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学位論文の内容要旨

MicroRNA regulating stanniocalcin・ 1 is a metastasis and 
dissemination promoting factor in glio blastoma 

マイクロRNAによって制御される Stanniocalcin-1は膠芽腫の転移や播種を

促進する因子である

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

脳神経外科学

（指導教員：甲村英二教授）

坂田純一

【背景l
膠芽腫 (glioblastomamultiforme; GBM)の頭蓋外転移は極めてまれであるが、頭

蓋内・脊髄転移あるいは転移性播種はしばしばみられる。そして、転移・播種を起こ

した GBMの予後は極めて不良であり、それ故、転移・播種の抑制が GBMに対する

重要な治療戦略となる。

転移・播種の過程は、 1)組織からの detachment、2)転移・播種部での細胞外マ

トリックスヘの付着、 3)細胞外マトリックスの分解、 4)組織内への invasionと

migrationであり、転移・播種の因子としては他に細胞増殖や抗アポトーシス、血管

新生なども重要である。 IL-6,IL-8, CD44, MMP-2/・9など、いくつかのサイトカイン

やプロテアーゼが神経膠腫において転移・播種を促進することが報告されており、

GBMの頭蓋内播種は抗血管内皮増殖因子 (VEGF)治療後に頻繁に見られることが

知られているが、 GBMの他部位への転移・播種の病因は不明である。

microRNA (miR)はsmallnon-coding RNAで、 mRNA3'非翻訳領域の相補的配

列を認識してその標的mRNAと結合し、標的mRNAを不安定化し、翻訳の制御、タ

ンパク質合成を阻害する。 miRは広範囲のターゲットを有し、癌の進行・悪性化に関

わる多くの経路を調節している。 GBMにおいてもいくつかのmiRが異常な発現パタ

ーンを示すことが報告されており、我々の研究室でも以前よりグリオーマにおける

miRの異常や悪性化の機能について研究を行ってきた。具体的には、 GBMにおいて

高発現している miR・lObがinvasionを促進すること、また、 miR-183がイソクエン

酸脱水素酵素 2 (IDH2) の発現を調節して、グリオーマ細胞の HIFlA、VEGFの

発現を充進させることを報告している。本研究の目的は、 GBMにおいて miRにより

制御される転移・播種促進因子を同定することである。

【対象と方法】

まず、 GBMにおける転移・播種を制御する miRを同定するために、 GBMにおい

て浸澗、血管新生、増殖を調整することが過去に報告されている 23個の miRを選択

した (SupplementalFigure 2参照）。 miRのターゲット検索は、バイオインフォマ

ティクス webサイト miRanda(http ://www.microrna.org/microrna/home. do)を用

いて検索した。

2007年 1月から 2013年 7月の間に当院と他施設（金沢大学、大阪大学、大阪国際

がんセンター）で治療および追跡された初発 GBM患者を対象とした。延髄・脊髄に

転移あるいは播種を起こした群 (MID(+）群）およびそれを起こさなかった群 (MID(-)

群）の 2群に分け解析を行った。延髄あるいは脊髄への転移・播種の有無は治療経過

中に撮影した造影MRITl強調画像で判断した。ほとんどの患者でGBMの標準的な

治療（放射線治療60Gy十テモゾロミド）がなされ、外来フォローアップは 1~2ヶ月

間隔で行い、 MRIは少なくとも 3~4ヶ月ごとに実施された。



腫瘍組織中のmiR発現量およびmRNA発現量の解析は、初発時に手術摘出した組

織の残余検体を使用し、免疫組織学的解析も初発時の腫瘍組織検体を用いた。

培養細胞を用いた実験は、 U87,AI72グリオーマ細胞を用いて、 miRmimic, miR 

inhibitor, siRNAの導入にはHiPerFectTransfection Reagent (QIAGEN)を用い

た。組織内 miR発現量およびmRNA発現量の測定は、 TaqManRGene Expression 

assaysをもちいてreal-timeRT-PCRにて測定した。細胞増殖実験はWSTアッセイ

を用いて、浸潤能や運動能の解析はmatrigel/transwellinvasion (migration) assay 

あるいはwoundhealing assayを用いて、細胞周期の解析にはFACScaliburを用い

たフローサイトメトリー解析で施行した。

髄液に関する分析には当院で2010年 1月から 2017年 12月に初発GBMと診断・

治療された患者のうち、術前に診断目的で採取した髄液の残余検体が保存されていた

ものを使用した。生存解析では、手術日から死亡日までを生存期間とし、Kaplan-Meier

法を用いて MID（＋）群と MID(-）群を比較し、 Log・rankテストを用いて検定した。ま

た、 TheCancer Genome Atlas (TCGA)のデータ (http:l/www.cbioportal.org/)を

用いて播種因子が予後因子となるかどうかも検討した。

【結果】

転移・播種を伴う GBM22例 (MID(＋）群）および転移・播種のない GBM53例

(MID(-）群）を用いて、 23個の miRの発現量を real-timePCRで解析したところ、

8個の miR (miR・7, miR・29b, miR・34a, miR・101,miR ・124, miR・128a,m迅•137,

miR-218)が転移・播種例で有意に減少していた。

そこで、バイオインフォマティクス webサイト (miRanda)を用いて、これら 8個

の miRの組み合わせに対する最も可能性の高い標的遺伝子を検索すると

stanniocalcin・l (STCI)が抽出できた。 STClは分泌型蛋白で、カルシウムとリンの

恒常性を調整している。 STCIは乳がんや卵巣癌などいくつかの癌で高発現し、腫瘍

の増殖と転移に関係があることが報告されている。そしてその 8個のうち 4個の miR

(miR・29b, miR・34a, miR・101,miR ・ 137)はSTClのmRNAに結合部位を有するこ

とが予測された。

リアルタイム RT-PCR分析によって、これら 4個の miRmimicにより STClの

mRNA発現抑制が確認できた。反対に、 miR・29b,miR・34a, miR・101のinhibitorに

より、 STClのmRNA発現量は上昇した。 STClは分泌蛋白であるため、 GBM細胞

の培養液中の STCl濃度を ELISAで測定すると、時間経過とともに増加がみられた

が、 miR・29b,miR・34a, miR・101,miR・137のmimicは培養液中の STCl濃度を減少

させた。一方で、 miRinhibitorではmiR・29bとmiR・34aのみSTClの増加を見な

かったが、これはU87細胞中に miR・101およびmiR・137の発現がもともと低いため

と考えられた。この結果より、これら 4個の miRの組み合わせが GBM細胞におけ

るSTCl発現レベルを調整していることが確認できた。

次に、 U87細胞を用いて migrationassayおよびinvasionassayを行った。 siRNA

でSTClをノックダウンしたU87細胞では、STClをノックダウンしなかったコント

ロールと比較し、 migrationおよびinvasionを有意に減少させた。

前述の 76例の GBMについて、real-timeRT-PCRを用いて転移・播種を伴う GBM

と転移・播種を伴わない GBMとの間でSTClのmRNA発現量を比較した。結果は、

転移・播種を伴う GBMでは転移・播種を伴わないGBMに比べSTClmRNA発現量

が有意に高いことが示された。免疫組織染色においては、転移・播種を伴う GBMの

多くが、腫瘍細胞中にSTClの強発現がみられた。一方で、腫瘍周囲組織においては

STCl蛋白の発現レベルはすべてにおいて低かった。これらの結果より、 STClが

GBMにおける転移・播種を促進する分子の一つであることが示唆される。

SCTlは分泌型糖蛋白であるため、様々なグレードの神経膠腫患者において治療前

の髄液中の STCl濃度を測定したところ、低悪性度神経膠腫患者と比較して高悪性度

神経膠腫患者では髄液中の STCl濃度が有意に高いことが分かった。さらに、 GBM

の中でも、転移・播種を起こした GBMは起こしていない GBMと比較すると髄液中

STClレベルは有意に高かった。つまり、 STClは高悪性度神経膠腫、特に転移・播

種を伴う GBMにおいて高値であることが示唆される。したがって、 STClは GBM

の転移・播種に関する有用なバイオマーカーとなる可能性がある。

最後に、 GBM患者を STCl発現量の中央値によって 2群（高発現群、低発現群）

に分けて、 Kaplan-Meier法でSTClmRNA発現レベルと予後との関連を分析したと

ころ、STClの高発現群では全生存期間が有意に短かった。 TheCancer Genome Atlas 

(TCGA) においても、 STCl高発現群は有意に生存期間が短かった。

【考察】

転移・播種を伴う GBMの予後は極めて不良であり、これらの患者に対する確立さ

れた治療はない。本研究では、延髄あるいは脊髄への転移・播種を認めた 23例の GBM

患者に対し、 GBMに関与するとされる 23個の miRの発現レベルを分析した。転移・

播種のない GBM53例と比較したところ、転移・播種のある GBMでは8個の miRで

有意な減少が見られた。 miRにより制御される GBMの転移に関する報告はあるが、

その制御のメカニズムの報告例はない。

STClはbonyfish（硬骨魚）で最初に発見された分泌型糖蛋白ホルモンで、カルシ

ウムとリンの恒常性を調節している。ヒトにおいてホルモン作用はほとんどなく、多

くの組織で発現しているものの、その機能は良く分かっていない。 STClの発現は低

酸素状態で増加し、 Hypoxiainducible factor-1 (HIF-1)により STClは活性化され

る。また、癌細胞において STClは、 cyclinEl/cyclin・ dependent kinase 2を介して

細胞増殖を促進する。また、 STClはPI3K/Aktおよび JNKシグナル経路の活性化



を介して転移を促進していることが報告されているが、 STClによる転移のメカニズ

ムについてはほとんど知られていない。

我々はSTClの発現がmiR・29b,miR・34a, miR・101,miR・137により抑制されるこ

とを示した。 STClがmiRによって制御されていることを報告したものは殆どなく、

マウスの細胞でSTClがmiR・lOlbのターゲットであることを報告しているのみであ

る。我々 は、 STClの発現量が正常脳組織と比較し、 GBM細胞にぉいて高いことを見

出した。 Suらは、 STClのmRNAおよびタンパク量が低悪性度神経膠腫よりも高悪

性度神経膠腫で有意に高く、 STClが高発現している症例では予後が不良であること

を示しており、我々の結果も同様であった。また、 TCGAデータベースより STClが

予後不良因子となっていることも確認できた。

髄液中 STCl濃度を分析した報告は本研究が初めてであり、高悪性度神経膠腫の髄

液中 STCl濃度は低悪性度神経膠腫のものよりも高いこと、さらには、転移・播種を

伴う GBMの髄液中のSTCl濃度は、転移・播種を伴わない GBMよりも有意に高い

ことが示された。これらの結果を纏めると、 GBM細胞自体が STClを分泌し、オー

トクライン／パラクラインの経路でGBM細胞自身に作用し、転移・播種を促進してい

ることが示唆される。

本研究ではいくつかの limitationがある。第一に、本研究は後方視的解析でサンプ

ル数が少ないことである。第二に、本研究で調べられたのは 23個のmiRのみであり、

他の miRが GBMの転移・播種においてより重要な役割を果たしている可能性があ

る。 3つめに、生存分析において、 GBMに対する標準治療がなされたのは 75例中 67

例で、治療プロトコルが同ーではなかったことが挙げられる。最後に、 STClの過剰

発現システムによる転移・播種の細胞、動物実験ができなかったことである。今後、

過剰発現系を用いて、 STClの転移・播種のメカニズムを明らかにしたいと考えてい

る。

【結論】

GBMにおいてSTClが複数の miRにより制御される新規の転移・播種促進因子であ

る可能性が示唆された。 STClは髄液中に分泌され、オートクライン／パラクラインの

経路を介して機能するため、 STClシグナル経路の阻害が将来的に GBMの転移・播

種に対する新たな治療戦略となる可能性がある。
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［背景】

転移・播種を起こした膠芽腫 (GBM)の予後は極めて不良であり、転移・播種の抑制が

GBMに対する重要な治療戦略となるが、 GBMの他部位への転移・播種の促進因子は不明

である。マイクロ RNA(miR)はメッセンジャーRNA(mRN心と結合し、標的 mRNAの

遺伝子発現を阻害する。 miRは腫瘍・癌における発生、悪性化に関与しているが、膠芽腫

においても特徴的な miRの発現が報告されている。本研究の目的は、 GBMにおいて転移・

播種を促進する miRを同定し、その標的分子を同定することである。

【対象と方法】

GBMにおいて浸潤、血管新生、増殖を調節することが過去に報告されている 23種の

miRを選択した。 2007年 1月から 2013年 7月の間に当院と他施設（金沢大学、大阪大学、

大阪国際がんセンター）で冶療された初発 GBM患者で、延髄・脊髄に転移あるいは播種

を起こした 23例 (MID(＋）群）およびそれを起こさなかった 53例 (MID(-）群）の 2群に

分け、 23種の miRの発現量を測定した。

また、 GBM培養細胞に miRのmimic,inhibitorを導入し、細胞増殖、浸潤能や運動能、

細胞周期の解析を行った。また、膠芽腫の組織を用いて、同定された標的分子の mRNA

発現量を測定し、 GBM患者髄液を用いて、髄液中濃度を ELISAにて測定した。

【結果］

23種の miRのうち、 8つの miR (miR-7, miR-29b, miR・34a, miR-101, miR-124, 

miR・128a, miR-137, miR-218)が転移・播種例で有意に減少しており、これらの miRの

組み合わせに対する最も可能性の高い標的遺伝子として stanniocalcin・l(STCl)が予測

された。そしてそのうち 4つのmiR(miR・29b, miR・34a, miR-101, miR-137)はSTClの

mRNAに結合部位を有することが予測された。

リアルタイム RT-PCR分析によって、これら 4つの miRmimicにより STClのmRNA

発現抑制が確認できた。反対に、inhibitorにより STClのmRNA発現量は上昇した。GBM

細胞の培養液中の STCl濃度は、時間経過とともに増加がみられたが、 miR-29b,miR-34a, 

miR-101, miR-137のmimicは培養液中の STCl濃度を減少させた。この結果より、これ

ら4つのmiRの組み合わせが GBM細胞における STCl発現レベルを調整していることが

確認できた。さらに、 GBM細胞に対して siRNAで STClをノックダウンすると、細胞

の浸潤、移動能が低下した。

前述の 76例の GBMサンプルを用いて、 STClのmRNA発現量を比較した結果、転移・

播種を伴う GBMでは転移・播種を伴わない GBMに比べSTClmRNA発現量が有意に高

いことが示された。免疫組織染色においては、転移・播種を伴う GBMの多くが、腫瘍細

胞中に STClの強発現がみられた。 STClは分泌蛋白であるため、髄液中の STCl濃度を



測定すると、転移・播種を伴う GBMにおいて有意に高値であることが示された。また、

STClが高発現している GBMは、低発現の GBMに比べて有意に生存期間が短く、予後

不良であった。

【考察l
本研究では、延髄あるいは脊髄への転移・播種を認めた23例の GBM患者に対し、 GBM

に関与するとされる 23種のmiRの発現レベルを分析した。転移・播種のないGBM53例

と比較したところ、転移・播種のある GBMでは 8つの miRで有意な減少が見られた。

miRにより制御される GBMの転移に関する報告はごくわずかで、複数のmiRが同時に低

下していることを報告したものはない。

本研究ではSTClの発現が miR-29b,miR-34a, miR-101, miR-137により制御されるこ

とを示した。 STClは癌の転移に関係するとの報告もあるが、 STClの機能については未

知な部分が多く、 STClがmiRによって制御されていることを報告したものも殆どない。

STClの発現量が正常脳組織と比較し、 GBM細胞において高発現しており、更に STCl

が予後不良因子となっていることが確認できた。転移・播種を伴う GBMの髄液中の STCl

濃度は非常に高値であり、オートクライン、パラクラインの経路でGBM細胞に作用して、

転移・播種を促進している可能性が考えられた。今後、 STClが GBMの転移・播種を促

進する分子メカニズムを解析する必要がある。

【結論］

GBMにおいて STClが複数のmiRにより制御される新規の転移・播種促進因子である

可能性が示唆された。 STClは髄液中に分泌され、オートクライン／パラクラインの経路を

介して機能するため、 STClシグナル経路の阻害が将来的にGBMの転移・播種に対する

新たな治療戦略となる可能性がある。

以上、本研究は、膠芽腫において stanniocalcin-1(STC 1)の発現が複数のmiRにより

制御される新規の転移・播種促進因子であることを明らかにした。 STClシグナル経路の

阻害が将来的に膠芽腫の転移・播種に対する新たな治療戦略となる可能性があるなど重要

な知見を得ており、本研究者は博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




