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研究成果の概要（和文）：グリオーマ細胞ではmTORシグナルが活性しており、特定のマイクロRNAによるmTORC2の主要
構成タンパクであるRictorの発現制御を検討した。しかし、ヒト由来グリオーマ細胞株U87、U251細胞へのmiR-137およ
び 218遺伝子導入によってRictorの発現レベルの低下はなかった。
一方、mTORシグナルがグリオーマ細胞の代謝リモデリングに及ぼす影響は未だ不明な点が多い。mTOR阻害剤の投与が細
胞内代謝に及ぼす影響について質量分析計によるメタボローム解析およびreal-time PCRでの代謝酵素のmRNA量の解析
を行い、グルコース代謝の抑制と共にグルタミン代謝の亢進が示唆された。

研究成果の概要（英文）： mTOR signaling is frequently deregulated in cancer including malignant gliomas. W
e analyzed if a specific microRNA(miR) controls the expression of Rictor, a main component of mTOR Complex
 2. Unfortunately, over-expression of miR-137 or 218 mimic in U87 and U251 glioma cells didn't affect the 
level of Rictor. 
Although the PI3K/mTOR pathway is a master regulator of aerobic glycolysis and cellular biosynthesis, the 
effect of modulating mTOR activity on other metabolic processes, such as glutamine metabolism is not well 
understood. Metabolic profiling using gas chromatography and mass spectroscopy (GC/MS) and gene expression
 analysis of key enzymes for glycolysis and glutaminolysis using RT-PCR methods demonstrated the mTOR-targ
eted treatments (rapamycin or PP242) regulated glycolysis and stimulated glutamine utilization to elicit a
 switch in the pathways used to deliver glutamine carbon to the tricarboxylic acid (TCA) cycle.
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１．研究開始当初の背景 
神経膠芽腫（悪性グリオーマ）は主に成人

大脳脳半球に発生する最も予後不良な脳腫
瘍の一つであり、手術・化学療法・放射線療
法が標準治療となっているが、多くは治療抵
抗性であり、5 年生存率は 10％未満と極めて
予後不良である。したがって新規治療法の開
発が急務に望まれている。 
 悪性グリオーマを対象とした最近の遺伝
子解析では、RTK/RAS/PI3K シグナル系に最
も高率に遺伝子増幅や変異を認め、最も重要
なシグナル伝達経路であることが報告され
ている（The Cancer Genome Atlas (TCGA). 
Nature, 2008）。特に、The mammalian target of 
rapamycin (mTOR)は PI3K を介して EGFR な
どの成長因子からのシグナルを受け取り、細
胞増殖・生存、たんぱく質翻訳、脂質代謝な
どの多岐にわたる細胞内機構に関与してい
るため、神経膠芽腫治療の効果的な分子標的
の一つとして考えられている。 

mTORC1 は mTOR、mLST8(別名 GβL)、
Raptor ( regulatory-associated-protein of mTOR)
という三つのタンパク質から構成されてお
り、Akt の下流に存在して、p70S6K、4EBP1
を介するたんぱく質合成を制御する。一方、
mTORC2 は mTOR 、 mLST8 、 Rictor     
( rapamycin-insensitive-companion of mTOR)、
SIN1  (SAPK-interacting protein) 、 Protor-1  
(protein-observed with Rictor-1)から成り、Akt, 
SGK1(serum glucocorticoid-induced protein 
kinase 1), PKCαをリン酸化することが知ら
れているが、mTORC2 の上流の制御の詳細及
び mTORC2 の機能についてはほとんど知ら
れていない。 
 
２．研究の目的 
神経膠芽腫（悪性グリオーマ）は最も予後

不良な悪性脳腫瘍の一つである。最近の遺伝
子解析において The mammalian target of 
rapamycin (mTOR) は神経膠芽腫治療の効果
的な分子標的の一つとして取り上げられて
いる。mTOR は EGFR の下流に位置し、複数
の蛋白から構成される 2 種類の複合体として
存在しmTORC1およびmTORC2と呼ばれる。
mTORC1 については最近多くの報告がある
が、mTORC2 の役割についてはほとんど解明
されていない。 
申請者は、EGFR 遺伝子の増幅・変異を示

すグリオーマ細胞では mTORC2 シグナルが
活性していることを報告した(Tanaka K et al. 
Cancer Discovery. 1(6):524-38. 2011)。遺伝子発
現の制御メカニズムとしてマイクロＲＮＡ
(miRNA)の関与が近年注目されている。そこ
で、本研究では特に EGFR 遺伝子の増幅・変
異によって引き起こされるmiRNAを同定し、
その miRNA による mTORC2 制御の可能性と
制御機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究の計画は EGFR 遺伝子の異常によっ

て引き起こされる miRNA を明らかにして、
Rictor (mTORC2) に関与すると思われる
miRNA の機能解析をグリオーマ培養細胞お
よびマウス xenograft、患者サンプルを用いて
行うことである。 
（1）すでに確立した EGFR/EGFRvIII 強制発
現グリオーマ培養細胞および患者サンプル
を使用して、EGFR/EGFRvIII 発現の有無によ
って変動した miRNA をマイクロアレイ解析
にて明らかにし、miRNA のデータベースより
Rictor 発現に関与すると予想される miRNA
を同定する。 
（2）グリオーマ培養細胞および患者グリオ
ーマ由来の培養細胞に上記で同定した
miRNA を発現導入・抑制し、細胞増殖能やア
ポトーシス耐性、mTORC2-NF-B シグナルな
どの生物学的特徴について解析する。 
（3）グリオーマ培養細胞あるいはマウス
xenograft に分子標的治療薬や化学療法を用
いて、上記で同定した miRNA や mTORC2 シ
グナルの変化と治療効果の相関について解
析する。 
 
４．研究成果 
（1）悪性グリオーマでは様々な miRNA の発
現が特異的に増減している (Silver J et al. 
BMC medicine, 6:14. 2008) 。その中から
miRNA137 および 218 に注目し、mTORC2
の主要構成タンパクである Rictor の発現レベ
ルを測定した。しかし、ヒト由来グリオーマ
細胞株 U87 あるいは U251 細胞への miR-137
および 218を遺伝子導入によってRictorの発
現レベルの低下はなかった。 
（2）一方、悪性グリオーマを含む多くのが
ん細胞のエネルギー代謝が解糖系に依存し
ていることは Warburg 効果として明らかであ
る。申請者らはこの間、mTORC2 による c-Myc
および解糖系の制御は FoxO のアセチル化を
介し、miR-34c の発現は mTORC2 の活性化の
状態と強く相関していることを報告した
（ Masui K, Tanaka K et al. Cell Metab. 
18(5):726-39. 2013）。 
（3）上記のように mTOR シグナルはグルコ
ース代謝に強く関与しているが、他の代謝リ
モデリングに及ぼす影響については未だ不
明である。そこで研究テーマを少し修正して、
ラパマイシンまたはPP242を用いたmTOR阻
害剤の投与が細胞内代謝に及ぼす影響を解
析した。 
（4）グリオーマ細胞に mTOR 阻害剤（ラパ
マイシンまたは PP242）を投与後のガスクロ
マトグラフィー／質量分析計(GC/MS)による
メタボローム解析では細胞内のグルタミン
酸の有意な上昇を認め、TCA 回路内の代謝物
では、α-ケトグルタル酸、クエン酸（イソク
エン酸）、コハク酸、の有意な上昇を認めた。
その他、アミノ酸の中ではアスパラギン酸の
上昇を認めた（図 1）。 
 



 
（5）先の結果より、我々はグルタミン代謝
に注目して real-time PCR での代謝酵素の
mRNA 量の解析を行い、グルタミンからグル
タミン酸産生を調節する代謝遺伝子グルタ
ミナーゼ (GLS)の発現亢進を認めた（図 2）。
（SLC1A5；グルタミントランスポーター、
GLS；グルタミナーゼ、GS; グルタミンシン
セターゼ） 
 

 
（6）以上の結果から GLS がグリオーマ細胞
の mTOR 阻害剤に対する抵抗性獲得の機序
に関連すると考えられ、今後は siRNA による
GLS ノックダウンや GLS 阻害剤の投与によ
ってグリオーマ細胞の mTOR 阻害剤に対す
る感受性、GLS 発現のメカニズム（miRNA
の関与）などを検討する予定である。 
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