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研究成果の概要： 
uPARAPはmRNAレベル、タンパクレベルにおいて正常脳に比べて神経膠腫で高発現してい
た。uPARAPを特異的に knock downする siRNAをデザインし、神経膠腫 cell lineにおける
uPARAPの機能解析を行った結果、同分子が神経膠腫の移動及び浸潤に関与している事が明ら
かになった。以上より同分子が浸潤能抑制による治療標的となる可能性が示唆された。また、

腫瘍幹細胞でもその発現が確認されたため、腫瘍幹細胞を標的とした治療に対する可能性も示

唆された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,700,000 0 1,700,000 

2008年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 480,000 3,780,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・脳神経外科学 
キーワード：脳腫瘍学, 腫瘍幹細胞, 腫瘍浸潤 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)神経膠腫と正常脳の遺伝子発現プロファ
イルをGene tip analysisにて比較した。結
果6個の正常脳平均に比べて神経膠腫で4倍
以上の高発現を認める遺伝子を同定した。 
(2)得られた遺伝子に関し、NCBIの遺伝子発
現データベースを利用して同定された6種の
遺伝子の発現を確認、神経膠腫に発現が認め
られる事と、正常組織における発現が比較的
かがられている事を条件に遺伝子を絞り込
んだ。更に文献的考察を加えて、uPARAPが乳
がん、頭頸部がん、前立腺がん等のがんにお

ける癌浸潤及び転移に関係している分子で
あるとの知見を得た。 
(3)上記(1)、(2)よりuPARAPが神経膠腫にお
いてもその浸潤機構に関し重要な役割を担
っているとの仮説を立て、同分子に関して神
経膠種におけるその発現、機能を検討する事
とした。 
 
 
２．研究の目的 
(1)uPARAPの神経膠種及び神経膠種幹細胞、
正常組織における発現を検討する。 
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(2)uPARAPが神経膠腫及びその幹細胞におい
ても移動及び浸潤に関与しているのではな
いか ”との仮説に基づき、神経膠腫 cell 
line培養細胞を用いた in vitroの実験を行
い、その証明及び uPARAPを治療標的として
用い得る可能性につき研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)qPCR及びWesternblotにて uPARAPの
発現を mRNA レベル及びタンパクレベルで
それぞれ評価した。 
(2)uPARAPを標的とした 2種類の siRNAを
デザインし、それらを用いて神経膠種 cell 
lineにおいて同分子を knock downした。ま
た Western Blot にて同分子が効果的に
knock downされているか否かを評価した。 
(3)Boyden chamber を用いて細胞の移動及
び浸潤能 siRNAを用いて uPARAPを knock 
downした神経膠腫 cell lineとコントロール
細胞において比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 6つのの神経膠腫と 4つの正常脳の遺伝
子発現プロファイルを比較した Gene tip 
analysisの結果を供覧する(表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 
 
(2)uPARAP の mRNA レベルでの発現を
qPCR で、タンパクレベルでの発現を
Western blotを用いて評価した。 
①正常組織における mRNA レベルでの
uPARAPの発現。(図 1) 

           (図 1) 
 
 
 正常脳での発現を 1として種々の正常組織
における uPARAP の発現を評価した。

uPARAP は検討した正常組織の中では心臓、
腎臓、精巣、前立腺、膵臓において高い発現
を認めた。uPARAP knock out mouseは明ら
かな phenotype を示さなかったとの報告が
あり、本研究で明らかになった正常組織にお
ける uPARAPの発現は uPARAPを標的にし
た全身治療の障壁にはならないと考えられ
た。 
②慶應義塾大学医学部脳神経外科の手術検
体をもちいた神経膠腫における mRNA レベ
ルでのuPARAPの発現を qPCRで検討した。
また cell lineを選択する目的で種々の神経膠
種 cell line における同分子の発現を同様に

qPCRで検討した(図 2) 
 
 
                (図 2) 
 
 神経膠腫検体において uPARAP はその悪
性度分類に関わらず正常脳コントロールと
比較して高い発現を認める事が明らかにな
った。 
 神経膠腫 cell lineの中では日本人の腫瘍検
体から樹立された KNS42 と KNS81 におい
て uPARAP が特に高発現していることが確
認された。この結果は uPARAP が日本人の
腫瘍検体を用いて施行された Gene tip 
analysisから選ばれた経緯にも矛盾しないと
考えられた。 
③慶應義塾大学医学部脳神経外科の手術検
体をもちいた神経膠腫におけるタンパクレ
ベルでの uPARAPの発現をWestern blotに
て評価した。また同じく慶應義塾大学医学部
脳神経外科の手術検体から分離樹立した脳
腫瘍幹細胞から調整したタンパク、神経幹細
胞から調整したタンパク、及び神経膠腫 cell 
line から調整したタンパクにおいても
uPARAPの発現を同様に評価した。(図 3) 
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         (図 3) 
 
*1 CSC#14: 腫瘍幹細胞(分離培養から 14回
めの継代の後タンパクを調整した) 
*2 NSC: 神経幹細胞 
*3 positive control: pcDNA3.1 vectorを用い
てuPARAPを強制発現させた293T細胞から
調整したタンパク 
*4 293T細胞から調整したタンパク 
 
 神経膠腫検体において uPARAP はタンパ
クレベルにおいてもその悪性度分類に関わ
らず正常脳コントロールと比較して高い発
現を認める事が明らかになった。 
 KNS42及び KNS81神経膠腫 cell line、脳
腫瘍幹細胞、神経幹細胞においても uPARAP
が正常脳コントロールと比較して高い発現
を示す事が明らかにされた。 
 
(3)uPARAP に対して design した 2 種類の
siRNAを作用させた KNS42及び KNS81神
経膠腫 cell lineにおいて 48時間後から 105
時間後にかけてのタンパクレベルでの
uPARAPの発現を評価した。(図 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
                (図4) 
 
 uPARAP を標的に design した 2 種類の
siRNAがそれぞれ transfection後 48時間後
から105時間後にかけてタンパクレベルで効
果的に uPARAP の発現を抑制する事が確認
された。このためこの 2 種類の siRNA 配列
を用いて神経膠腫 cell line を用いた
uPARAPの機能実験を行う事とした。 
 
(4)Boyden chamber と前述の 2 種類の
siRNA を用いて神経膠腫 cell line における
uPARAPの移動能を評価した。 
 
 
 2種類の siRNAでuPARAPをknock down
した神経膠腫 cell line の移動能は Negative 
Control siRNA を作用させた神経膠腫 cell 
line 及び siRNA を作用させなかった神経膠
腫 cell lineと比較して抑制される事が示され
た。(図 5) 

                        (図 5) 
 
(4)Boyden chamber と前述の 2 種類の
siRNA を用いて神経膠腫 cell line における
uPARAPの浸潤能を評価した。(図 6) 

                       (図 6) 
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した神経膠腫 cell line の浸潤能は Negative 
Control siRNA を作用させた神経膠腫 cell 
line 及び siRNA を作用させなかった神経膠
腫 cell lineと比較して抑制される事が示され
た。 
 
 
(5)以上の知見より神経膠腫 cell line におい
て uPARAP の機能を抑制する事で、その移
動能及び浸潤能を抑制できる可能性が示さ
れた。神経膠腫より分離した腫瘍幹細胞にお
いても uPARAP の発現が確認されている事
から神経膠腫の腫瘍幹細胞を標的とした新
規治療への応用も期待される。 
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