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研究成果の概要： 

axon guidance moleculeである Netrin-1及び DCCの発現をmRNAレベルでヒトグリオーマ

細胞株、ヒトグリオーマ摘出標本にて確認した。複数のヒトグリオーマ細胞株で Netrin-1の発

現が見られ、U87では DCCの発現も見られた。ヒトグリオーマ摘出標本でも同様に、Netrin-1

及び DCC の発現が見られ、組織型や症例ごとにその発現プロファイルは一様ではなかった。

ヒトグリオーマの biologyに axon guidance moleculeであるNetrin-1及びDCCが何らかの影

響を及ぼしている可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

（１）悪性グリオーマの予後は今日において

も依然不良であり、その治療成績の向上は脳

神経外科学分野における重要な課題である。
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悪性グリオーマの治療を困難なものとする

主な因子として、グリオーマ細胞の浸潤性と

それによる切除不可能性が挙げられる。 

（２）悪性グリオーマの浸潤に関する研究は、

これまで専ら細胞外マトリックス、メタロプ

ロテアーゼなどの蛋白分解酵素、細胞接着因

子などの側面からアプローチされてきた。わ

れわれは、axon guidance molecule として知

られる Netrin-1 が複数のヒトグリオーマ細

胞株に発現していることを見出した。また、

近年 Netrin-1 とその受容体である DCC が中

枢神経系の発生過程において、軸索の伸長の

みならず、神経細胞やグリア細胞の移動に重

要な役割を果たしていることが明らかとな

ってきた。具体的には中枢神経発生過程にお

い て 、 マ ウ ス 線 条 体 神 経 細 胞 の

subventricular zone（SVZ）からの移動に際

し、DCC を発現した線条体神経細胞に対して

Netrin-1 が repulsive agent として作用す

ること、一方で視神経へのオリゴデンドロサ

イト前駆細胞の移動においては、Netrin-1 が

attractive agent として作用し DCC を発現

したオリゴデンドロサイト前駆細胞の移動

を促すと考えられていることなどである。こ

の様に Netrin-1 は中枢神経発生過程におい

て、その受容体である DCC を発現した細胞に

対し repulsive agent あるいは attractive 

agent として作用し、細胞の移動を調節して

いると考えられる。グリオーマの起源と考え

られるグリア細胞の発生過程において、特に

細胞の移動に Netrin-1 が関与していること

は、グリオーマ細胞の浸潤過程においても

Netrin-1 が何らかの役割を果たしている可

能性を多いに示唆する。 

 

２．研究の目的 

悪性グリオーマの予後は今日においても依

然不良であり、その治療成績の向上は脳神経

外科学分野における重要な課題である。悪性

グリオーマの治療を困難なものとする主な

因子として、グリオーマ細胞の浸潤性とそれ

による切除不可能性が挙げられる。グリオー

マ細胞の浸潤性を制御し、治療成績の向上に

つながる新たな治療方法を開発することが

本研究の主要目的である。悪性グリオーマ細

胞の浸潤メカニズムにおいて、Netrin-1 とそ

の受容体である Deleted in colorectal 

cancer (DCC)の関与を解明し、グリオーマ細

胞の浸潤制御法開発の端緒としたい。 

 

３． 研究の方法 

(1)ヒトグリオーマ細胞株における Netrin-1、

DCC 発現の確認 

RT-PCR 法を用いて複数のヒトグリオーマ細

胞株における Netrin-1、DCC の発現を確認す

る。 

(2)U87などDCCを発現したヒトグリオーマ細

胞株を用いての invasion および migration 

assay 

DCC を発現したヒトグリオーマ細胞を

Matrigel 中で培養しその浸潤能を、また微小

孔のあいた membrane を用いて遊走能を評価



する。Netrin-1 の存在下、非存在下でその影

響を比較する。 

(3)Netrin-1、DCC のプラスミドベクターの作

成 

(4)DCC を発現しないヒトグリオーマ細胞株

（U251、U373 など）に DCC を導入し②と同様

のinvasionおよびmigration assayを行う。 

 

４．研究成果 

(1)ヒトグリオーマ細胞株における Netrin-1、

DCC 発現の確認 

ヒトグリオーマ細胞株における各 axon 

guidance molecule の発現を、RT－PCR 法を

用いて確認した。ヒトグリオーマ細胞株とし

て U87、U251、U373、KNS81 を使用した。ま

たNetrin-1発現のpositive controlとして、

ヒト線維芽細胞株 HEK293 を使用した。DCC 発

現の positive control としてはヒトグリオ

ーマ細胞株 U87 を使用した。まず、各培養細

胞より QIAGEN RNeasy Mini kit を用いて RNA

を抽出した。Netrin-1、DCC の primer をそれ

ぞ れ 設 定 し 、 invtrogen Superscript 

one-step RT-PCR kit を用いて RT-PCR を行っ

た。次いで RT-PCR 産物を１％アガロースゲ

ル上で電気泳動した。その結果、ヒトグリオ

ーマ細胞株では U87、U251、U373 に Netrin-1

のバンドが検出され、KNS81 では Netrin-1 の

バンドは検出されなかった。一方、DCC は U87

（先行実験で確認済み）でバンドが検出され、

U251、U373、KNS81 のヒトグリオーマ細胞株

では検出されなかった。これより、少なくと

も mRNA レベルでは U87、U251、U373 に

Netrin-1 の発現があり、U87 には Netrin-1

および DCCの両方の発現があることがわかっ

た。以上により、ヒトグリオーマ細胞株にお

けるaxon guidance moleculeであるNetrin-1、

DCC の発現プロファイルは一様ではないこと

が明らかとなった。 

(2)ヒトグリオーマ摘出サンプルにおける

Netrin-1、DCCの発現の確認 

ヒトグリオーマ摘出サンプルにおける各axon 

guidance moleculeの発現をRT-PCR法を用い

て確認した。ヒトグリオーマサンプルとして

、glioblastoma2例、anaplastic astrocytoma2

例、diffuse astrocytoma2例、

oligodendroglial tumor2例、pilocytic 

astrocytoma1例、pleomorphic 

xanthoastrocytoma2例の凍結標本を用いた。

またNetrin-1発現のpositive controlとして

、ヒト線維芽細胞株HEK293を使用した。DCC

発現のpositive controlとしてはヒトグリオ

ーマ細胞株U87を使用した。まず、QIAGEN 

RNeasy Mini kitを用いてRNAを抽出した。

Netrin-1、DCCのprimerをそれぞれ設定し、

invitrogen Superscript one-step RT-PCR kit

を用いてRT-PCRを行った。次いでRT-PCR産物

を１％アガロースゲル上で電気泳動した。結

果は以下の通りであり、ヒトグリオーマ摘出

サンプルにおけるmRNAレベルでの各種axon 

guidance moleculeの発現プロファイは、組織

型ごと、症例ごとに一様でないことが明らか

となった。 
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