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研究成果の概要（和文）：神経膠芽腫は, 腫瘍増殖や血管新生に関する複数のシグナル伝達経路を有し,これら
のシグナル伝達経路を標的とした多剤併用分子標的療法が必要と考えられる。研究を進めていく中で、腫瘍内不
均一性や表現型可塑性に起因する治療抵抗性の克服が重要であると考えられた。このため、メチオニン除去培地
で神経膠芽腫幹細胞を培養して変化する遺伝子発現やDNAメチル化について網羅的に解析し、メチオニン代謝経
路、ヘム合成経路、上皮間葉転換に関与する遺伝子発現に変化をきたすことが判明した。周囲のエネルギー供給
の変化に伴うダイナミックなメチオニン代謝経路の再編成が、腫瘍内不均一性や表現型可塑性に重要な役割を果
たすことが示された。

研究成果の概要（英文）：Because of the presence of diverse signaling pathways that regulate the 
coactivation of multiple tyrosine kinases in most malignant gliomas, we investigated the requirement
 for combined approaches targeting the multiple signaling pathways. Dynamic microenviroment-driven 
intratumoral heterogeneity and phenotypic plasticity play a key role in resistance to treatment and 
promote evolvability. Methionine deprivation from culture medium in human glioblastoma stem cells 
promoted alteration of gene expression of methylation specific pathways, heme biosynthetic pathways 
and proneural-mesenchymal transition, which were time dependent and reversible. Our findings suggest
 that rapid and dynamic reprogramming of methionine metabolism in response to short-term changes in 
energy source from surrounding environmental inputs plays a crucial role on the intratumor 
heterogeneity and phenotypic plasticity in human glioblastomas

研究分野：脳神経外科

キーワード： 神経膠芽腫　分子標的療法　代謝経路再編成　上皮間葉転換
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経膠芽腫細胞における代謝経路の再編成が、DNAのメチル化やヒストン修飾といったエピジェネティックな変
化や、腫瘍増殖に関与するシグナル伝達系の活性化と密接に関連して、細胞増殖、生存、浸潤、幹細胞性維持に
関与しており、神経膠芽腫に対する多剤併用分子標的療法の治療抵抗性に重要な役割を果たしている。本研究で
は、特にメチオニン代謝経路の再編成と上皮間葉転換に注目し、神経膠芽腫における代謝経路の再編成が腫瘍増
殖や治療抵抗性に与える機序について解析しており、本研究の成果は、神経膠芽腫に対する新たな治療法を創出
するための新たな知見となり得る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経膠芽腫は、中枢神経系で最も悪性度が高く、現在の標準治療（最大限の摘出、

放射線治療、化学療法）では治癒不可能な疾患である。現在、本邦で 神経膠芽腫に対

して主に用いられている化学療法薬は、 temozolomideと bevacizumabであり、これま

での治療法の進歩により、全生存期間、無増悪生存期間の延長が認められてきたが、

全生存期間は、15-17ヶ月と限定的である。 このため, 新たな治療薬や治療方法の開

発が切望されており、その中で分子標的療法が注目されてきた。近年、神経膠芽腫の

浸潤・増殖・血管新生に関与する複数のシグナル伝達経路の中で、Aktを介するシグ

ナル伝達経路（PI3K/Akt/mTORC経路）が重要視されてきており、他の固形癌に対し

ても、このシグナル伝達経路を標的とした治療法が盛んに開発されている。新たな治

療薬の開発には数年以上を要するため、現在、他の固形癌で臨床試験段階の治療薬の

中で、認容性が良好である治療薬の効果を検証し、多剤併用した場合の抗腫瘍効果を

解析して、新たな治療法を確立することが急務である。 
 
 
２．研究の目的 
神経膠芽腫において、Aktを介するシグナル伝達経路は複数存在し、フィードバッ

ク経路も存在するため、単剤投与による効果には限界があることが、これまでの基礎

研究や臨床研究で示されてきた。本研究は、様々な固形癌に対する臨床試験で使用さ

れ、認容性が良好な薬剤を使用して、近い将来実用可能な Aktを標的とした多剤併用

分子標的療法の確立を目的として開始された。 

神経膠芽腫に対する分子標的療法の標的となる Aktを介するシグナル伝達系とし

て、①AMPA/Akt経路、②PI3K/Akt/mTORC経路、③SHHシグナル伝達経路が重要視

されていた。これまでの研究では、これらのそれぞれ独立した 3つの経路を阻害する

治療薬として、忍容性が良好で、他の固形癌において、第一相・第二相臨床試験で使

用されている薬剤を用いて、抗腫瘍効果を解析することが主な計画であった。研究を

進めていく中で、複数の経路を阻害した場合でも、治療効果に限界があるのは、腫瘍

内不均一性や表現型可塑性に起因する治療抵抗性が主な原因となっていると考えるに

至った。腫瘍内不均一性や表現型可塑性をもたらす要因として、シグナル伝達系を制

御する DNAのメチル化やヒストン修飾といったエピジェネティックな変化が重要視

されており、この変化は腫瘍内でダイナミックに変化しているものと考えられる。ま

た、時代の変遷とともに、個々の腫瘍における遺伝子発現様式を網羅的に解析した結

果を基板として治療方法を選択する precision medicineの重要性が高まってきた。この

ため、メチオニン代謝経路の再編成（metabolic reprogramming）により、エピジェネテ

ィックな再編成が起こり（epigenetic reprogramming）、遺伝子発現様式が変化して、腫

瘍内不均一性や表現型可塑性が誘導されて、腫瘍増殖能、浸潤能、治療抵抗性が獲得

されると考えられ、この点に着目して研究を進めてきた。 
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３．研究の方法 
手術での余剰検体から神経膠芽腫幹細胞（6検体）を樹立し、メチオニン濃度を変化さ

せた培養液で培養する。メチオニン濃度に応じた表現型の変化を免疫組織染色で解析し、

増殖能の変化をWTA8 assayで解析した。 

メチオニン除去培地とメチオニン含有培地で培養した神経膠芽腫幹細胞を用いて、5-

ALA による蛍光強度の変化を、フローサイトメトリー（FACS 解析）および 蛍光顕微

鏡（keyence BZ-X800）で解析した。 

メチオニン除去培地とメチオニン含有培地で培養した神経膠芽腫幹細胞の遺伝子発現

の変化を、マイクロアレイ（ABI:Clariom™ D Assay）を用いて網羅的に解析した。 

検証実験では、RT-PCR法を用いて、メチオニン除去による遺伝子発現の変化を確認し、

ELISA法を用いてタンパク発現解析を行った。メチオニン除去によるエピゲノム再編成

の評価は、網羅的 DNAメチル化解析で評価し、その結果で得られたメチル化プロファ

イルの情報をもとに、メチル化のパターンを判別するアルゴリズムで分類し、メチオニ

ン代謝経路を起点とした上皮間葉転換のドライバー遺伝子を同定し、特異的にメチル化

された部位について解析した。 
 
 
４．研究成果 
メチオニン除去培地で培養した神経膠芽腫幹細胞をコロニーアッセイ法で解析する

と、 コロニー形成が極端に減少し、何らかの細胞死もしくは細胞周期の停止をきたし

ていた。 

マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析の結果から、メチオニン代謝産物であ

るS-アデノシルメチオニンキナーゼ依存性経路の低下が認められた。更に、細胞培養

液からメチオニンを除去することにより、メチル化に関与する遺伝子発現が変化し、

ヘム代謝経路に関与する遺伝子が変化することにより、5-ALAで誘導される腫瘍細胞

の蛍光強度が低下することが確認された。 

エピジェネティクス解析では、Global hypomethylationが認められ、ヘム合成経路に

関与する遺伝子の遺伝子座特異的なメチル化の変化が認められた。 

検証実験では、Flow cytometryで、5-ALAにより誘導されるPpIXの蛍光強度の低下が

認められた。また、RT-PCRで、メチル化に関与する遺伝子発現の変化とヘム合成経路

に関与する遺伝子発現の変化が認められた。メチオニン代謝経路でS-アデノシルメチ

オニンの低下が認められ、メチル化に関与する遺伝子発現（MAT2A, DNMT1, DNMT3A, 

DNMT3B, TET2）の変化が認められた。また、ヘム合成経路に関与する遺伝子発現

（FECH, ABCG2, ,FLVCR-1a, FLVCR-1b , HMOX1, HMOX2）の変化が認められ、これら

の変化は可逆性であった。 

Epigenetics network 解析では、メチオニン除去によって、pluripotency of stem cell, 

porphyrin and chlorophyll metabolism, microtuble, glutamatergic synapse, KEGG Glioma 

pathway等の経路が影響を受けていたことが判明している。 

また、マイクロアレイを用いた Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)解析では、メチオ

ニン除去によって、proneural-mesenchymal transition（上皮間葉転換）に関与する遺伝子

発現に変化をきたすことが判明し、Stem cell marker(PROM1, OLIG2, FOXM1)が減少する

ことが解ってきた。 
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メチオニン代謝経路とヘム代謝経路は、メチオニン代謝経路の再編によるエピゲノム修

飾を介して、密接に、ダイナミックに関連していると考えられる。ここまでの研究成果

は、学術論文として報告予定である。 
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