境を構築す
る細胞集団が産生する抗腫瘍免疫抑制因子
を除去・阻害することが重要であるが、本研
究では、癌細胞に発現して免疫抑制的に作用
するmiRNAに注目し、グリオーマを中心に癌
におけるmiRNAによる免疫抑制的癌微小環境
構築の分子機構を解明する。さらに、免疫抑
制性miRNAの阻害とグリオーマ抗原を標的と
した免疫療法を併用した、新規グリオーマ免
疫療法の有用性を検証する。また、検体とし
て汎用性の高い癌患者血清において、癌特異
的免疫抑制性miRNAの検出を試み、グリオー
マ患者血清中に存在するmiRNAの発現レベル
と、患者の様々な臨床的特徴との相関関係を
統計学的に解析して、新規グリオーマ診断マ
ーカーとしての臨床応用の可能性を検討す
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）血清miRNA検出、およびその発現レベ
ルと患者臨床情報の相関関係の評価 
 
グリオーマ患者（56人）健常人（36人）、脳
腫瘍以外の頭蓋内疾患患者（12人）から採取
された250 μLの血清において、グリオーマ
の形成・進展に関与することが示されている
グリオーマ関連miR （miR-10b、miR-21、
miR-222）の発現レベルを定量的RT-PCRによ
り測定した。さらに、測定した血清miR発現
レベルと対応する患者の臨床病理的因子と
の相関性を統計学的に解析した。グリオーマ
細胞株に内在性に発現するmiR をmiR 



 

 

inhibitorを用いて抑制し、抑制細胞の細胞
増殖能、浸潤能、遊走能を評価した。 
 
（2）血清miRNAの存在形態、生理的機能の
検討 
内在性miRNAは、血液循環中や凍結保存血清
中で安定に、かつ検出可能なレベルで存在し
ていることが証明されている。しかし、どの
ような機構で血液中に分泌され、安定に存在
しているのかについては未だに不明である。
血清中でmiRNAがどのような形（エクソソー
ム、分泌小胞や蛋白複合体など）で存在する
かについて、超遠心法や抗体による検出法を
用いて検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）血清miRNA検出、およびその発現レベ
ルと患者臨床情報の相関関係の評価 
解析されたmiRのうち、血清miR-222値は
健常人に比べてグリオーマ患者において有
意に上昇しており、さらに腫瘍悪性度および
腫瘍組織におけるmiR-222発現レベルと正の
相関を示した。また、血清miR-222低値患者
は、高値患者に比べて有意に生存期間が延長
していた。多変量解析の結果、血清 miR-222
値は腫瘍摘出度とともに、腫瘍摘出度と独立
した強い予後因子であることが判明した。さ
らに、複数のグリオーマ細胞株において内在
性miR-222発現を抑制したところ、これらの
細胞はコントロール群に比してその浸潤能
および遊走能が低下した。以上より、血清
miR-222値測定により腫瘍組織 miR-222発現
レベル、グリオーマの性質・存在を評価でき
る可能性が示唆された。また、miR-222発現
が低いグリオーマでは、浸潤能および遊走能
が比較的減弱するために良好な経過をたど
る傾向があると推測され、血清miR-222検出
によるグリオーマ診断開発の可能性が示唆
された。 
（2）血清 miRNAの存在形態、生理的機能の
検討 
最近、悪性神経膠芽腫細胞の研究において、
がん細胞が mRNAや miRNAや血管新生促進タ
ンパク質を含むエクソソームを放出し、がん
の進行に関わる可能性が報告された。そのエ
クソソームは血清中で検出可能であり、エク
ソソーム中RNAの分析により、脳腫瘍細胞が
もつ遺伝子変異を解析できることが明らか
になっている。そこで、これまでほとんどわ
かっていない分泌型マイクロRNAの存在形態、 
その生理作用について、検証を加えた。 
癌細胞内のmiR-222は、がん細胞のICAM-1
分子を低下させることにより、がん細胞を抗
腫瘍免疫抵抗性とする機序を明らかになっ
ている。前述の我々の研究結果でグリオーマ

患者血清に存在することが明らかとなった
分泌型miRNAのmiR-222が、実際にエクソソ
ーム分画に存在し、がん細胞以外の細胞（た
とえば樹状細胞）に取り込まれて、標的遺伝
子（この場合は ICAM-1)の発現抑制という本
来の生理機能を発揮するかどうかをin vitro
実験により解析した。 
はじめに、グリオーマ細胞株培養上清および
患者血清サンプルからエクソソーム分画を
超遠心法によって抽出したところ、miR-222
は検出可能なレベルでそれぞれに存在して
いることが確認された。次に、miR-222を人
為的に高・低発現させたグリオーマ細胞株を
作製、それぞれの培養上清からエクソソーム
分画を抽出し、このエクソソームをヒト末梢
血 CD14陽性細胞から樹立した樹状細胞に投
与したところ、より多くmiR-222 を含んだエ
クソソームを投与した場合にはmiR-222の標
的遺伝子の一つであるICAM-1が抑制された。
つまり、miR-222を含有するグリオーマ細胞
由来のエクソソームは、樹状細胞に取り込ま
れ、樹状細胞上でも、T細胞活性化に重要な
ICAM-1を低下させる可能性が示唆された。こ
れらの結果から、グリオーマ細胞を一つの例
として解析したが、がん細胞由来エクソソー
ムは、がん組織内で樹状細胞に取り込まれた
り、リンパ管を介してセンチネルリンパ節に
流入して樹状細胞に取り込まれて、抗腫瘍免
疫誘導の場として重要なセンチネルリンパ
節で、すなわち免疫誘導相でも抗腫瘍免疫誘
導を抑制する可能性が考えられる。さらなる
がん細胞と免疫細胞の相互作用におけるエ
クソソームの意義の解明は、がん形成機構の
解明だけでなく、がんの診断・治療法の開発
に有用と考えられる。 
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