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研究成果の概要（和文）：膠芽腫は原発性悪性脳腫瘍であり予後不良な難治性の疾患である。本研究は膠芽腫幹
細胞に対する標的治療研究である。我々はNotchシグナルの活性指標となる核内転写因子RBPJに着目した。膠芽
腫組織ではRBPJの発現が正常脳より高いこと、膠芽腫幹細胞は分化型膠芽腫細胞よりもRBPJの発現が高いことを
確認した。膠芽腫幹細胞のRBPJ抑制により細胞増殖低下、幹細胞形質喪失を認めた。メカニズムとしてRBPJの阻
害により下流因子のインターロイキン6とSTATシグナルの抑制が誘導されたこと突き止めた。動物実験において
も腫瘍の縮小を認めた。膠芽腫幹細胞制御にはRBPJの阻害が有効であると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is a primary malignant brain tumor and is an intractable 
disease with a poor prognosis. This study is a targeted therapeutic study against glioblastoma stem 
cells. We focused on the nuclear transcription factor RBPJ, which is an active indicator of Notch 
signaling. RBPJ expression was higher in glioblastoma tissue than in normal brain, and glioblastoma 
stem cells had higher RBPJ expression than differentiated glioblastoma cells. RBPJ inhibition of 
glioblastoma stem cells results in decreased cell proliferation and loss of stem cell phenotype. As 
a mechanism, we found that inhibition of RBPJ induced inhibition of the downstream factors 
interleukin 6 and STAT signal. Tumor reduction was also checked in animal studies. It suggested that
 inhibition of RBPJ is effective for the regulation of glioblastoma stem cells.

研究分野：脳神経外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Notchシグナルは様々な癌腫において幹細胞性の維持や細胞増殖などの機能を有するとされている。膠芽腫幹細
胞においても同様であり、本研究ではNotchシグナルの活性に重要な核内転写因子RBPJが膠芽腫幹細胞で高発現
していることを確認した。膠芽腫幹細胞のRBPJを抑制することにより腫瘍細胞の増殖遅延や幹細胞性維持機能の
低下が認められた。従って、膠芽腫幹細胞制御にRBPJが重要な役割を果たしていることが示唆された。

※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 
膠芽腫（GBM）は脳腫瘍の中で最も悪性かつ制御困難な腫瘍である。腫瘍摘出術に加え放射
線化学療法を施行しても生存期間は 2 年未満の症例が多い。昨今の医療進歩による他臓器癌治
療成績の改善を鑑みると、過去 30 年間にわたり治療成績がほぼ不変である膠芽腫に対して新た
な治療法の確立は最重要課題である。膠芽腫は正常脳組織へ浸潤して増大していく特徴がある
ため他臓器固形癌と異なり外科的完全切除は不可能である。そのため外科的切除後の残存腫瘍
制御に対し新たな化学療法の確立が必須である。 
近年のがん基礎研究では腫瘍の起源となる癌幹細胞の存在が提唱されており、脳腫瘍におい
てもグリオーマ幹細胞がいちはやく同定され(Nature 2006)、研究領域が急速に拡大している。 
Notch シグナルとは、細胞間同士のシグナル伝達経路である。細胞膜上の Notch 受容体へ伝達
されたシグナルを核内へ伝達するためには γ-secretase により Notch 受容体の細胞内ドメインの
一部(Notch intracellular domain=NICD) を切り離す必要がある。さらに切り離された NICD は核
内へ移行し核内タンパクの RBPJ (Recombination signal-binding protein Jk)と結合し下流へシグ
ナル伝達を行う。Notch 下流シグナルには細胞の生存、増殖、cell cycle 等に関与する PI3K/AKT 
経路、MAPK/ERK 経路、JAK/STAT 経路を含め他の様々なシグナル経路が関連しているとされ
る。グリオーマ幹細胞においては腫瘍幹細胞の形質維持、腫瘍形成能、細胞増殖、アポトーシス
制御とされている。RBPJとは Notch シグナルを活性化させる重要な転写因子である。γ-secretase 
阻害剤よりも RBPJ 制御が癌幹細胞の腫瘍形成能を強力に抑制できることが報告され、注目さ
れている (J Expmed 2015, Tumour Biol 2015)。グリオーマに関しては、RBPJ を抑制することで幹
細胞形質の維持抑制、細胞増殖抑制の報告 (J Clin Invest, 2016) があるのみで今後更なる解析が
期待されている。 
 
２．研究の目的 
患者由来グリオーマ幹細胞株に対し shRNA による RBPJ の発現抑制の有効性を評価し膠芽腫
に対する新たな分子標的療法の基礎基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 

GBM組織および GBM幹細胞における RBPJ発現を確認する。 
GBM患者由来のグリオーマ幹細胞株を用いて、Notch シグナルの核内転写因子である RBPJ 
を shRNA で抑制し Notch 下流シグナルの変化、細胞増殖抑制効果、幹細胞形質維持抑制効果、
未分化および分化マーカーの変化を in vitro で確認する。In vitro で得られた結果を検証するた
めに RBPJ shRNA が導入されたグリオーマ幹細胞の xenograft を行い in vivo の結果が in vitro の
結果を反映しているかどうかを検証する。 
 
４．研究成果 
 膠芽腫組織の RBPJ発現レベルの解析と膠芽腫幹細胞に対する RBPJ発現抑制の解析を行うこ
とにより下記を明らかにした。 
 
（１） GBM 組織の RBPJ は蛋
白レベルおよび免疫組
織染色で正常脳より明
らかに高発現を認めた
（Figure 1A,1C）。また、
グリオーマの悪性度と
の比較では GBM（グレ
ード４）で RBPJが高発
現を呈した（Figure 1B）。 

 
 
（２） GBMの細胞株（U251, T98）を用いて RBPJの蛋
白発現レベルを確認した（Figure 2A）。shRNAを
用いて RBPJ の発現を低下させた結果（Figure 
2B）、細胞増殖能低下と細胞浸潤能低下が認めら
れた（Figure 2C, 2D）。 
（＊）HEK293は RBPJのポジティブコントロー
ル 

 

 
（３） GBM幹細胞（KGS01,KGS07, KGS10, KGS15）の

RBPJの発現は分化型 GBM細胞よりも高発現を
呈した（Figure 3A）。RBPJを shRNAでノックダ
ウンすること（Figure 3B）により細胞増殖の抑制



および幹細胞形質維
持の抑制を認めた
（Figure 3C, 3D）。 

 
 
 
 
 
 
 
（４） GBM の増殖にかか
わり Notchシグナル
の下流シグナルであ
る STAT3 シグナル
の変化をウエスタン
ブロッティングで確
認した。使用した全
ての GBM 細胞株及
び GBM幹細胞において RBPJ抑制によって STAT3の蛋白発現レベルは不変であったが
リン酸化 STAT3の蛋白発現低下が認められた（Figure 4A）。また、STAT3上流シグナル
であるインターロイキン 6（IL-6）の mRNA発現レベルの低下が認められた（Figure 4B）。 
 

（５） RBPJ 抑制による幹細胞表面マーカーの変化をウ
エスタンブロッティングで評価した。RBPJ抑制は
MesenchymalマーカーであるYKL-40の発現低下、
Proneuralマーカーである OLIG2, PDGFRαは発現
増加を誘導した。これより RBPJ は GBM の
Proneural, Mesenchymal, classical, neuralタイプの発
現マーカーに関わっている可能性が示唆された 
(Figure 5)。 

 

（６） RBPJ 抑制 GBM 幹細胞をヌードマウスの
脳へ移植したところコントロールと比較
して腫瘍増大速度の低下が認められ、生存
期間も延長した（Figure 6A, 6B）。それぞれ
の免疫組織染色では、RBPJ抑制 GBM幹細
胞によって発生した腫瘍はコントロール
より YKL-40の発現低下と OLIG2、PDGFR
αの発現増加を認めた（Figure 6C）。 

 
 
 
 
以上の研究結果から、RBPJ は膠芽腫組織だけで
なく、それを形成する膠芽腫幹細胞に高発現が認
めた。RBPJ の抑制により細胞増殖機能の低下、
幹細胞形質維持の抑制が認められた。このメカニ
ズムとして IL-6-STAT3 のシグナルが関与してい
ることが考えられた。また RBPJ抑制によって誘
導された GBM の幹細胞表面マーカーの変化か
ら RBPJ は GBM 幹細胞の phenotype shift に関与
していることが考えられた。in vitroの結果が、in 
vivo結果にも反映されたことから RBPJが幹細胞
標的治療の候補となりうると示唆された 
(Figure 7)。 
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