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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫が治療抵抗性を獲得する原因として、さまざまな要因が考えられている
が、我々は微小環境、中でも低酸素環境と腫瘍幹細胞に注目し、悪性神経膠腫の患者検体から腫瘍幹細胞株を単
離・樹立し、低酸素環境における遺伝子変化を検討した。腫瘍幹細胞は、瘍幹細胞は微小環境下で多様性を獲得
すること、腫瘍幹細胞が腫瘍微小環境を利用する分子機構などが分かってきた。そのような中、腫瘍幹細胞の非
対称分裂の分子機構を検索し、またN-mycの発現を抑制するNDRG1遺伝子に着目することで、膠芽腫の新たな治療
法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Malignant glioma showed treatment resistance due to various factors 
including hypoxic microenvironment and glioma stem cells. We isolated glioma stem cells in patients 
with glioblastoma (GBM) and examined the genetic changes under hypoxic condition. We found the 
gaining diversity under microenvironment and possible novel mechanism to utilize microenvironment in
 glioma stem cells. Above all, we examined both molecular mechanism of asymmetric cell division in 
glioma stem cells and NDRG1-dependent antitumor effects, suggesting the clinical benefits of 
NDRG1-targeted therapeutics against GBM.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 脳腫瘍　遺伝子　治療　微小環境制御　幹細胞　precision medicine　非対称分裂　NDRG1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性脳腫瘍は予後不良な疾患である。これまで様々な治療が行われてきたが、極めて治療抵抗性である。そこ
で、我々は腫瘍幹細胞株を単離・樹立していく過程で、NDRG1遺伝子に着目し研究を推進させた。この遺伝子は
膠芽腫の予後を左右する因子でありこれまでにない切り口での治療法開発に結び付く可能性を見出せたことは、
将来の治療発展に新展開をもたらすことが期待でき、学術的意義は極めて高いと考えられる。

※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 

原発性脳腫瘍は形態学的に多彩な像を示し、組織分類も非常に複雑で多岐に富む。国際的に

は腫瘍の形態学、細胞学、分子遺伝学、免疫組織学的特徴、特に遺伝子診断と組織診断を統合

化した新 WHO 分類へと移行した。低悪性度神経膠腫は段階的に悪性化していく腫瘍であり、腫

瘍が発生し進行していく中で遺伝子異常が蓄積していくことが知られているが、2009 年に約 80％

の低悪性度神経膠腫 は IDH1 または IDH2 の変異を持つことが分かった。一方、小児正中線上の脳

腫瘍ではヒストン蛋白の一種である H3F3A の変異や、初発より膠芽腫で発症した成人症例では

PI3K(EGFR,PI3K,PTEN)、TP53、Rb pathwayなどが関与しており、同じ組織型でも遺伝子異常は大

きく異なっている。 

近年、脳腫瘍細胞の薬剤抵抗性、放射線抵抗性、再発時の腫瘍原性、全ての統一的な原因に

なっているものとして、自身はほとんど増殖することなく、大量の腫瘍細胞を供給する脳腫瘍幹細

胞の存在が指摘されている。これまで樹立できた脳腫瘍細胞株や幹細胞株では IDH の変異が見

られなかったが、共同研究者である MGH の脇本浩明博士らは IDH 変異のある幹細胞株樹立に

成功した（Clin Cancer Res. 2014, Cancer Cell,2015）。また、我々は脳幹腫瘍の患者検体より、ヒス

トン蛋白 K27M 遺伝子異常を有する幹細胞株 Saga027 細胞樹立に成功している。腫瘍を取り巻く

微小環境が、腫瘍の増殖や悪性化に関与することが指摘されているが、同一組織内における腫

瘍微小環境の多様性が、腫瘍の難治性・治療抵抗性に繫がる腫瘍細胞自身の多様性創出にも

関与していることが報告されている。実際、腫瘍幹細胞周囲にあって、腫瘍幹細胞の生存・分裂

に関与するニッチ細胞が存在する。ニッチ細胞は酸素を供給する血管の細胞、腫瘍の間を埋める

間質細胞、免疫細胞、そして娘細胞であるがん細胞からなり、腫瘍幹細胞が維持される分子機構

の解明も進んでいる。そこで根治を目指した治療法開発には、腫瘍の微小環境を解明し、それに

基づく革新的な治療法開発が不可欠となる。       

このような背景のもと、患者検体から得られたさまざまな脳腫瘍幹細胞を用いて、脳腫瘍幹細

胞のゲノム異常に基づいた微小環境を検討し、ゲノム異常と微小環境をターゲットにした

precision medicine を実現するという発想に至った。 
 
２．研究の目的 

腫瘍組織の中には腫瘍幹細胞が存在し、近年、腫瘍幹細胞が一度の細胞分裂で同じ腫瘍幹

細胞と分化が進んだ細胞を生み出す『非対称分裂』をすることが報告されている。また、DNA メチ

ル化は遺伝子転写の重要な調節装置であり、異常 DNA メチル化は、がん抑制遺伝子のプロモー

ター領域に作用し転写を抑制する主要なエピジェネティク修飾の 1 つであり、多くのヒト悪性腫瘍

と関連している。腫瘍幹細胞は、非対称分裂と対称分裂を使い分け、ゲノムに加えエピゲノムな

変化を生じ、自己複製能と多分化能のバランスをとり、様々な環境に適応している。それが腫瘍

形成や増殖、さらには放射線治療や薬物治療に対する抵抗性に深く関わっている。 

近年、正常組織はごく少数の組幹細胞を頂点としたヒエラルキーを持った細胞集団から構成さ

れることが分かり、腫瘍組織でも同様にヒエラルキーの頂点にある腫瘍幹細胞と、そこから派生

する腫瘍前駆細胞、さらに分化した腫瘍幹細胞から構成されている。これらの複数の腫瘍幹細胞

を中心とする腫瘍細胞集団は、それぞれ異なる腫瘍幹細胞ニッチ（微小環境）により制御を受け

ている。いくつかはニッチを必要とせずに腫瘍細胞集団として自立的に増殖すると考えられる一

方、ニッチ依存的に増殖する腫瘍細胞集団も存在し、腫瘍の増大や縮小をコントロールしていると

考えられている。 



 

３．研究の方法 

①  低酸素、サイトカインなどの様々な細胞環境ストレスが治療抵抗性に及ぼす影響 

各細胞株を正常および低酸素環境で培養し、遺伝子発現（c-MYC、MYCN）、腫瘍幹細胞マーカ

ー（CD133）、低酸素関連因子（HIFs）などについて検討する。非対称性分裂に関与する遺伝子と

して知られている tripatite motif- containing protein 群（TRIM 群）の中で、MYCN に関連して報告

のある TRIM32、膠芽腫で報告のある TRIM3 について詳細に検討する。 

 

②  腫瘍幹細胞の遺伝子相違が、細胞環境ストレスがゲノム・エピゲノムに及ぼす影響非対称  

分裂関連因子についての検討  

非対称性分裂に関与する遺伝子として知られている tripatite motif- containing protein 群

（TRIM 群）の中で、MYCN に関連して報告のある TRIM32、膠芽腫で報告のある TRIM3 などにつ

いて検討する。細胞株を正常酸素状態（21％ O2）と低酸素状態（１％ O2）で培養する。それぞ

れの細胞株から mRNA を抽出し qRT-PCR で mRNA の発現量を定量化、蛋白を抽出し、CD133、

HIF-1、c-MYC、MYCN、Trim32、Trim3 について Western blotting を行う。更には、非対称分裂像

を蛍光免疫染色（Indirect immunofluorescence法を用いて、fluorescence microscopeにて観察し、

分裂機構（使用抗体：γ-Tubulin、Pan-Cadherin、NuMA、DAPI、ODF2）を可視化する。また、メチル

化解析を行うとともに、メチル化阻害剤の効果について腫瘍細胞株間の相違を比較検討する。 

 

③ 脳腫瘍幹細胞をターゲットにした、NDRG1 の治療標的としての有用性の評価  

NDRG1 は、様々ながん種において腫瘍増殖や血管新生、転移を抑制することが報告されており、

神経組織を含む様々な組織・器官の分化に関与し、がん遺伝子として知られる N-myc や c-Myc

によって負に制御される遺伝子である。さらに、GBM を含む Glioma 患者においても NDRG1 が高

発現している患者は生存期間が長いことが報告されているが、NDRG1 が GBM の進展に関与す

る詳細な機序は解明されていないことから、詳細な検討を行う。 

 

４．研究成果 

①  非対称分裂についての検討 

腫瘍幹細胞が一度の細胞分裂で同じ腫瘍幹細胞と分化が進んだ細胞を生み出す『非対称分

裂』をすることが報告されている。腫瘍幹細胞は、非対称分裂と対称分裂を使い分けることで、幹

細胞性の維持と腫瘍組織の不均一性のバランスをとり、様々な環境に適応する。それが腫瘍形

成や増殖、さらには放射線治療や薬物治療に対する抵抗性に深く関わっている。分裂機構を制

御して、腫瘍組 織から腫瘍形成能を有する腫瘍幹細胞をできる限り排除し、より分化した細胞集

団に導くことが有効な治療法のひとつと考えられる。Glioma stem-like cell: GSLC の幹細胞性の維

持に TGF-βが関与し、TGF-β阻害剤が GSLC の腫瘍形成能を著しく阻害することが報告されて

いる。一方で同じく TGF-βファミリーに属する骨形成因子 Bone morphogenetic protein 4: BMP4

は GSLC の腫瘍形成能を 低下させることが報告されている。その機序については未解明な部分

が多い。そこで我々は、BMP4 存在下での腫瘍幹細胞の分裂機構について検討した。スフェア培

養した GSLC に BMP4 を作用させたところ、代表的な神経幹細胞の細胞表面マーカーである

CD133 の発現が低下した。さらに細胞分裂時の CD133 の分布を蛍光顕微鏡で観察すると、GSLC

の非対称分裂が誘発されていることが分かった。 

②  脳腫瘍幹細胞における NDRG1 遺伝子を分子標的とした治療法の開発 



NDRG1 発現は患者予後に正に相関することが分かり、NDRG1 遺伝子の抑制は膠芽腫細胞増殖

を亢進し、GSK3β、AKT/S6 活性を促進することを見出した。この効果は GSK3β阻害剤で相殺さ

れることも分かった。また、NDRG1 過剰発現は GSK3β、AKT/S6 活性や細胞周期進行、増殖を抑

制しすることが分かり、NDRG1 は GSK3βの、GSK3βによるリン酸化は NDRG1 の安定性を低下さ

せた。更に Differentiation inducing factor-1（DIF-1）は NDRG1 発現を誘導し、同所移植腫瘍の増

殖を抑制することを報告した。以上のことより、NDRG1 は GSK3βを介し、生存/増殖や細胞周期に

関わるシグナルを抑制し、膠芽腫細胞の増殖を抑制する。更に DIF-1 は血液脳関門を通過するこ

とが可能であり、DIF-1 を用いた NDRG1 標的は新たな有効な膠芽腫治療になり得ることを報告し

た。 
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