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研究成果の概要（和文）：メチル化DNA結合タンパクの一つであるMBD1は、メチル化CpGに結合し、転写を抑制す
るエピジェネティックな情報の媒介因子である。膠芽腫ではMBD1の転写後のスプライシングに異常が生じ、正常
細胞では発現量の低い短いアイソフォームを優位に発現している。このスプライシングの制御機構や腫瘍特異的
なアイソフォームの機能に関して解析を行った。MBD1のスプライシング異常をモニタリングするシステムを構築
した。腫瘍特異的なアイソフォームを阻害することにより膠芽腫細胞の増殖が抑制されることを明らかにした。
これらの結果はMBD1の異常が発がんやがん形質に寄与していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：MBD1 (Methyl-CpG-binding domain protein 1) binds to methylated CpG and is 
involved in transcriptional repression and then plays an essential role in transmitting epigenetic 
information. In glioblastoma (GBM), aberrant splicing of MBD1 has been observed as a post 
transcriptional mechanism. Shorter isoform of MBD1 is little expressed in normal cells, but is 
predominantly expressed in GBM. In this study, we analyzed the splicing regulation and function of 
the tumor-specific isoform. A reporter system was developed for detecting the aberrant splicing of 
MBD1. Knockdown of the tumor-specific isoform induced growth inhibition in GBM cells. These results 
suggest that the aberrant splicing of MBD1 contributes to oncogenesis and oncogenic phenotypes.  

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 膠芽腫　エピジェネティクス

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
メチル化 DNA結合タンパク MBD1 (Methyl-CpG 
binding protein 1) は、メチル化シトシン
を認識、結合し、様々な転写制御因子と複合
体を形成することで転写を抑制するエピジ
ェネティックな情報を媒介する遺伝子であ
る。がんにおいて、エピジェネティック異常
が頻繁にみられることと同様に、MBD1 が発が
ん過程に関与する以下の証拠が蓄積しつつ
ある。①MBD1 ノックアウトマウスでは染色体
異常が増加する。②ヘテロクロマチン領域の
DNA 修復に関与する。③プロモーター領域の
多型が肺がんのリスクを増加させる。④発現
が膵癌の悪性度と反比例する。⑤染色体座
18q21 は、大腸がんや肺がんで LOH が検出さ
れる部位である。これらのことから MBD1 の
機能や制御機構の解明は、発がんやがん形質
を抑制する治療法の開発に有用であると考
えられる。 
 膠芽腫は、診断が下ると集学的治療をもっ
てしても平均余命十数ヶ月である予後不良
の原発性脳腫瘍である。この腫瘍では、治療
抵抗性や腫瘍再発の原因となる腫瘍幹細胞
が含まれ、これに対する標的治療法の開発が
期待されている。膠芽腫の幹細胞は上皮成長
因子 (EGF) や塩基性線維芽細胞増殖因子 
(FGF2) をその増殖や未分化性の維持に要求
することが知られている。MBD1 は、FGF2 の
プロモーター領域に結合し、その転写を抑制
する。FGF2 は膠芽腫の増殖や未分化状態の維
持に重要な役割を担うことから MBD1 は腫瘍
を抑制する遺伝子であると考えられている。
ま た 、正常 細 胞で発 現 が優性 で あ る
MBD1(CXXC-3)の過剰発現は、p53 に変異を示
さない膠芽腫細胞の増殖を抑制することも
報告されている。MBD1 は 3つの DNA 結合部位 
(CXXC ドメイン) をコードしているが、膠芽
腫 で 優性に 発 現する ア イソフ ォ ー ム
（ΔCXXC-3）はそれを一つ欠いている。膠芽
腫において ΔCXXC-3 は、FGF2 の転写抑制も
増殖抑制も示さないことを明らかにしてい
る。この ΔCXXC-3 は選択的スプライシング
により作り出されているがその制御機構は
不明であり、腫瘍に特異性が高いために治療
標的となり得る。しかしながら、ΔCXXC-3 の
機能に関しては膠芽腫細胞において過剰発
現させても増殖に影響を示さなかったこと
以外は調べられていない。 
 
２．研究の目的 
膠芽腫における MBD1 の制御機構や機能を明
らかにするために、各種細胞における MBD1
の発現量を比較し、MBD1 の腫瘍特異的な
MBD1 の選択的スプライシングをモニタリ
ングするシステムを構築する。また、腫瘍特
異的アイソフォームの機能を検討し、その抑
制による治療法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
正常/腫瘍組織や細胞におけるMBD1の各アイ

ソフォームの mRNA の発現量をサイバーグリ
ーンを用いた定量的RT-PCRにより測定した。    
 MBD1 の選択的スプライシングが生じるゲ
ノム領域 (エキソン 11-13) を PCR により増
幅し、プラスミドベクターにコードされるプ
ロモーター配列の下流、ルシフェラーゼ遺伝
子の上流に挿入した。選択的スプライシング
を受けるエキソン 12 に 1 塩基の挿入変異を
導入し、このエキソンが含まれた場合には
coding frame が 1塩基ずれることで下流のル
シフェラーゼが翻訳されないベクターを構
築した。このベクターを各種細胞にトランス
フェクション後、ルシフェラーゼ活性を測定
し、ｍRNA 量との相関性を比較した。 
 正常細胞で優位に発現する CXXC-3 を認識
するウサギポリクロナール抗体をエキソン
12 にコードされるペプチド配列を用いて作
製し、ウエスタンブロット法や免疫組織化学
染色によりその交差性を確認した。この抗体
と購入可能なものを用いて膠芽腫細胞にお
ける各アイソフォームの発現量を検討した。 
 RT-PCR により膠芽腫細胞由来の 1st 
strand cDNAからΔCXXC-3のcDNAを増幅し、
発現ベクターpIRESNeo3 に挿入した。このベ
クターを膠芽腫細胞株U87MGに遺伝子導入し、
G418 を用いた選択培養後にクローニングし、
ΔCXXC-3 の発現をウエスタンブロット法に
より確認した。樹立した ΔCXXC-3 を高発現
する U87MG と対照の細胞を 5x106個、ヌード
マウス皮下に移植し、2 ヶ月間、その腫瘍形
成能を比較した。 
 腫瘍細胞で優位に発現するアイソフォー
ムであるΔCXXC-3 に特異的なエキソン 11と
エキソン 13 のスプライシングジャンクショ
ンを標的とする siRNA を設計した。膠芽腫細
胞に対してリポフェクションにより対照
siRNAとΔCXXC-3を標的とするsiRNAを導入
し、3 日後の細胞生存率を WST-8 アッセイに
より測定した。ノックダウンの特異性はウエ
スタンブロット法により確認した。 
 マウス脳腫瘍モデルにおいてsiRNAをデリ
バリー可能なナノパーティクルを開発する
ために葉酸を結合したキトサンを主成分と
するナノパーティクル (FA-PEG-COL) を合
成した。次に、マウス脳腫瘍細胞株 RSV-M を
マウスC3H/HeNの腹部の皮下または脳内にそ
れぞれ 5x106または 1x105細胞移植し、3週後
に腫瘍形成したマウスの尾静脈に Alexa647
を付加したナノパーティクルを投与し、その
脳腫瘍組織への集積を in vivo イメージャー
を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
定量的RT-PCRにより正常細胞・組織の精巣、
星状細胞、神経細胞、不死化線維芽細胞株
BJ-5ta とヒト胚性腫瘍細胞 NT2 では MBD1 の
2つのアイソフォームのうち、CXXC-3 の発現
が多く、反対に、全ての膠芽腫細胞株では、
以前の報告と一致してΔCXXC-3 の mRNA が多
いことが検出された。一方、一部の膠芽腫幹



細胞の初代培養では、ΔCXXC-3よりも CXXC-3
を多く発現した。NT2 細胞が腫瘍細胞にも関
わらずCXXC-3を優位に発現していることは、
正常細胞や未分化細胞では CXXC-3 が重要で
ある可能性を示唆している。また、正常細胞
におけるΔCXXC-3 の発現量はかなり少ない
が、膠芽腫細胞の CXXC-3 の発現量は正常細
胞と近いレベルの発現を示していることか
ら、この 2つのアイソフォームの量比か腫瘍
特異的にΔCXXC-3 の発現量が増加している
ことが重要であると考えられた。 
 MBD1 の CXXC-3 とΔCXXC-3 のアイソフォー
ムを産生する選択的スプライシングの制御
機構の解析は、腫瘍特異性の高い転写後の修
飾機構の一端を明らかにするかもしれない。
スプライシングの変化を簡便かつ経時的に
追跡可能なシステムを構築するために、
CXXC-3 ドメインをコードするエキソン 12 の
周辺領域を含む mini gene construct を作成
した。エキソン 12 が含まれないスプライシ
ング様式 (ΔCXXC-3) を示す場合にレポー
ター遺伝子が発現するベクターを各種細胞
に遺伝子導入し、レポーターとして用いたル
シフェラーゼ活性と定量的 RT-PCR により定
量化した ΔCXXC-3 の発現量を検討すると発
現量がある程度高い細胞においては正の相
関性が得られた。このベクターをさらに改変
することで細胞ソーティングや薬剤耐性に
よる選択培養により、スプライシングフォー
ムの異なる細胞を濃縮後、細胞の性状解析が
可能である。 
 CXXC-3 にのみ含まれるエキソン 12 がコー
ドするアミノ酸配列に由来するペプチドに
対するポリクロナール抗体を作成した。ウエ
スタンブロッティングや免疫細胞化学染色
により、CXXC-3 のアイソフォームを特異的に
認識することを確認できた。この抗体を用い
ることで MBD1 の２つのアイソフォーム
CXXC-3 と ΔCXXC-3 の悪性脳腫瘍組織や細胞
における分布や局在を検討することが可能
になった。 
 膠芽腫における ΔCXXC-3 の機能について
検討を加えるために、ΔCXXC-3 を過剰発現す
る膠芽腫細胞株を樹立し、ヌードマウス皮下
への移植により腫瘍形成を試みたが、対照細
胞を移植した場合と比較して、造腫瘍性の亢
進は観察されなかった。次に siRNA を用いて
このアイソフォーム特異的なノックダウン
を試みた。siRNA の標的部位をこのアイソフ
ォームに特異的なスプライシングジャンク
ションに設定し、膠芽腫細胞への導入による
効果をウエスタンブロット法により確認し
た。この siRNA の導入は CXXC-3 のタンパク
量には影響を及ぼさず ΔCXXC-3 のみをノッ
クダウン出来ることが観察された。さらに、
ΔCXXC-3 のノックダウンは、膠芽腫細胞株の
細胞増殖を抑制することが観察された。これ
らのことから、膠芽腫細胞におけるΔCXXC-3
の発現量は細胞増殖や腫瘍形成を支持する
に十分であり、これを抑制することで抗腫瘍

効果が得られることが分かった。過去に報告
されている CXXC-3 の過剰発現が細胞増殖を
抑制することを併せて考えると ΔCXXC-3 は
CXXC-3 に対して優性阻害効果を示し、細胞の
不死化に寄与している可能性が考えられる。 
 また、この成果を遺伝子治療法の開発に活
用するために siRNA を in vivo でデリバリー
するナノパーティクルによるシステムを構
築した。葉酸をポリエチレングリコールのリ
ンカーを介してキトサンオリゴ糖乳酸に結
合したものを合成した。ナノパーティクルの
作製は最終段階でトリポリリン酸により処
理をすることで行われた。さらに、ナノパー
ティクルに蛍光物質 Alexa Fluor 647 を結合
させたものを合成し、脳腫瘍細胞 RSV-M の腹
部の皮下または脳内への移植により腫瘍形
成したマウスの尾静脈経由で投与し、数日間、
ナノパーティクルの腫瘍組織への蓄積や生
体内での動態を観察した。ナノパーティクル
は皮下と脳内の両腫瘍組織において数時間
後から速やかに蓄積し始めることが観察さ
れた。このナノパーティクルを用いて脳腫瘍
にsiRNA等の核酸医薬や各種ドラッグがデリ
バリー可能であることが示唆された。 
 本課題で作製した抗体を用いた実験によ
り、膠芽腫ではΔCXXC-3 が CXXC-3 と比較し
て優位に発現していることがタンパクレベ
ルで確認された。ΔCXXC-3 特異的なノックダ
ウンにより MBD1 のアイソフォームの発現制
御は選択的スプライシングによることが、確
認された。膠芽腫幹細胞の培養細胞では
CXXC-3 の発現が優位なものもあり、未分化な
細胞では、CXXC-3 の機能が必要である可能性
が考えられる。腫瘍細胞のうち、唯一、ヒト
胚性腫瘍細胞 NT2 が CXXC-3 を優位に発現し
ていたのも同様の理由であろう。ΔCXXC-3 で
欠ける N 末端から 3 番目の CXXC ドメインが
非メチル化DNAの結合に寄与する報告もある
ことから限局的ではあるだろうが、従来考え
られていたメチル化DNAへの結合を介した転
写抑制以外の機能に役立っているかもしれ
ない。事実、MBD1 は DNA 修復にも関与してい
る。膠芽腫細胞における ΔCXXC-3 の特異的
なノックダウンは細胞増殖を抑制した。この
作用機序に関してはさらなる研究が必要で
あるが、p53 依存性に膠芽腫の増殖抑制を示
す CXXC-3 の過剰発現に対して、ΔCXXC-3 の
発現と p53 変異の相関性が無いのであれば、
ΔCXXC-3特異的なノックダウンはp53変異に
関係なく多くの膠芽腫に対して増殖抑制作
用を示す可能性が考えられる。また、安定に
ΔCXXC-3 をノックダウンした膠芽腫細胞を
作製し、その性状を解析することも重要であ
る。本課題におけるキトサンをベースにした
ナノパーティクルの開発により脳腫瘍への
siRNA のデリバリーが可能になったことこと
から、今後、ΔCXXC-3 特異的な遺伝子治療法
の開発も可能になると考えられる。 
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