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緒   言 
 
 神経膠芽腫は全生存中央値 14.6 ヶ月と予後不良の原発性脳腫瘍であり、現時点での

標準治療薬は Temozolomide (TMZ)である。TMZ は DNA 修復酵素である O6-methyl 
guanine methyltransferase (MGMT)が低発現であると治療効果が高いと報告されている。

MGMT の発現は、プロモータメチル化によるエピジェネティックな制御を受けてお

り、メチル化解析を治療に応用する試みがなされつつある。しかし、腫瘍再発、薬剤

耐性の獲得、といった問題点は未だ解決していない。 
 マイクロ RNA (miRNA)は、平均 22 塩基からなる一本鎖の機能性 RNA である。標

的メッセンジャーRNA (mRNA)の、主に 3’側の非翻訳領域に結合して翻訳を阻害し、

遺伝子の発現を負に制御する。一つの miRNA によって、同時に数多くの様々な遺伝

子の発現が影響を受けることが分かっている。近年、miRNA の腫瘍発生など多くの

生命現象への関与が報告されており、TMZ 薬剤耐性の獲得にも特定の miRNA が関与

している可能性が考えられ、それを明らかにする研究を計画した。 
 
対象と方法 
 
 U251MG など数種類の神経膠芽腫細胞株（野生株）を、継続的に TMZ に曝露し、

耐性株を樹立した。メチル化特異的 PCR 法にて MGMT プロモータ領域のメチル化を

検討した。マイクロアレイ解析にて野生株と耐性株の miRNA および cDNA のプロフ

ァイルを比較した。TaqMan リアルタイム PCR キットを用いて、マイクロアレイ解析

で得られた miRNA の発現変化を検討した。標的 miRNA を特異的に knock-down する

Locked Nucleic Acid (LNA)を組み込んだアンチセンス LNA-DNA オリゴヌクレオチド

（LNA-DNA） をデザインした。リポフェクタミン 2000 を用いて LNA-DNA を導入

し、TMZ 負荷と併せて生物学的効果を検討した。それぞれの miRNA についての標的

mRNA を、コンピュータを用いて予測した。 
 



 
結   果 
 
 神経膠芽腫の野生株と、耐性株の MGMT メチル化に変化はなく、本獲得耐性は

MGMT とは無関係であることを確認した。マイクロアレイ解析により、野生株と耐

性株の間で明らかに異なる miRNA の特異的発現パターンを認めた。特に両群間で発

現の変化が大きい miR-195, miR-455-3p および miR-10a*を解析対象とした。これらの

発現変化をリアルタイム RT-PCR 法にて確認した。LNA-DNA を用いた miRNA の

knock down にて、TMZ の殺細胞効果が回復した。 
 データベースと cDNA マイクロアレイの結果を総合した予測では、標的遺伝子とし

て、SIAH1, WEE1, RANBP3 などが示唆された。 
 
考   察 
先行研究により、miR-455-3p は悪性中皮腫の喫煙者群で高発現であることが一報の

み報告されている。また、miR-10a*は現時点で特筆すべき報告はない。 
 一方、miR-195 についてはいくつかの先行研究がある。舌扁平上皮がん、膀胱がん、

胃がん、肝細胞がんで miR-195 の発現低下が報告されており、腫瘍細胞増殖を抑制す

る機能があるとする報告が多い。一方、本研究では、miR-195 の knock down で明らか

に細胞増殖が抑えられており、miR-195 の機能は、がん細胞の種類によって異なるこ

とが示唆された。また、miR-195 は WEE1 を介して幹細胞の維持を行う、とする報告

もあり、薬剤耐性、再発に関与するとされる癌幹細胞の維持に何らかの役割を果たし

ている可能性もある。 
 一つの miRNA は 100 個以上の標的を持ち、様々な強さで結合し、mRNA を分解、

阻害すると考えられている。従って、現時点で miRNA の標的 mRNA を一度に同定す

る手法は確立されていない。本研究では候補遺伝子を in silico で選別し、OMIM など

の遺伝子データベースの記載を参照しつつ、薬剤耐性の観点から、生物学的に意味の

ある遺伝子を選出した。特に miR-195 の標的候補遺伝子を見ると、SIAH1 は p53 の標

的遺伝子の一つで、beta-catenin を介した細胞周期停止、MDR/P-glycoprotein の発現低

下、アポトーシス誘導に関与するとの報告がある。WEE1 は細胞周期において G2/M
の移行を阻害し、パクリタキセル、ビンブラスチンの感受性を上昇させると報告され

ている。RANBP3 はがん抑制遺伝子であることが示唆されている。 
 以上より、TMZ に対する獲得薬剤耐性に miR-195, miR-455-3p および miR-10a*が
関与する可能性が示唆された。これらの miRNA を標的とする治療により、一度に様々

な遺伝子発現を制御し、薬剤感受性を回復できる可能性も示唆された。標的 mRNA
について、さらに分子機構を解明する必要があり、今後の研究課題と考えている。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


