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研究成果の概要（和文）：トランスポゾン誘導性膠芽腫マウスモデル由来幹細胞において、Wnt経路および低酸
素応答シグナル下流で制御が集約されるStat5bを、新たな治療標的候補として発見した。このp53失活、変異型
EGFR、NRasの導入にドライブされる膠芽腫幹細胞において、Gli2を起点とするShh経路の正のフィードフォワー
ド悪循環機構が、Wnt経路を活性化させ、この細胞集団の拡大に寄与することが明らかとなった。さらに、レド
ックス代謝恒常性維持に関与する遺伝子の高発現が、Shh経路関連因子の発現を維持し、活性化する機構が膠芽
腫幹細胞の集団拡大の基盤となっている可能性を本研究によって新規にみいだした。

研究成果の概要（英文）：Stat5b has been identified as a candidate for a novel therapeutic target, 
which is regulated by both Wnt and hypoxia responsible signaling pathways as a hub-gene in 
glioblastoma stem cells derived from a transposon-induced mouse model. On the other hand, it has 
also been clarified that the activity of the Shh pathway, which is maintained by Gli2 expression, 
forms a feedforward loop that activates Wnt pathway, by the signal crosstalk, in the 
shTP53/NRasG12V/EGFRvIII-driven glioblastoma stem cells, thereby promotes expansion of the 
glioblastoma stem cell population. The upregulation of Gli2 is maintained by a novel factor that 
regulates homeostasis of redox metabolism. These findings would be usuful for a development of a 
novel strategy targeting Stat5b or Gli2 to improve treatment for patients with glioblastoma.

研究分野： 腫瘍細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
成人に最も多い脳腫瘍である膠芽腫は極めて予後不良な疾患であり、このような難治性癌は現在も深刻な問題と
して取り残されている。特に膠芽腫癌幹細胞を制御する因子や経路等の相互関係性や、特に階層性については不
明な点が多いのが現状である。本研究により、複数の幹細胞制御機構のシグナルが集中するハブ遺伝子としての
性質を有する新規治療標的分子の候補として、Stat5bおよびGli2を見出した。これらの因子を阻害することがで
きれば、Wnt経路、Shh経路、低酸素応答シグナル等を一度に阻害することが出来ることが期待でき、より効率的
に膠芽腫幹細胞を阻害できる、これまでにない新しい治療戦略に繋がる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
成人に最も多い脳腫瘍である膠芽腫は極めて予後不良な疾患であり、2 年以上の長期生存を得
ることは極めて困難である。このような難治性癌は現在においても深刻な問題として取り残さ
れている。近年、癌細胞は不均一な細胞で成り立ち、中でもより未分化な幹細胞に似た癌細胞 
(癌幹細胞) の存在が知られるようになった。しかし、癌幹細胞の全容については、いまだ未解
明な点が多い。幹細胞は、複数存在する各種の幹細胞に特有のシグナル経路により制御を受け、
最終的には複数の特有の転写因子の組み合わせによる遺伝子発現制御を受けるものと考えらる
が、その機構には不明な点が多い。代表者は、膠芽腫幹細胞の維持に Wnt シグナル下流因子
である組織幹細胞マーカー遺伝子 LGR5 の発現が必須であること、また腫瘍組織における 
LGR5 蛋白発現量と膠芽腫症例の全生存率が有意に相関することを世界に先駆けて見いだし
た。しかしながら、生体内膠芽腫組織中における LGR5 の発現の意義や陽性細胞の生物学的特
性については不明であった。そこで、LGR5 下流でかつ細胞死誘導に伴って発現低下する遺伝
子群の網羅的探索を行ってきた。その結果、複数の低酸素応答シグナル下流標的遺伝子および
Hedgehog 経路関連遺伝子をみいだしてきた。しかしながら、これらの因子の制御的関係や腫
瘍細胞生物学的意義に関しては依然として不明な点が多い。また国内外の研究の動向について
も、癌幹細胞を制御する重要な因子やシグナル伝達経路等については多数の報告が蓄積してき
ているものの、それぞれの因子の相互関係性や、特に階層性については不明な点が多いのが現
状である。一方臨床医学を俯瞰すると、毎年のように多数の新規治療薬剤が臨床応用される時
代になってきているが、癌幹細胞の特性を的確に標的する治療戦略は残念ながら臨床応用され
るには至っていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、膠芽腫幹細胞の維持・増殖に必須の新規の因子の発見と、癌幹細胞生物学に
基づいた次世代の治療戦略の標的因子の同定である。これまでの研究で明らかにしてきた、膠
芽腫幹細胞で活性化がみられる Wnt 経路、低酸素応答シグナル経路、Shh 経路を含む幹細胞
制御経路に着目し、これらの経路に関与する因子の変化が膠芽腫幹細胞に与える影響の、相互
関係と階層性について、新規の知見を発見することを目的とした。特に、複数の絡み合う幹細
胞制御シグナルの相互関係を紐解き、そのハブ遺伝子を同定し、癌幹細胞アイデンティティを
攻撃する手法の開発に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
新生仔マウス脳室内に癌遺伝子をコードしたトランスポゾン対応型プラスミドを投与し、脳室
周囲に存在する正常神経幹細胞に癌原性変異を生体内導入することで、生後 10-12 週後にヒト
膠芽腫に酷似した脳腫瘍を自発的に発症させた。特に、LGR5-EGFP ノックインマウスに Sleeping 
Beauty トランスポゾン誘導型膠芽腫を作製し、Luciferase 発光で標識される膠芽腫組織をトリ
ミングし、酵素的にシングルセルサスペンションとし、ニューロスフェアを複数樹立した。GFP
を指標に、LGR5 陽性細胞を生きた状態で分取することによって、LGR5 陽性細胞の特性解析を行
い、陰性細胞に比し高い自己複製能と腫瘍形成能を保持することを確認した。網羅的解析の結
果 LGR5 陽性細胞に高発現する遺伝子群としてみいだした、Hedgehog 経路関連遺伝子および、
ヒト膠芽腫臨床検体由来幹細胞より独自にみいだした、新規 LGR5 下流制御遺伝子 Stat5b に関
して、レンチウイルスベクターを用いたノックダウンと、各種阻害剤を用いた薬理学的解析を
組み合わせ、機能解析を推進した。さらに、Wnt 経路、低酸素応答シグナル経路、Shh 経路を
含む幹細胞制御経路のうち、独自に見出した因子に対して、各種阻害実験型を駆使した機能解
析と、網羅的発現解析を基軸とした Gene Ontology 解析および Pathway 解析を中心としたデ
ータサイエンスを展開し、これらの経路の変化が膠芽腫幹細胞に与える影響の相互関係と階層
性について、新規の知見を得ることを目的に探索を行った。 
 
４．研究成果 
 
発生学的な重要性に基づいて優先順位を考案し、候補遺伝子の発現解析から開始した。まず、
トランスポゾン誘導性膠芽腫マウスモデル由来のスフェロイド細胞において、Stat5b が極めて
高い発現をすることをみいだし、そのノックダウンによって膠芽腫幹細胞の増殖が顕著に抑制
されることをみいだした。この現象には、細胞周期の停止とアポトーシス細胞死の誘導を伴っ
ていた。ついで、Stat5 阻害剤を用いた薬理学的な解析を行ったところ、Stat5 阻害剤による濃
度依存的なリン酸化型 Stat5b の減少と、細胞周期の停止、アポトーシス細胞死の誘導を確認し
た。これらの結果は、p53 失活、変異型 EGFR、変異型 NRas によってトランスフォームされた膠
芽腫由来の幹細胞分画の細胞の増殖と生存が、Stat5b によって制御を受けていることを示す、
世界初の知見であり、Stat5b が新たな治療標的となりうる可能性を示している。 
 
ついで、本膠芽腫幹細胞において Hif2a が、通常酸素分圧条件下においてすでに十分な発現が



みられ、核内蛋白質分画においても検出された。一方、多数の研究者が多くの知見を報告して
きている Hif1a については、qPCR およびウェスタンブロット、免疫組織化学染色法いずれにお
いても明確な発現が検出されなかった。これらの結果から、低酸素応答シグナルに関与する
Hif2a 遺伝子が通常酸素分圧条件下で蛋白質の安定化しており、これらの細胞の増殖に低酸素
応答シグナルの活性化が寄与していることを示唆していると考えられた。このことは、Hif2a
のノックダウンを行ったところ、代表的下流標的遺伝子 VEGFA 等の顕著な発現低下することか
らも裏付けられ、その際に顕著な細胞増殖の抑制とアポトーシス細胞死を誘導することを確認
した。また Hif1/2a 阻害剤を通常酸素分圧条件下に作用させても VEGFA の低下がみられた。こ
の条件下で解析を行ったところ、Hif2a ノックダウンによって、Lgr5 および Stat5b の発現が低
下することを発見した。一方、Lgr5 は、Wnt 経路の下流標的遺伝子であると同時に Wnt 経路を
促進性に制御する調節因子であることが知られている。すなわち、正のフィードフォワード機
構として機能し、Wnt 経路を幹細胞で特異的に活性化する増幅装置と考えられる。bCatenin を
ノックダウンして検証したところ、確かに Lgr5 発現は減少したため、本膠芽腫幹細胞において
も、この増幅機構が機能していると考えられた。 
 
一方、p53 失活、変異型 EGFR、NRas の導入によって発がんさせたこれらの脳腫瘍組織から直接
樹立した Lgr5 陽性膠芽腫幹細胞が、Shh 経路のエフェクター転写因子である Gli2 を発現して
いることから、Gli2 の機能解析を行った。本膠芽腫幹細胞の核内タンパク質画分に Gli2 が存
在することを確認したうえで、lenti-shRNA 系を用いてノックダウンを行ったところ、増殖の
抑制、細胞周期進行の抑制、アポトーシス細胞死の誘導がみられた。こららの結果から、本細
胞において、Shh 経路が重要な役割を果たしていることが示唆されたため、Gli1/2 阻害剤を用
いて検証したところ、Gli1/2 阻害剤により核内 Gli2 量が減少し、増殖の抑制、細胞周期進行
の抑制、アポトーシス細胞死の誘導がみられ、ノックダウンで観察された表現型と合致する知
見を得た。これらの結果から、Gli2 ノックダウンサンプルおよび Gli1/2 阻害剤処理サンプル
を用いて、マイクロアレイ法を用いた網羅的発現解析を行った。Gli2 ノックダウンおよび
Gli1/2 阻害剤処理の双方により、Gli1 遺伝子発現の優位な減少を認めた。この結果は、Gli1
の発現を Gli2 が維持・促進していたことを示している。さらに、パスウェイ解析を用いた統計
学的検討で、Ptch1、Ptch2 を含む受容体、Smo、Sufu を含むシグナル伝達調節因子を含む、Shh
経路の重要因子に有意な影響を与え、hedgehog 経路のシャットダウンが検出された(p=0.006)。
この結果から、本膠芽腫幹細胞において、Gli2 転写因子をハブとして、Shh 経路そのものの活
性化が維持され、Gli2 と Shh 経路が正のフィードフォワード機構として機能して幹細胞プール
が増幅している可能性が示された。さらに重要なことは、パスウェイ解析を用いた統計学的検
討で、この条件下で Wnt 経路が有意に抑制されていることを見出した(p=0.002)。Wnt 経路のリ
ガンド、受容体、シグナル伝達系調節因子、エフェクター転写因子を含む広範囲にわたる Wnt
経路のシャットダウンがみられた。さらに、これらのパスウェイ解析で抽出された経路群の中
に、それまで想定していなかった Notch 経路が検出され、現在そのリンクを検索中である。こ
れらの結果から、本研究において、p53 失活、変異型 EGFR、NRas の導入にドライブされる膠芽
腫幹細胞において、Gli2 を起点とする Shh 経路の正のフィードフォワード機構が形成され、そ
のポピュレーションの拡大に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。さらに、この
Gli2 の発現を支える腫瘍細胞生物学的な因子のスクリーニングを開始し、がん細胞の特性の一
つである代謝リプログラミング異常を見出している。レドックス代謝に関与するグルタチオン
恒常性維持に関与する GGCT 酵素の高発現が、Gli2 を含む Shh 経路関連因子の発現を維持し、
活性化させている知見を得ており、この機構が膠芽腫幹細胞の集団拡大の基盤となっている可
能性を本研究によって新規にみいだした。 
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