
千葉大学・大学院医学研究院・特任助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

R-spondin-LGR5-APC軸を標的とした脳腫瘍根絶技術の開発

Development of novel treatment strategies targeting the R-spondin-LGR-APC axis 
in glioblastoma stem cells

３０４６６８５９研究者番号：

那須　亮（NASU, Ryo）

研究期間：

１５Ｋ０６８３８

平成 年 月 日現在３０   ５ ２４

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：膠芽腫は成人脳腫瘍の中で最も罹患率が高い、極めて予後不良な悪性腫瘍である。本
研究では膠芽腫幹細胞および微小環境との相互作用を標的とした新規脳腫瘍根絶技術の開発を目指した。我々は
膠芽腫幹細胞のWntシグナル制御におけるR-spondin-LGR5-APC軸の重要性を見出した。さらに、R-sponidin/Wnt
刺激が、Axin1のT160リン酸化修飾を促進することにより、Wntシグナルを活性化することを見出した。従って、
Axin1 T160リン酸化を阻害する特異性の高い新規治療法の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is the most common and aggressive malignant brain tumor in 
adults. In this study, we tried to develop a new therapy that targets the interaction of 
glioblastoma stem cells with their specific microenvironments. We found a crucial role of the 
R-spondin-LGR5-APC axis in the control of Wnt signaling in glioblastoma stem cells. Moreover, 
R-spondin/Wnt stimuli activate Wnt signaling via promoting the phosphorylation of Axin1 at T160. 
Thus, small molecules that inhibit Axin1 T160 phosphorylation hold promise as novel anti-tumor 
reagents.

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
 膠芽腫は成人脳腫瘍の中で最も罹患率が
高い、極めて予後不良な悪性腫瘍である。生
存期間中央値 15 か月、5年生存率 6%程度に
留まることから、新規治療法の確立が急務と
されている。 
 最近の研究により、腫瘍組織を構成する細
胞は均一ではなく、未分化状態を維持してい
るがん幹細胞とそれ以外の分化した腫瘍細
胞が存在し、ごく一部のがん幹細胞のみが強
い腫瘍形成能を有することが明らかとなっ
ている。膠芽腫においてもがん幹細胞の存在
が示されているため、膠芽腫幹細胞を標的と
した治療法が有望視されている。 
 Wnt/-catenin シグナル伝達経路 (以下、
Wnt シグナル) は様々な細胞機能を制御して
いる。特に、組織幹細胞の自己複製や分化に
おいて重要な役割を担っている。その一方で、
Wnt シグナルの恒常的な活性化が発がんの原
因となることも知られている。膠芽腫におい
てもWntシグナルの活性化が報告されている
が、その分子機構はほとんど明らかにされて
いない。 
 
２．研究の目的 
 我々は手術検体より単離した膠芽腫幹細
胞を、無血清培地を用いて未分化状態と腫瘍
形成能を維持したまま継代培養した。遺伝子
発現パターンを解析した結果、膠芽腫幹細胞
が LGR5 (leucine-rich repeat-containing 
G-protein coupled receptor 5) を発現して
いることを見出した。腸管上皮幹細胞マーカ
ーとして見出された LGR5 は、最近になって
リガンドが Wnt アゴニストである R-spondin 
family であることが判明し、Wnt シグナルの
新たな構成因子として注目を集めている。実
際に膠芽腫幹細胞の Wnt シグナル活性を、
TCF/-catenin複合体によりluciferaseが誘
導される TOP luciferase リポーターアッセ
イを用いて測定したところ、培地中に組み換
え R-spondin1 と Wnt3a を添加することによ
りWntシグナルが効率的に活性化されること
を確認した。さらに、膠芽腫幹細胞の LGR5
の発現を特異的 RNAi を用いて抑制すると、
Wnt シグナル活性と腫瘍形成能の顕著な低下
が観察された。膠芽腫幹細胞は特別な微小環
境中に存在し、近傍の細胞より分泌される液
性因子等によってその性質が維持されてい
ると考えられている。膠芽腫幹細胞自体は
R-spondin family を発現していないため、腫
瘍近傍の細胞からパラクライン因子として
供給される R-spondin family が、膠芽腫幹

細胞のWntシグナル活性化を担っている可能
性がある。 
 がん抑制遺伝子 APC (adenomatous 
polyposis coli) は、大腸がんの大多数の症
例で変異が見出されており、大腸腺腫・がん
発症の原因遺伝子であると考えられている。
遺伝子産物は-catenin の分解を誘導するこ
とにより Wnt シグナルを負に制御する。APC
は膠芽腫幹細胞においても強く発現してお
り、その発現を特異的 RNAi を用いて抑制す
ることにより、リガンド非依存的な Wnt シグ
ナルの活性化が観察される。我々は膠芽腫幹
細胞において、LGR5 と APC が複合体を形成し
ていることを見出した。さらに、この相互作
用は R-spondin1/Wnt3a 刺激から 8時間後に
は解離することを明らかにした。そのため、
LGR5とAPCの相互作用がWntシグナルのオン
/オフ制御に関与している可能性が考えられ
た我々はAPCの制御機構を明らかにするため
に yeast two-hybrid screening を行い、APC
結合タンパク質としてRING-fingerドメイン
をもつ PJA2 を見出した。PJA2 は脳神経で発
現が高く、特に膠芽腫の起源細胞だと考えら
れている神経幹細胞における発現が高い。
我々は PJA2 が膠芽腫幹細胞においても強く
発現しており、APC のユビキチン化とプロテ
アソーム依存的な分解を誘導することを見
出した。さらに、膠芽腫幹細胞の PJA2 の発
現を特異的 RNAi を用いて抑制すると APC が
安定化し、Wnt シグナル活性と腫瘍形成能の
顕著な低下が観察された。 
 本研究はこれらの実験結果をふまえて、
R-spondin-LGR5-APC軸によるWntシグナル活
性化機構を明らかにすることにより、膠芽腫
幹細胞および微小環境との相互作用を標的
とした新規脳腫瘍根絶技術の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) R-spondin family と Wnt family の局在
解析 
 膠芽腫幹細胞を免疫不全マウスの脳内に
移植して膠芽腫を形成させる。膠芽腫近傍組
織での R-spondin family の局在を免疫組織
染色および in situ hybridization を用いて
解析する。同様の実験を Wnt family につい
ても行う。さらにヒト膠芽腫近傍組織での
R-spondin family と Wnt family の局在を解
析する。 
(2) Wnt シグナル活性化膠芽腫細胞の局在解
析 1 
 膠芽腫幹細胞を免疫不全マウスの脳内に
移植して膠芽腫を形成させる。膠芽腫組織で



の活性化-catenin の局在を免疫組織染色を
用いて解析する。さらにヒト膠芽腫組織での
活性化-catenin の局在を確認する。(1)のデ
ータと比較することにより、R-spondin 
family および Wnt family の局在と Wnt シグ
ナル活性化との関連性を検討する。 
(3) Wnt シグナル活性化膠芽腫細胞の局在解
析 2 
 TCF/-catenin複合体によりEGFPの発現が
誘導される TOP EGFP リポーターを構築する。
膠芽腫幹細胞に TOP EGFP リポーターをレン
チウイルスベクターを用いて導入した後に、
免疫不全マウスの脳内に移植して膠芽腫を
形成させる。膠芽腫組織での EGFP 陽性細胞
の局在を解析し、(1)のデータと比較するこ
とにより、R-spondin family および Wnt 
familyの局在とWntシグナル活性化との関連
性を検討する。 
(4) 膠芽腫幹細胞のWntシグナル活性化を担
う微小環境の解析 
 (1)-(3)で得られたデータを統合すること
により、Wnt シグナル活性化膠芽腫細胞の近
傍に存在するR-spondin/Wnt陽性細胞を同定
する。さらに、各種マーカーとの共染色によ
り細胞種を同定する。 
(5) 膠芽腫幹細胞におけるWntシグナル標的
遺伝子の in vivo 解析 
 膠芽腫幹細胞に TOP EGFP リポーターをレ
ンチウイルスベクターを用いて導入した後
に、免疫不全マウスの脳内に移植して膠芽腫
を形成させる。FACS により GFP 陽性/陰性細
胞を分離し、各細胞群からmRNAを抽出する。
ディープシークエンスにより、膠芽腫幹細胞
におけるWntシグナル標的遺伝子を同定する。
さらに、同定された Wnt シグナル標的因子に
ついてはその発現を特異的 RNAi を用いて抑
制し、膠芽腫幹細胞の腫瘍形成能への影響を
評価する。 
(6) LGR5 と APC の相互作用の Wntシグナル活
性化における意義の解析 
 LGR5およびAPCの各種欠失変異体を作製し
て結合領域を同定し、相互に結合しない変異
体を作製する。各変異体を膠芽腫幹細胞に強
制発現させた条件で、R-spondin1/Wnt3a 刺激
時の Wnt シグナル活性を TOP luciferase リ
ポーターアッセイで測定し、LGR5 と APC との
相互作用のWntシグナル活性化における意義
を解析する。 
(7) LGR5 および APCと Wnt 構成因子との相互
作用 
 R-spondin1/Wnt3a 刺激および非刺激時の
膠芽腫幹細胞から、内在性 LGR5 複合体およ

び APC 複合体を免疫沈降する。それぞれの複
合体に含まれるWntシグナル構成因子を質量
分析およびimmunoblottingにより解析する。
さらに、免疫細胞染色により
R-spondin1/Wnt3a 刺激および非刺激時の
LGR5 と APC の細胞内局在を解析する。 
(8) LGR5抗体を用いた膠芽腫幹細胞の分子標
的治療 
 LGR5 の細胞外ドメインを抗原とするモノ
クローナル抗体を複数作製した。それらを用
いた FACS により膠芽腫幹細胞の LGR5 陽性/
陰性細胞を分離し、それぞれの腫瘍形成能を
確認する。LGR5 陽性細胞群の腫瘍形成能が強
い場合は、LGR5 モノクローナル抗体の抗腫瘍
効果を評価する。 
(9) マウス神経幹細胞におけるWntシグナル
活性化機構の解析 
 野生型および PJA2 ノックアウトマウスか
ら神経幹細胞を単離培養する。神経幹細胞に
TOP luciferaseリポーターを導入した後に培
地中に R-spondin1/Wnt3a を添加し、Wnt シグ
ナルの活性化を評価する。 
(10) 膠芽腫モデルマウスを用いたPJA2の発
がん過程における重要性の解析 
 膠芽腫モデルマウスを用いることにより、
発がん過程における PJA2 の重要性を評価す
ることが可能となる。野生型および PJA2 ノ
ックアウトマウスと GFAP-Cre/Tp53+/-マウ
スを掛け合わせ、さらに Cre 活性依存的に発
現する H-Ras V12 と恒常的活性化型 AKT をレ
ンチウイルスベクターを用いて海馬領域に
導入する。形成された膠芽腫を免疫組織染色
を用いて解析し、さらにマウスの生存期間を
比較する。 
 
４．研究成果 
 R-spondin-LGR5 軸の分子機構を解析する
ために、LGR5 の相互作用因子を調べた結果、
Wnt シグナルの主たる制御因子である
β-catenin 分解複合体との相互作用を見出
した。さらに、R-spondin/Wnt 刺激により、
LGR5-β-catenin 分解複合体に含まれる APC
と Axin1の相互作用が解離することを明らか
にした (図 1)。リン酸化酵素 GSK3 に対する
阻害剤である BIO存在下では Axin1-APC 相互
作用の解離が観察されないことから、リン酸
化修飾の関与が示唆された。 



 

図 1: 膠芽腫幹細胞における R-spondin/Wnt 刺激による

Axin1-APC 相互作用の解離と GSK3 阻害剤 BIO の効果 

 さらに疑似リン酸化変異体を用いた実験
から、Axin1 160 番目のスレオニン残基のリ
ン酸化修飾が、Axin1-APC 相互作用の解離を
促進していることを見出した。実際に、リン
酸化特異的抗体を用いた実験により、
R-spondin/Wnt 刺激が Axin1 スレオニン 160
番のリン酸化修飾を促進すること見出した
ことから、R-spondin-LGR5 軸が、Axin1 のリ
ン酸化修飾を介してβ-catenin 分解複合体
の解離を促進し、Wnt シグナルを活性化する
と考えられた。実際に、TCF/β-catenin 複合
体により luciferase が誘導される TOP 
luciferase リポーターを用いた実験により、
Axin1 T160D 疑似リン酸化変異体は Wnt シグ
ナル抑制能を喪失している事を明らかにし
た (図 2)。 

 

図 2: Axin1 T160D 疑似リン酸化変異体の 
Wnt シグナル抑制能喪失 

 従って Axin1 T160 リン酸化は、Wnt シグナ
ルのオン/オフを調節する新規 Wnt シグナル
分子スイッチであると考えられ、これを基盤
とするWntシグナル制御技術の開発が見込ま
れた。 
 部位特異的なタンパク質リン酸化修飾の
生物学的意義は、点変異導入ノックインマウ
スを作製することにより個体レベルで解析
することができる。Axin1 T160A 非リン酸化
変異体マウスからWntシグナル抑制状態の表
現型を、Axin1 T160D 疑似リン酸化変異体マ
ウスからWntシグナル亢進状態の表現型を見
出すことができる。CRISPR/Cas9 システムを
用いて Axin1 T160 変異ノックインマウスの
作製を試みた結果、Axin1 T160A 変異が導入
された個体を得た。その一方で、Axin1 T160D
変異導入個体を得ることは出来なかった。 

 以上の知見を統合すると、膠芽腫幹細胞お
よび微小環境との相互作用に対する治療標
的として新たに R-spondin-LGR5-APC 軸を見
出した。さらに、その下流に位置する Axin1
の新規リン酸化修飾を同定した。従って
Axin1 のリン酸化修飾を標的とする低分子化
合物が膠芽腫に対する新規治療法として期
待される。 
 近年、悪性腫瘍に対する免疫療法が有望視
されている。実際に膠芽腫患者に対しても免
疫チェックポイント阻害薬の治験が精力的
に進められている。悪性黒色腫においては
Wnt シグナル活性化が腫瘍細胞の免疫逃避を
促進することが知られているが、膠芽腫の
Wnt シグナルと免疫逃避の関連性は明らかに
されていない。そのため、今後は Axin1 T160
変異ノックインマウスと膠芽腫モデルマウ
スを掛け合わせることにより、膠芽腫幹細胞
における R-spondin-LGR5-APC 軸の治療標的
としての有効性を評価すると共に、Wnt シグ
ナルと免疫逃避の関連性を解析し、膠芽腫に
対する免疫療法の有効性を検討する。 
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