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研究成果の概要（和文）：本研究では、グリオーマ癌幹細胞で発現するICOSリガンドが、どのような役割を果た
しているかを明らかにすることを目的としたものである。本研究により、ICOSリガンドはmesenchymal typeのグ
リオーマ癌幹細胞で発現し、予後不良因子であることが判明した。さらに、ICOSリガンドは腫瘍微小環境におけ
るIL-10産生T細胞の増幅に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to reveal the role of ICOS ligand in glioblastoma 
development. We have revealed that mesenchymal type glioma cancer stem cells express the ICOS 
ligand. Expression of ICOS ligand is associated with poor prognosis. Moreover, ICOS ligand promote 
the expansion of IL-10 producing T cells in the tumor microenvironment.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
神経膠腫は、最も発生頻度の高い原発性脳腫
瘍であり、その主たる組織型である神経膠芽
腫において生存期間中央値はわずか 14.6 ヶ
月と予後が悪い。膠芽腫癌幹細胞が、放射線
治療や抗がん剤 治療への抵抗性を保持し、
腫瘍の再発の根源と考えられている。近年、
がんに対する免疫療法は、 外科的療法、化
学療法、放射線療法に次ぐ第４の治療法とし
て、注目されつつある。膠芽腫では、癌の全
ゲノム解析が行われ、単一疾患ではなく、放
射線治療や化学療法に対する反応性や予後
の異なる、２つのサブタイプに分類された
(Mesenchymal (MES) type と Proneural 
(PN) type)。免疫療法においても、MES type 
では、腫瘍内浸潤リンパ球が有意に多く、樹
状細胞療法などの免疫治療に対する反応性
を示す。しかし、この免疫応答の違いが起こ
る機序は不明である。膠芽腫の根源や治療抵
抗性の原因として、癌幹細胞の存在が提唱さ
れている。癌幹細胞は自己複製能、分化能力、
腫瘍形成能を有し、癌形成の新しいモデルと
して考えられている。我々は、これまで膠芽
腫癌幹細胞について、研究してきた。その結
果、膠芽腫癌幹細胞においても、MES type 
と PN type に分類できることが判明した。
膠芽腫癌幹細胞を標的とした免疫治療を新
規に開発することを目的とし、これまでに、
TNF-superfamily や  B7 family について
網羅的な解析を行ってきた結果、MES type 
においてのみ、B7 family の ICOS リガン
ドが発現していることを見出した。近年、癌
による免疫抑制状態を是正するために様々
な抗体医薬が開発され、臨床において有効な 
結果が報告されている。その中でも特に B7 
family は、リンパ組織において、免疫賦活や
免疫抑 制への共刺激シグナルを有しており、
注目されている。B7 family には８つの分子
が同定されてお り、CD80、CD86、PDL-1、
PDL-2、ICOSリガンド、B7-H3、B7-H4 な
どがある。これらの分子は、非リンパ 組織
においては、いくつかの癌細胞で B7 family 
が発現していることが報告されている。
PDL-1 を発現している癌では、T 細胞のア
ポトーシスを引き起こし、腫瘍周囲環境を免
疫抑制状態にさせ るために、予後悪化因子
である。肺がんやメラノーマなどでは、免疫
抑制を是正する目的に PDL-1/PD-1 に対す
る抗体医薬が、現在欧米を中心に治験が行わ
れている。しかし、膠芽腫に関しては、B7 
family についてこれまで詳細な検索が行わ
れていない。われわれはグリオーマ癌幹細胞
で特異的に ICOS リガンドが発現している
ことを見出しており、このことが新規治療法
の開発につながると考えている。ICOS リガ
ンドは癌において、腫瘍内に浸潤している形
質細胞様樹状細胞に発現 を認め、ICOS 陽
性 IL-10 産生制御性 T 細胞の誘導・増幅に
関与していると報告されている。ICOS 陽性
の制御性 T 細胞は、癌の予後不良因子であ

る。グリオーマ癌幹細胞においても自身が 
ICOSリガンドを発現し、制御性 T 細胞の誘
導・増幅を引き起こし、腫瘍の免疫環境を構
築している可能があると思われる。免疫抑制
環境は腫瘍の増大・進展と関与しており、免
疫抑制環境の是正が 予後改善に結びつく。
本研究は膠芽腫癌幹細胞で発現する  B7 
family の免疫応答における役割解明とそれ
を標的とした治療法の開発を目的とする。 
 
２．研究の目的 
(1)グリオーマ癌幹細胞で、免疫に関わる表面
マーカーを網羅的に検索する。特に  B7 
family の発現 とグリオーマ癌幹細胞のサブ
タイプ（MES type と PN type）での相違に
ついて明らかにする。 
(2)癌幹細胞で発現する B7 family の機能に
ついて、in vitro で解析する。 
(3) 癌幹細胞で発現する B7 family の機能
について、in vivo で解析する。 
３．研究の方法 
(1)グリオーマ癌幹細胞の単離 
本研究を行うにあたり、院内の倫理委員会で
の承認はすでに得ており、患者にインフォー
ムドコンセントを行い、膠芽腫患者の腫瘍組
織を使用する。腫瘍細胞を無血清培地
(DMEMF12)にEGF、FGFを添加したneurosphere 
assay にて、培養し、グリオーマ癌幹細胞を
分離する。癌幹細胞の確認として、自己複製
能、分化能（ニューロン、アストロサイト、
オリゴデンドロサイトの 3 系統）、マウスに
移植し、腫瘍形成能を評価する。また樹立し
た癌幹細胞株の表面マーカーの解析、遺伝子
解析を行い、MES type か PN type かの表現型
を決定する。 
グリオーマ癌幹細胞の B7 family、TNF 
superfamily などの表面マーカーについてフ
ローサイトメトリーを用いて解析する。 
(2) 腫瘍組織の免疫組織学的検査 
膠芽腫組織における B7 family(特に ICOS リ
ガンド)の発現の有無とリンパ球の浸潤程度、
表現型の関係を明らかとする。特に ICOS リ
ガンド発現のグリオーマ組織では、ICOS 陽性
や Foxp3 陽性の制御性 T細胞の浸潤との関連
について検証する。また ICOS リガンドの発
現と生存率など臨床パラメーターとの相関
関係も検証する。 
(3) グリオーマ癌幹細胞の conditioned 
medium を用いて、リンパ球を培養する。 
グリオーマ癌幹細胞から産生される soluble 
factor がリンパ球に与える影響を明らかに
する。これまでに TGFβなどの報告があるが、
癌幹細胞では、ICOS リガンドを発現しており、
その分泌型がリンパ球に影響を与える可能
性がある。グリオーマ癌幹細胞を 102-106 
cells/ml で培養し、48 時間後にその上清を
回収する。ELISA を用いて、可溶型の ICOS リ
ガンドを測定する。また、この培養上清を用
いて、リンパ球との共培養を行い、その表現
型（CD3,CD4,CD8,ICOS,Foxp3）に与える影響



をフローサイトメトリーで測定する。
Condiotion medium で培養されたリンパ球の
上澄みを回収し、産生されたサイトカイン
（IL-10, TGFb, IFN-γ）を ELISA で測定す
る。またICOSリガンドの中和抗体を用いて、
その抑制効果を検証する。 
(4) 膠芽腫マウスモデルでの ICOS リガンド
中和抗体の効果 
グリオーマ癌幹細胞をマウス脳に移植し、膠
芽腫モデルマウスを作製する。マウスに ICOS
リガンドの中和抗体を投与し、その有効性を
検証する。評価項目は、マウスの生存率、腫
瘍内に浸潤するリンパ球および末梢血のリ
ンパ球の表現型と機能を評価する。 
 
 
４．研究成果 
本研究では、グリオーマ癌幹細胞で発現する
B7 family について解析を行った。グリオー
マ癌幹細胞は mesenchymal type と proneural 
type に分類できるが、B7 family のうち ICOS
リガンドが mesenchymal type でのみ発現す
ることを見出した。 
 
 
 
 

 
 
また、proneural type のグリオーマ癌幹細胞
に、TNF-alpha を添加することで、ICOS リガ
ンドの発現を認めるようになった。 
 
 
 
 
 

 
 
グリオーマ癌幹細胞で発現する ICOS リガン
ドはリンパ球との共培養により、IL-10 産生
性のT細胞の分化増幅に関連することを明ら
かにした。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
膠芽腫の臨床検体を用いた解析により、ICOS
リガンド発現は生命予後不良と関連した。 
 
 
 
 
 

 

ICOS リガンドをノックダウンしたグリオー
マ癌幹細胞をヌードマウスに移植すると、マ
ウスの生存期間が延長した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ICOS リガンドは膠芽腫に対する新たな治療
標的となりうると考えられた。 
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