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研究成果の概要（和文）：本研究では悪性グリオーマ幹細胞の新規マーカーALCAM (Activated leukocyte cell 
adhesion molecule)の腫瘍免疫における役割について検討を行った。更にALCAM発現の知見を広げるため小児悪
性グリオーマである髄芽腫でALCAM発現および機能の解析を行った。
ALCAMのリガンドであるCD6の検討として、免疫染色により膠芽腫の腫瘍内浸潤リンパ球にCD6陽性T細胞が存在す
ることが確認された。髄芽腫でのALCAM発現は分子学的分類との関係性があることが明らかになった。また髄芽
腫細胞株を用いた機能解析ではALCAM発現が細胞増殖能と関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of ALCAM (Activated leukocyte cell 
adhesion molecule), a novel marker of malignant glioma stem cells, in tumor immune response. 
Furthermore, for further research on ALCAM, we analyzed ALCAM expression and function in childhood 
malignant glioma medulloblastoma.
As a study of CD6, which is a ligand of ALCAM, we confirmed CD6-positive T cells were present in 
glioblastoma intratumoral lymphocytes  by immunostaining. We revealed that ALCAM expression showed a
 strong significant correlation to molecular subgroups in medulloblastoma. In addition, functional 
analysis using a medulloblastoma cell line showed that ALCAM expression was associated with cell 
proliferation.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： ALCAM　CD6　グリオーマ　膠芽腫　髄芽腫　免疫療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により悪性グリオーマにおけるALCAMの腫瘍免疫の関与について端緒を得ることができた。未だに有効な
治療法が不十分である悪性グリオーマに対して、免疫療法の可能性について更なる追求が必要である。又、小児
悪性グリオーマである髄芽腫でのALCAMの発現及び機能解析の結果については新しい知見であり、本研究の成果
について社会に還元をするため現在国際誌に投稿し、査読・修正中である。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性グリオーマは脳の神経膠細胞（グリア細胞）から発生し、脳組織への浸潤性発育という特

徴と薬剤及び放射線への治療抵抗性から、極めて悪性度の高い脳腫瘍とされている。WHO 
GradeIV 膠芽腫; glioblastostoma の 2 年／5 年生存率は、現在世界的標準治療である外科的摘
出後の化学療法テモゾロミド（TMZ）と放射線治療の併用治療でそれぞれ 27.2％／9.8％であり、
他の癌腫と比べても極めて予後不良の疾患である。 
がん治療治療を考える上で、様々ながん種で腫瘍幹細胞の概念が導入されその重要性が明らか

になるに伴い、悪性グリオーマにおいても腫瘍幹細胞の存在が想定され、申請者らは細胞表面抗
原 ALCAM (Activated leukocyte cell adhesion molecule) が膠芽腫の腫瘍幹細胞マーカーとな
りうることを見出した 1) 。ALCAM を治療標的として考えた際に、ALCAM は CD6 のリガンド
であり ALCAM/CD6 の相互作用は CD6 陽性γδ型 T 細胞の抗腫瘍効果を増強することが知ら
れており 2) 、標的として十分に有望と考えられた。また、申請者らは癌関連抗原である WT1 
(Wilms’ Tumor 1) 蛋白を標的とした WT1 ペチドワクチンを用いて悪性グリオーマに対する免
疫療法を開発し臨床応用してきた実績がある 3)。これらの基礎的研究、臨床応用の経験を基盤と
して、ALCAM を標的とした新規免疫療法の開発を目指し、本研究を計画するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、悪性グリオーマ幹細胞マーカーである ALCAM の腫瘍免疫における役割とそれ
を標的とした悪性グリオーマ制御の可能性について検討する。ALCAM 陽性グリオーマ幹細胞
に対する T 細胞の細胞免疫反応についての報告はこれまでになく、本研究によって ALCAM を
介した新規免疫療法を開発する端緒を得ることを目的とする。 
更に、悪性グリオーマにおける ALCAM 発現の意義について知見を広げるため、小児悪性グリ
オーマである髄芽腫; medulloblastoma での ALCAM の発現検討および機能解析を行う。小児
における免疫療法の確立はそのポテンシャルも高く、現在標準治療である化学療法および放射
線治療による晩期的な副作用の解決にも繋がることが期待される。 
 
３．研究の方法 
1) 悪性グリオーマ膠芽腫の手術摘出標本における CD6 陽性 T 細胞の評価 
膠芽腫の手術摘出標本（ホルマリン固定パラフィン包埋：FFPE）において抗ヒト CD6 抗体を

用いて免疫組織染色を行い、CD6 陽性 T 細胞が存在するかを検討した。抗体は抗 CD6 抗体  
(C6/372, Abcam) 及び (EPR4057, Abcam) を用い、positive control として Human Adult 
Normal: Spleen (Biochain) 、Normal Human Tonsil (US Biomax) で検討した。 
 
2) ALCAM 陽性悪性グリオーマ細胞と CD6 陽性 T 細胞の相互作用の検討 

ALCAM/CD6 の相互作用を検討するために、ALCAM 陽性グリオーマ細胞株による腫瘍形成
マウスモデルを作成し、胸腺や脾臓といった免疫臓器より CD6 陽性 T 細胞を FACS で sort し
ALCAM 陽性グリオーマ細胞への抗腫瘍効果を検討することとした。従来汎用されている
C57BL/6 マウス由来グリオーマ細胞株 GL261 を移植し、同種 C57BL/6 系マウスでモデル作成
を予定した。GL261 の ALCAM 発現を PE 標識抗マウス ALCAM 抗体 (REA370, Miltenyi 
Biotec) を用いてフローサイトメトリーで解析した。 
 
3) 小児悪性グリオーマ髄芽腫における ALCAM 発現および機能解析 
髄芽腫の手術摘出標本 (FFPE) において抗ヒト ALCAM 抗体（EPR2759(2), Abcam） を用

いて免疫組織染色を行なった。免疫染色による ALCAM 陽性腫瘍細胞率と病理組織型・分子遺
伝学的診断（4 型分類 subgroup：WNT, SHH, Group3, Group4）との関連性を検討した。分子
遺伝学的診断は NanoString nCounter system (NanoString Technologies Inc.) 及び CTNNB1
変異の解析により行なった。また、髄芽腫での ALCAM 機能解析のために髄芽腫細胞株 4 株 
(Daoy, ONS-76, D283, D341) に対してフローサイトメトリーで ALCAM 発現を解析した。抗
体は PE 標識抗ヒト ALCAM 抗体 (3A6; BD Bioscience) を用いた。これらの髄芽腫細胞株を用
いて ALCAM 発現ノックダウン株を MISSION RNAi system lentiviral pLKO-puro vector 
(Simgma Aldrich) による shALCAM 導入により、ALCAM 強制発現株を ALCAM cDNA ORF 
clone pCMV3-C-GFPSpark (Sino Biological) 導入により樹立して、細胞増殖能について機能解
析を行った。 
 
４．研究成果 
1) 悪性グリオーマ膠芽腫の手術摘出標本における CD6 陽性 T 細胞の評価 
抗CD6抗体の検討ではC6/372 よりもEPR4057 のクローンの方が良好な染色性が得られた。

Positive control の検討では Human Adult Normal: Spleen には CD6 陽性 T リンパ球は殆ど認
めず、Normal Human Tonsil で CD6 陽性 T リンパ球が確認され、これを positive control とし
た（図 1A）。免疫組織染色により膠芽腫の腫瘍内浸潤リンパ球に CD6 陽性 T 細胞を認めた（図
1B）。腫瘍内 CD6 陽性 T 細胞の存在意義については、臨床経過や腫瘍 ALCAM 発現の程度、他



の免疫応答細胞との関係性を含
め、更なる検討が必要である。 
 
2) ALCAM陽性悪性グリオーマ
細胞と CD6 陽性 T 細胞の相互
作用の検討 

C57BL/6 マウス由来グリオー
マ細胞株 GL261 はフローサイ
トメトリーによる解析で ALCA  
M の発現を認めなかった。マウ
ス由来グリオーマ細胞株は
GL261 以外に確立されているも
のが存在せず、実験系の実施が
困難となった。実施のためには今後 ALCAM 強制発現株の樹立や別の手法による実験系が必要
になると考えられる。 
 

3) 小児悪性グリオーマ髄芽腫における ALCAM 発現および機能解析 
髄 膜 腫 の 手 術 摘 出 標 本 

(FFPE)における免疫組織染色
の検討では、主に腫瘍細胞の細
胞質優位に ALCAM 発現を認
め、一部細胞膜にも認めた。 
腫瘍細胞率により ALCAM 陽

性（ALCAM 陽性腫瘍細胞率：
25%以上）、ALCAM 部分陽性
（25%未満 1%以上）、ALCAM
陰性（1%未満）と大別した（図
2）。ALCAM 発現は髄芽腫の分
子遺伝学的診断の Subgroup ご
とに発現の程度に差異を認め
た。特に Subgroup X では、すべ
ての症例で ALCAM 陽性であり、ALCAM 発現は分子遺伝学的診断と強い相関性があることが
明らかになった（ P < 0.0001, Fisher’s exact test） 。これより、ALCAM は髄芽腫の分子遺伝
学的診断 Subgroup X において新規のバイオマーカーとなる可能性が示唆された。 
髄芽腫細胞株においても、ALCAM は各々の細胞株で異なった発現の程度を認め、Daoy, ONS-

76 は ALCAM 強発現、D231 は ALCAM 弱発現、D341 は ALCAM 発現を殆ど認めなかった
（図 3）。ALCAM 強発現である髄芽腫細胞株 Daoy, ONS-76 では ALCAM 発現ノックダウン株
を、ALCAM 発現を殆ど認めな
い D341 では ALCAM 強制発現
株をそれぞれ樹立した。ノック
ダウンと強制発現はフローサイ
トメトリー及び RT-qPCR によ
って確認された。細胞増殖能を
細胞増殖assayで検討を行うと、
ALCAM 発現と細胞増殖能につ
いて関連性を示すことが明らか
になった。 
本研究成果について、現在国際

誌に投稿し、査読・修正中であ
る。 
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Yoshimine Toshiki

13



2017年

2017年

2016年

2016年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
藤本康倫、端山昌樹、吉峰俊樹 44

 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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