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研究成果の概要（和文）：	
 

悪性神経膠腫培養液、脳腫瘍患者血清中のエキソソーム分離、分泌型 microRNA の抽出、発現解

析法を確立した。培養液中から腫瘍で高発現している microRNA を同定することができた。さら

に膠芽腫摘出標本より脳腫瘍幹細胞を樹立し、脳腫瘍幹細胞移植モデルを作成し、その全血清

より分泌型 microRNA の分離・同定、定量に成功した。神経膠腫における microRNA 発現と遺伝

子発現解析より、miR-128a と miR-504 の形質転換への関与を明らかにした。	
 

 
研究成果の概要（英文）：	
 

We	
 isolated	
 exosomal	
 microRNAs	
 from	
 culture	
 medium	
 of	
 glioma	
 cell	
 and	
 total	
 serum	
 of	
 glioma	
 

patients.	
 	
 The	
 expression	
 of	
 secreted	
 microRNA	
 in	
 the	
 culture	
 medium	
 is	
 correlated	
 the	
 

microRNA	
 expression	
 of	
 cultured	
 glioma	
 cells.	
 	
 We	
 also	
 established	
 brain	
 tumor	
 stem	
 cells	
 

and	
 mouse	
 xenograht	
 models.	
 	
 We	
 successfully	
 analyzed	
 secreted	
 microRNA	
 expression	
 in	
 

total	
 serum	
 of	
 xenographt	
 models.	
 	
 We	
 compared	
 microRNA	
 expression	
 and	
 gene	
 expression	
 

in	
 primary	
 glioma	
 samples,	
 and	
 revealed	
 that	
 miR-128a	
 and	
 miR-504	
 are	
 associated	
 with	
 

mesenchymal	
 gene	
 expression.	
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 腫瘍の発生、増悪には様々な遺伝子発現異

常が関与することが認識されていたが、研究

開始時には、microRNA は新たな遺伝子発現制

御機構として注目されていた。腫瘍における

microRNA の重要性が解明されつつあり、様々

ながん種において特異的な microRNA 発現異

常が同定されていた。また、腫瘍細胞が分泌

するエキソソーム内の核酸、蛋白が近隣の腫
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瘍細胞の増殖、浸潤のみならず、血管新生、

免疫系の制御に関与していることが解明さ

れつつあった。さらにエキソソームには豊富

なmicroRNAが含まれており、分泌型microRNA

が腫瘍形成過程において重要な役割を担っ

ていることが予測されていた。通常 RNA は血

清中で速やかに分解されるが、microRNA は血

液中、内因性 RNAase 存在下でも安定して存

在する事が報告され、新たな血中バイオマー

カーと成りうる可能性が注目されていた。	
 

 
２．研究の目的 
血清中の分泌型 microRNA の分離・同定法に

関しては議論が多く、確立された方法は存在

しないのが現状である。本研究の第一の目的

は血中の分泌型 microRNA を分離・同定する

方法を確立することである。また、血中の分

泌型 microRNA が、腫瘍形成と関連しどのよ

うに変動するかは未だ詳細は不明であるが、

腫瘍由来の分泌型 microRNA を反映している

可能性は高い。さらに腫瘍における microRNA

発現プロファイルは腫瘍の種類により異な

り、診断、悪性度評価に有用であることがわ

かってきている。血中 microRNA 発現と腫瘍

における microRNA 発現の関連性が解明でき

れば、血液検査による腫瘍の診断に非常に有

用なバイオマーカーとなり得る。脳腫瘍（悪

性神経膠腫）には、未だ有用な血中バイオマ

ーカーは同定されておらず、本研究は分泌型

miRNA 発現解析に基づく新たなバイオマーカ

ー同定を目的とした研究である。	
 

 
３．研究の方法 
(1)	
 脳腫瘍幹細胞分離・同定、移植モデル作

成：悪性神経膠腫に対し、従来の細胞培養に

加え、幹細胞培養を導入し、腫瘍摘出標本よ

り脳腫瘍幹細胞の分離・同定を継続した。樹

立した脳腫瘍幹細胞を免疫不全マウスに移

植し、脳腫瘍幹細胞脳内移植モデル、皮下

移植モデルを作成し、右心房より全血を採取

し、全血清より分泌型 microRNA を抽出した。	
 

	
 

(2)	
 細胞培養液中の分泌型 microRNA の同定、

発現解析：7 つ脳腫瘍細胞株の培養液よりエ

キソソームを分離。細胞株および対応する培

養液から分離したエキソソームより total	
 

RNA を抽出し、real	
 time	
 PCR を行った。エ

キソソーム分離には Exoquick	
 キ ット

(System	
 biosciences)と超遠心を使用し、

mirVana	
 RNA	
 extraction	
 Kit	
 (Ambion)を用

いて、miRNA を含む totalRNA を抽出した。

TaqMan 法により、miR-16,	
 miR-21,	
 miR-196a,	
 

miR-196b の発現解析を行った。	
 

	
 

(3)	
 脳腫瘍幹細胞移植モデル、脳腫瘍症例血

清中の microRNA の同定、発現解析：髄膜腫、

膠芽腫患者および健常者（髄膜腫６例、膠芽

腫７例、健常者５例）の血清よりエキソソー

ムを分離し、同様に TaqMan 法により、miR-16,	
 

miR-21,	
 miR-196a,	
 miR-196b の発現解析を行

った。	
 

	
 

(4)	
 神 経 膠 腫 に お け る 遺 伝 子 発 現 と

microRNA発現解析：82例のglioma(grade2-4)

に対し、21 個の脳腫瘍関連候補 microRNA と

proneural マーカー、mesenchymal マーカー、

幹細胞マーカー計 23遺伝子の発現を解析し、

その関連を検討した。	
 

	
 
４．研究成果	
 

(1)	
 脳腫瘍幹細胞分離・同定、移植モデル作

成：脳腫瘍幹細胞分離を目的に悪性神経膠腫

摘出標本より幹細胞培養と通常培養の 2系統

での培養を継続した。その内、長期培養（20

継代以上）が可能であった 4細胞株を樹立し

た。樹立した脳腫瘍幹細胞を免疫不全マウス

に移植し、脳腫瘍幹細胞脳内移植モデル、

皮下移植モデルを作成した(19バッチ、57匹)。



その内 12 匹（4 バッチ）に対し、右心房より

全血を採取し、全血清より分泌型 microRNA

を抽出した。	
 

	
 

(2)	
 細胞培養液中の分泌型 microRNA の同定、

発現解析：7 つ脳腫瘍細胞株の培養液より

exosome を分離。細胞株および対応する

medium から分離したエキソソームより total	
 

RNA を抽出し、real	
 time	
 PCR を行った。エ

キソソーム分離に関しては、Exoquick キット	
 

(System	
 biosciences)と超遠心で同等のエキ

ソソーム分離が可能であった。分離されたエ

キソソームより microRNA を含む totalRNA を

抽出し、miR-16,	
 miR-21,	
 miR-196a,	
 miR-196b

の発現解析を行い、培養液中の microRNA 発

現解析が腫瘍における microRNA 発現と相関

して発現することを同定した（下図）。	
 

	
 

細胞培養液中 miR-21 発現解析（青：腫瘍、

赤：培養液）	
 

	
 

	
 

細胞培養液中 miR-196a 発現解析（青：腫瘍、

赤：培養液）	
 

	
 

(3)	
 脳腫瘍症例血清中の microRNA の同定、

発現解析：血清エキソソーム内の microRNA

発現が低い事が確認できた為、超遠心、総血

清を用いて microRNA を抽出し、発現解析を

行った。その結果、総血清を用いた解析が最

も microRNA 発現が高く、血清中の microRNA

発現を同定することができた。	
 

	
 

移植モデル血清中 miR-196a 発現解析	
 

	
 

	
 

移植モデル血清中 miR-196b 発現解析	
 

	
 

(4)	
 神 経 膠 腫 に お け る 遺 伝 子 発 現 と

microRNA 発現解析:	
 primary	
 glioblastomaで

は mesenchymal マーカー遺伝子、miR-21,	
 

-34a の 発 現 上 昇 	
 を 認 め 、 secondary	
 

glioblastomaでは proneuralマーカー遺伝子、

mi-504 発現亢進を認めた。さらに miR-128a,	
 

-504,	
 -124,	
 -184 発現は mesenchymal マーカ

ー遺伝子発現と逆相関し、miR-128a,	
 -504 発

現制御により mesenchymal マーカー遺伝子発

現上昇を誘導し、microRNA発現が形質転換へ

関与する可能性が示唆された。	
 



	
 

miR-128a,	
 -504 発現抑制による mesenchymal	
 
marker 遺伝子発現亢進	
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