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研究成果の概要（和文）：近年グリオーマ幹細胞におけるNotchシグナル発現が報告されている。今回、グリオ
ーマ幹細胞に対するNotchシグナル阻害効果に関する検討を行った。γ-セクレターゼ阻害剤の薬剤感受性試験を
行い、高感受性群を抽出した。高感受性群に特徴的な17遺伝子の活性化が同定された。またNotchシグナル阻害
により、グリオーマ幹細胞性維持が阻害されることが明らかになった。
本研究によりNotchシグナルが活性化している神経膠芽腫がγ-セクレターゼ阻害剤に高い感受性を示す可能性を
示唆された。Notchシグナルは神経膠芽腫における新たな分子標的治療のターゲットの有力な候補の一つになり
得るものと考える。

研究成果の概要（英文）：The Notch signaling is an evolutionarily conserved pathway that plays an 
important role in multiple cellular processes. We investigated the effects of Notch inhibition in 
glioma stem cell (GSC) populations using γ secretase inhibitors. Drug cytotoxicity testing showed 
differential growth responses to the inhibitors. Responder GSCs had an enriched proneural gene 
signature in comparison to nonresponders. Analysis of TCGA dataset identified a group (43.9%) of 
tumors with proneural signature showing high Notch pathway activation. Inhibition of Notch pathway 
by γ secretase inhibitor treatment attenuated proliferation and self-renewal of responder GSCs and 
induces both neuronal and astrocytic differentiation. Our results suggest that proneural GBM 
characterized by high Notch pathway activation may exhibit greater sensitivity to γ secretase 
inhibitor treatment, holding a promise to improve the efficiency of current glioma therapy.

研究分野： 脳神経外科学
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１． 研究開始当初の背景 
神経膠芽腫は化学療法と放射線療法のど

ちらに対しても強い抵抗性を示し、最も予後
不良な脳腫瘍である。近年、グリオーマ幹細
胞の存在が証明され、腫瘍再発や治療抵抗性
の重要な要因と考えられている。このような
背景のもと、我々はグリオーマ幹細胞研究が
治療抵抗性克服に必須であると考え、グリオ
ーマ幹細胞に対する新規分子標的治療の研
究開発に取り組んできた。 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) プロ
ジェクトは神経膠芽腫を Neural, Proneural, 
Classical, Mesenchymal の 4 つの分子生物
学的サブタイプに分類し、それぞれに特徴的
な遺伝子異常、シグナル伝達系の活性化など
が明らかにした。我々はこのデータをもとに、
グリオーマ幹細胞に対する分子標的治療の
新たな標的になり得るシグナル伝達系の検
討を行ってきた。その中の一つである Notch
シグナルは proneural type の特徴的なシグ
ナル伝達系であり、グリオーマ幹細胞におい
て細胞増殖、幹細胞能維持などに重要な役割
を果たしていることが明らかにされている。
我々はヒト由来グリオーマ幹細胞 25 株を用
いて遺伝子プロファイル解析を行い、TCGA
データによる膠芽腫のサブタイプに極めた
類似した 4 つのサブタイプに分類し、それぞ
れ Neural, Proneural, Classical, 
Mesenchymal と名付けた。この結果の中で、
Notchシグナルがproneural typeで特異的に
活性化していることを見出した。代表者らは
このデータより Notch シグナルの治療標的
としての可能性を見出し、グリオーマ幹細胞
に Notch 阻害薬を投与した所、proneural 
type のグリオーマ幹細胞のみ Notch 阻害薬
によって抗腫瘍効果が得られることを明ら
かにした（Saito et al. Stem Cells 2014）。 
以上より Notch シグナルは分子標的治

療の新しいターゲットとなり得るが、すべ
てのグリオーマ幹細胞に対して有効である
わけではないと推測し、さらなる検討が必
要であると考えた。我々が所有するグリオ
ーマ幹細胞株は 50 株まで増えており、こ
の豊富な研究材料を用いて Notch シグナ
ル活性化の頻度や Notch 関連遺伝子異常
などを含めた詳細な検討を行い、グリオー
マ幹細胞を治療標的とした治療抵抗性克服
への足がかりをつかみたい。 
 
２．研究の目的 
本研究では、グリオーマ幹細胞を標的とし

た Notch シグナル阻害薬による新規分子標
的治療の臨床応用の可能性を検討する。まず
グリオーマ幹細胞における Notch シグナル
の機能を明らかにし、グリオーマ幹細胞の分
子生物学的特徴を解析する。次にグリオーマ
幹細胞に対する Notch シグナル阻害薬の抗
腫瘍効果を明らかにし、さらにバイオインフ
ォマティクス的手法で治療反応群に特徴的
な遺伝子の抽出を目的とした。 

本研究により遺伝子プロファイルに基づ
く Notch 阻害有効症例の選択が可能になり、
新規分子標的治療の臨床応用への展開が期
待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究試薬：本研究ではグリオーマ幹細胞
に Notch 阻害薬として 3種類のγセクレター
ゼ阻害薬（DAPT, BMS-708163, RO4929097）
を使用した。薬剤感受性試験の試薬として
Cell Titer assay（Promega）を使用した。 
(2) γセクレターゼ阻害薬に対する薬剤感
受性試験：グリオーマ幹細胞を様々な濃度の
γセクレターゼ阻害薬投与下で 72 時間培養
し、薬剤感受性を評価する。 
(3) γセクレターゼ阻害薬による幹細胞性
維持阻害作用の解析：グリオーマ幹細胞は培
養条件下において neurosphere を形成する。
これが幹細胞の特徴の一つとされており、幹
細胞性維持の評価として使われる。本研究で
は γ セ ク レ タ ー ゼ 阻 害 薬 に よ っ て
neurosphere 形成能が阻害されるかを観察し、
Notch シグナルの幹細胞性維持に対する機能
を明らかにする。 
(4) γセクレターゼ阻害薬による分化誘導
作用の解析：グリオーマ幹細胞をγセクレタ
ーゼ阻害薬投与下で 5 日間培養し、その後
Nestin, GFAP, TuJ-1, CNPase の蛍光免疫染
色を行う。通常のグリオーマ幹細胞は Nestin
のみが陽性を示す。γセクレターゼ阻害薬投
与による各マーカーの染色性の変化を観察
し、neuron, astrocyte, oligodendrocyte の
どの方向に分化しているのかを検証する。 
(5) Notch ノックダウン細胞株の樹立：グリ
オーマ幹細胞に Lentivirus による shRNA の
手法で Notch 発現を選択的に抑制する 
Notch ノックダウン細胞株の樹立 
グリオーマ幹細胞にLentivirusによるshRNA
の手法で Notch 発現を選択的に抑制する 
(6) Notch ノックダウングリオーマ幹細胞の
幹細胞性維持能の解析: Notch ノックダウン
グリオーマ幹細胞のneurosphere形成能を観
察する。 
(7) Notch 発現抑制による分化誘導の解析: 
Notch ノックダウングリオーマ幹細胞に対し
て、Nestin, GFAP, TuJ-1, CNPase の蛍光免
疫染色を行いどの方向に分化しているのか
を検証する。 
(8) グリオーマ幹細胞の遺伝子発現プロフ
ァイル解析：マイクロアレイによるグリオー
マ幹細胞の遺伝子発現プロファイル解析を
行い、γセクレターゼ阻害薬に治療反応を示
す細胞における特徴的な遺伝子群を抽出す
る。 
 
４．研究成果 
(1) グリオーマ幹細胞にNotch阻害薬として
3 種類のγセクレターゼ阻害薬（DAPT, 
BMS-708163, RO4929097）を 72 時間投与し薬
剤感受性試験を行ったところ、6 細胞株（治



療反応群）が 3種類のγセクレターゼ阻害薬
で増殖抑制を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 治療反応群と治療抵抗群に対して Notch
シグナル発現解析を行ったところ、治療反応
群においてNotchシグナルが活性化している
ことが明らかなになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) また治療反応群においては濃度依存性
に Notch と治療抵抗群に対して Notch シグナ
ル阻害作用が増強されることが明らかにな
った。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) Sphere assay を行った所、γセクレター
ゼ阻害薬投与により、primary neurospere, 
secondary neurophereともに阻害されること
が明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) γセクレターゼ阻害薬による分化誘導
作用の解析を行うべく、グリオーマ幹細胞を
γセクレターゼ阻害薬投与下で5日間培養し
たところ、Nestin の発現低下を示し, GFAP, 
TuJ-1 の発現上昇を示すことが示された。

Astrocyte へ分化誘導することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) 治療反応群に特徴的な遺伝子の発現解
析を行った所、17 遺伝子が抽出された。それ
らはすべて proneurual signature を示す遺
伝子であった。それらを TCGA データに適応
させると proneural type の 43.9%でこの遺伝
子群が高発現しており、これらの症例はγセ
クレターゼ阻害薬が有効である可能性が示
唆された。 
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