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研究成果の概要（和文）：グリオブラストーマ(GBM)は難治性であり、抗血管療法に対しても、腫瘍の浸潤性亢
進により抵抗性を示す。本研究では、抗血管療法抵抗性の克服を目指し、新規治療法の開発を試みた。腫瘍特異
的代謝を抑制する解糖系阻害剤は、GBM細胞、特にGBM幹細胞に対して傷害性を示した。また、浸潤性も抑制した
ため、抗血管療法抵抗性を打破し得ることが期待された。さらに、浸潤性促進因子を同定したが、この発現抑制
により浸潤性亢進が抑制されたため、抗血管療法抵抗性克服に有用な治療標的であることが示唆された。浸潤性
抑制剤を得るためのスクリーニング系も樹立したため、今後、阻害剤の開発に繋げていく予定である。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma (GBM) is the most malignant and incurable brain tumor. 
Regardless of its vigorous angiogenesis, GBM was highly resistant to anti-angiogenic therapies which
 brought enhanced invasiveness. To overcome this resistance, we attempted to develop new therapeutic
 approaches in this study. Since tumor cells are dependent on glycolysis-predominant cellular 
metabolism, we targeted glycolysis with its inhibitor. The glycolysis inhibitor efficiently induced 
toxicity in GBM cells, particularly in GBM stem cells. It inhibited invasiveness as well, suggesting
 the usefulness in relief of anti-angiogenic therapy resistance. In addition, we identified a 
pro-invasive factor (PIF) in GBM. Inhibition of its expression significantly inhibited enhanced 
invasiveness and extended survival in GBM mouse models, suggesting that this factor is a promising 
target to conquer the anti-angiogenic therapy resistance. We will develop PIF inhibitors by using 
screening systems established in this study.

研究分野： 腫瘍学、腫瘍治療学、遺伝子治療学、ウイルス学、血液学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GBMは最も悪性度の高い脳腫瘍であり、生存期間中央値は1年半に満たない。治療成績は数十年間ほとんど向上し
ておらず、新規治療法開発は喫緊の課題である。本研究成果は、既存治療法とは機序の異なる治療法である、代
謝改変療法および浸潤性促進因子抑制法が抗血管療法抵抗性克服に有用であることを示唆するものである。GBM
治療開発における新たな可能性を示したものであり、学術的・社会的意義は高いと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
グリオブラストーマ(GBM)は最も悪性度の高いグリオーマである。現在の標準治療は外科的切

除後に放射線照射およびテモゾロマイドによる化学療法を加える集学的治療であるが、生存期
間中央値は 1 年半に満たず、治療成績は数十年間ほとんど向上していない。GBM は極めて腫瘍
血管に富む腫瘍であるため、抗血管内皮増殖因子(VEGF)抗体 bevacizumab 等による抗血管療
法が臨床に導入され、治療成績向上が期待されたが、効果は一過性で、予後の改善は得られなか
った(Gibert MR, et. al. N Engl J Med. 2014)。研究代表者らは以前に、抗 VEGF 療法抵抗性の
一因として、VEGF 非依存性に tumor-derived endothelial cell (TDEC)が形成されることを発
見した(Soda Y, et. al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2011; Soda Y. et.al. J Mol Med. 2013)。そこ
で、通常の新生血管(内皮は非腫瘍細胞)に加えて TDEC も標的とすることで、抗血管療法抵抗
性を打破することを目指し、自ら開発した GBM マウスモデルを用いて検討を行った。このモデ
ルは、発がんレンチウイルスベクターを脳内に注入して腫瘍を形成させるもので、病理学的特徴
も遺伝子発現様式もヒト GBM を忠実に再現する(Marumoto T, et. al. Nat Med. 2009; 
Friedmann-Morvinski D, et. al. Science. 2012)。通常の血管新生と TDEC の両者を減少させた
ところ腫瘍は著明に縮小したが、予想外に、生存期間は延長しなかった。その原因は、残存腫瘍
の浸潤性亢進であった。これは、GBM 患者の抗血管療法抵抗性の重要な一因であり、浸潤性抑
制は治療成績向上の鍵である。一方で、抗血管療法後の腫瘍は著しい低酸素環境にもかかわらず
生存を維持しており、低酸素環境での細胞死回避機構の関与が示唆された。悪性腫瘍は、嫌気的
解糖系由来のエネルギーに依存しており(ワールブルク効果)、ミトコンドリア機能(酸化的リン
酸化・電子伝達系)低下によるアポトーシス不活性化や活性酸素生成の低下等のため低酸素下で
も生存できる。従って、腫瘍特異的代謝を治療標的とすることができれば、抗血管療法の効果を
増強できると考えられた。 
抗血管療法後の浸潤性亢進の機序を解明するため、抗血管療法後の GBM マウスモデルの腫瘍

について遺伝子発現解析を行ったところ、治療群では、腫瘍浸潤や転移への関与が知られている
遺伝子の発現増加が認められた。これらの遺伝子の機能解析を進めた結果、浸潤性亢進に重要な
分子の候補を得た。抗血管療法後の腫瘍では、特に浸潤部位において候補に挙がった浸潤性促進
因子(PIF)の発現が亢進しており、GBM 細胞で発現を抑制すると in vitro での浸潤性が阻害さ
れた。従って、この PIF は腫瘍浸潤抑制を試みる際の標的として有用であることが示唆された。 
GBM に対する新規治療法は、抗血管療法以外にも様々な方法が開発されてきた。EGFR を標

的とする低分子阻害剤や抗体薬、浸潤性抑制を目的とした c-Met 阻害剤、免疫療法として抗 PD-
1 抗体や免疫遺伝子治療であるキメラ抗原受容体 T 細胞療法、単純ヘルペスウィルス等を用い
た腫瘍溶解療法等が試みられているが、予後を改善するかは明らかではない。DNA 修復酵素
MGMT のプロモーター領域のメチル化は化学療法反応性の予測に有用であるが、新規治療の開
発の緒とはなっていない。変異型イソクエン酸脱水素酵素(IDH)に対する阻害剤も開発されてい
るが、IDH 変異は低グレードのグリオーマで頻繁に認められる一方、大部分の GBM 症例では
認められず、有効例は少ないことが予想される。 
本研究で検討する腫瘍特異的代謝改変および PIF 標的化は、これらの何れの方法とも異なる機

序で抗腫瘍効果を狙ったものであり、抗血管療法の効果を改善することが示されれば、GBM 治
療法開発において革新的な進歩となると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GBM の抗血管療法抵抗性を克服する新規治療法の開発を目的とした。GBM 細胞

が TDEC を形成して血管新生することがこの抵抗性の一因であるが、GBM マウスモデルを用
い、TDEC および通常の血管内皮細胞による血管新生を抑制したところ、腫瘍縮小に反して残
存腫瘍の浸潤性が著明に亢進し、生存は延長しなかった。抗血管療法後の浸潤性亢進は臨床にお
ける重要な課題であり、その克服により抗血管療法の効果改善が期待される。腫瘍細胞の抗血管
療法後環境への順応には、腫瘍特異的代謝である解糖系亢進や酸化的リン酸化の低下が関与し
ているため、本研究では、この腫瘍特異的代謝の改変による抗血管療法抵抗性克服を目的として
検討を行った。 
また、抗血管療法後のマウス腫瘍における遺伝子発現解析の結果で、候補に挙がった PIF に注

目し、抗血管療法後の浸潤性亢進を抑制する際の標的分子としての有用性について検討するこ
ととした。さらに、この PIF の阻害剤候補を得るための化合物スクリーニング系の開発を試み
ることとした。 
現在臨床で使用されている抗 VEGF 抗体等による抗血管療法は、前臨床モデルでの良好な結果

に反し、GBM 患者の生存期間を延長することができない。原因として、他の血管形成促進因子
の関与や浸潤性亢進等のメカニズムが提唱されてきたが、未だそれらを標的とした有効な治療
法は無い。また、広く用いられている GBM 樹立細胞株移植モデルは、腫瘍幹細胞による治療抵
抗性、TDEC 形成能ならびに浸潤性等のヒト GBM の特徴を十分に再現しておらず、治療効果
が過大評価されていた可能性がある。本研究では、GBM マウスモデルおよび GBM 幹細胞とい



ったヒト GBM の病態、治療反応性をより忠実に再現できるモデルを用いて、抗血管療法抵抗性
を打破する新たな方法の開発を試みることとした。また、これらの方法は既存の GBM 治療法と
は作用機序が異なる革新的な治療法であり、既存の治療法との併用による治療成績向上も期待
される。 
 
３．研究の方法 
本研究では、GBM の抗血管療法抵抗性を代謝改変剤および浸潤性促進因子の抑制により克服

できるかを検討することを目的とし、以下の方法により検討を行った。 
（１）代謝改変剤の GBM 細胞に対する影響の検討 
①代謝改変剤：乳酸脱水素酵素 A 阻害剤 FX11、ピルビン酸デヒドロゲナーゼキナーゼ阻害剤ジ
クロロ酢酸(DCA)およびジクロロ酢酸ジイソプロピルアミン(DADA)を用いた。 
②GBM 細胞：マウス GBM 幹細胞(GSC)は GBM マウスモデルより樹立し、N-2 supplement、
EGF および bFGF を添加した DMEM/F12(1:1)培地(N2 培地)を用いたスフェロイド形成培養で
維持した(Marumoto T, et. al. Nat Med. 2009)。ヒト GBM 細胞株 U87MG、A172、U251、T98G、
DBTRGおよびLN229はATCCより入手し、FBS添加培地で平面培養した。ヒトGSC株BT67、
BT69 および BT89 は ATCC より入手し、ヒト神経幹細胞用培地を用いてスフェロイド形成培
養で維持した。 
③細胞傷害性の評価：マウス GSC はポリ L リジン(PLL)コーティング 96 ウェルプレートに播
種し、種々の濃度の代謝改変剤を添加した N2 培地で培養し、3-7 日後に生細胞数を計測した。
生細胞数は WST-8 (同仁堂)または CellTiter-Glo (Promega)を使用した。また、プレートイメー
ジャーによる自動計測法も用いた。ヒト GBM 細胞は無処理の 96 ウェルプレート、ヒト GSC
は PLL またはポリ D リジンコーティング 96 ウェルプレートに播種し、各種培地に FX11 を添
加し、3-14 日後にマウス GSC と同様に細胞数を計測した。低酸素状態での検討はマルチガスイ
ンキュベーターを用いて、2%O2で行った。 
④ミトコンドリア活性および活性酸素生成の評価： GSC を上記③と同様に培養し、ミトコンド
リア活性は JC-1 または MT-1(同仁堂)を用いて、また、活性酸素量は Highly Sensitive DCFH-
DA(同仁堂)を用いて、細胞内蛍光をプレートイメージャーで測定した。 
⑤細胞浸潤性の評価：3D スフェロイド浸潤アッセイにより浸潤性を評価した。先ず、超低接着
U 底プレートに細胞を播種し、スフェロイドを形成させた。マトリゲルを添加し、ゲル化後、
種々の濃度の FX11 を含む培地を加え、3-7 日後にスフェロイドの画像を倒立顕微鏡またはプレ
ートイメージャーを用いて撮影し、浸潤性突起形成について評価した。 
 
（２）浸潤性促進因子(PIF)抑制の浸潤性への影響の検討 
①PIFshRNA 発現細胞の作製：PIF 遺伝子に対する shRNA を複数設計し、レンチウイルスベ
クター(マーカーとして mCherry を持つ)を用いてマウス GSC に導入した。さらに、mCherry
陽性細胞をソーティングし、PIF 導入 GSC を得た。また、コントロール shRNA 導入 GSC も
作製した。これらの細胞について、定量的 RT-PCR で PIF 発現の低下を確認した。 
②遊走能の評価：スクラッチアッセイにより、GSC の遊走能を評価した。細胞外基質等をコー
ティングした 96 ウェルプレートに shPIF 導入 GSC を播種し、翌日チップ先端で線上の細胞剥
離創傷を作製し、さらに翌日、創傷部面積の変化を測定することにより、遊走能を評価した。 
③in vitro 浸潤性の評価：3D スフェロイド浸潤アッセイで、PIF 抑制による浸潤性抑制につい
て検討した。PIF 依存性細胞浸潤を評価できるように(1)-⑤に記した方法に改変を加え、shPIF
導入による GSC の浸潤面積の変化について評価した。 
④GBM マウスモデルによる評価：shPIF 導入 GSC、コントロール shRNA 導入 GSC または
shRNA 非導入 GSC を同系正常免疫マウス脳内に移植してマウスモデルを作製した。移植後 15
日目より 10 週間抗血管療法を行い、生存および腫瘍サイズの評価を行った。また、腫瘍が形成
された脳について、免疫組織学的に浸潤性、PIF 発現等の評価を行った。 
 
（３）PIF 阻害剤スクリーニング系の開発 
①一次スクリーニング系：(2)-②に記したように細胞遊走能の評価系を樹立したので、プレート
イメージャーの使用により、浸潤面積定量化の自動化を試みた。 
②二次スクリーニング系：(2)-③に記したように、PIF 依存性細胞浸潤性を評価できる 3D スフ
ェロイド浸潤アッセイを樹立したので、プレートイメージャーの使用により、浸潤度定量化の自
動化を試みた。 
 
４．研究成果 
 本研究では、GBM の抗血管療法抵抗性を打破するために、腫瘍特異的代謝改変療法および浸潤
性促進因子の抑制が有用であることを示唆する成果が得られた。具体的な成果内容については
以下に記す。 
（１）腫瘍特異的代謝改変療法の開発 
①代謝改変剤のマウス GSC に対する影響の検討 
GBM マウスモデルより樹立した GSC における、種々の代謝改変剤の細胞傷害性について検討し



た。先ず、正常酸素(21%O2)下での作用について検討したところ、FX11、DCA および DADA 全てで、
濃度依存的な細胞傷害作用が認められた。FX11 では各細胞における IC50が 0.1-0.5µM と低濃度
であったが、DCA および DADA では IC50は約 5mM と高濃度であった。次に、低酸素(2%O2)におけ
る細胞傷害性について検討したところ、FX11 では IC50が約 1-5µM であり、DCA および DADA では
IC50 は約 10mM であった。低酸素では細胞増殖が著明に低下しており、代謝改変剤の作用が減弱
した一因となっている可能性が考えられた。 
以上の結果より、FX11 は腫瘍特異的代謝を抑制でき、低酸素状態でも一定の抗腫瘍効果が期待

できると考え、浸潤性に対する影響について検討した。先ず、3D 培養系では、正常酸素下で 1-
5µM、低酸素下で約 10µMで、著明にスフェロイドサイズの縮小が認められた。次に、細胞外基質
存在下の 3D スフェロイド浸潤アッセイで浸潤突起形成を評価したところ、正常酸素下では約
10nM、低酸素下でも約 30nM で著明な浸潤性の抑制が認められた。浸潤性抑制は、細胞傷害性が
明らかでない低濃度で認められており、腫瘍細胞浸潤における解糖系の関与が示唆された。従っ
て、FX11 は腫瘍細胞に対する傷害性を示すのみならず、浸潤性抑制作用も持つため、抗血管療
法抵抗性打破に有用である可能性が示唆された。 
 
②代謝改変剤のヒト GBM 細胞に対する影響の検討  
マウス GSC を用いた検討で、FX11 による解糖系抑制の GBM 治療における有用性が示唆されたた

め、ヒト GBM 細胞に対する影響について検討した。先ず、広く使用されているヒト GBM 細胞株、
U87MG、A172、U251、T98G、DBTRG および LN229 細胞に対する FX11 の細胞傷害性について検討し
たところ、各細胞の IC50は正常酸素で約 20-50µM、低酸素下で約 30-50µMであり、マウス GSC の
結果と比べ 100 倍程度高い値であった。血清存在下の平面培養で維持されている GBM 細胞株は
元の腫瘍から性質が変化していることが知られており、代謝に関しても変化していることが解
糖系抑制に対する低感受性の原因ではないかと考えられた。そこで、ヒト GBM 細胞についても、
元の腫瘍の性質を維持している GSC について検討を行うこととした。3種類のヒト GSC 株 BT67、
BT69、BT89 に対する FX11 の細胞傷害性を評価したところ、IC50は正常酸素下で約 3-15µM、低酸
素下で 5-10µMと平面培養細胞よりも著明に低く、マウス GSC により近い結果が得られた。また、
FX11 は細胞傷害を及ぼす濃度においても、ミトコンドリア活性化や活性酸素の生成増加は認め
られず、解糖系低下が細胞傷害性の主因であることが示唆された。 
以上の結果より、GSC は解糖系抑制に対する感受性が高いことが示唆されたため、さらに FX11

が浸潤性に及ぼす影響について検討を加えた。先ず、3D 培養系における IC50 は、各細胞ともに
10-20µMであった。一方、浸潤性に関しては、BT89 において IC50は 30nM で、細胞傷害性が認め
られない低濃度での抑制が認められた。また、BT67 および BT69 では細胞傷害性の結果と同様の
IC50であった。従って、ヒト GSC はマウス GSC と同様に解糖系抑制に感受性が高く、低酸素下で
もほぼ同様の感受性を示すことが判った。従って、GBM 治療、特に抗血管療法抵抗性打破におい
て、解糖系の標的化が有用であることが示唆された。現在、GBM マウスモデルを用いて、解糖系
抑制の有用性および毒性について検討中である。 
今後、抗血管療法や既存化学療法との併用により、治療効果増強が可能であるか検討を進める

予定である。 
 
（２）腫瘍浸潤抑制における浸潤性促進因子(PIF)標的化の有用性 
①in vitro での浸潤性抑制作用の検討 
 これまでの検討で、PIF に対する shRNA の導入が、マウス GSC の in vitro での浸潤性を抑制
することが示唆されたため、さらに複数の shRNA を設計して効果の確認を行った。先ず、レンチ
ウイルスベクターでこれらの shRNA をマウス GSC に導入し、PIF の発現低下について確認した。
次に、PIF 発現が低下した細胞およびコントロール shRNA を導入した細胞について、in vitro で
の浸潤性を評価した。細胞外基質成分をコーティングしたプレートで付着培養した GBM 細胞を
用いてスクラッチアッセイを行ったところ、shPIF 導入細胞での遊走能の低下が認められた。一
方、コントロール shRNA 導入細胞では、遊走能の変化は認められなかった。さらに、3D スフェ
ロイド浸潤アッセイで浸潤性の変化について検討したところ、shPIF 導入細胞での著明な浸潤性
低下が認められた。また、この低下は外因性の PIF 添加により解除された。従って、PIF は in 
vitro での浸潤性に重要な因子であることが示唆された。 
 
②GBM マウスモデルにおける抗腫瘍効果の検討 
上記の in vitro の結果より、PIF が浸潤性促進因子であることが示唆されたため、GBM マウス

モデルを用いて検討を行った。GSC を同系正常免疫マウス脳内に移植した GBM マウスモデルに対
して抗血管療法を行ったところ、shRNA 非導入またはコントロール shRNA 導入細胞移植マウスで
は、有意な生存期間の延長は認められなかった。一方、shPIF 導入 GSC 移植マウスでは、著明な
腫瘍縮小と生存期間の延長が認められた。これらの腫瘍では、PIF の発現が低下しており、浸潤
性亢進の抑制が認められた。 
以上の結果より、この PIF は抗血管療法後の浸潤性を促進する重要な因子であり、治療標的と

して有用であることが示された。 
 
（３）PIF 阻害剤開発に向けた基礎検討 



①浸潤性抑制剤一次スクリーニング系の開発 
(2)の結果より、本研究で同定した PIF は治療標的として有用であることが示唆されたため、阻

害剤を開発するために必要な化合物スクリーニング系の樹立を行った。 
一次スクリーニングには簡便性が求められるため、スクラッチアッセイ法を用いることとした。

(2)-①に記したように、細胞外基質をコーティングしたマルチウェルプレートに GSC を播種す
ることにより、PIF 依存性の細胞浸潤性を評価することが可能であった。本アッセイはプレート
イメージャーを用いることにより、自動的に浸潤面積の定量化できるため、化合物スクリーニン
グに応用可能であると考えられた。 
 
②浸潤性抑制剤二次スクリーニング系の開発 
一次スクリーニングのスクラッチアッセイでは、細胞遊走のみを抑制する化合物も選択されて

くる可能性があるため、二次スクリーニングでは、より in vivo に近い環境を再現した浸潤性評
価系が必要である。そこで、3D スフェロイド浸潤アッセイを用いたスクリーニング系の開発を
試みたところ、(2)-①に記したように、PIF 依存性の 3D スフェロイド浸潤性を評価可能な系を
樹立できた。本法に関してもプレートイメージャーを用いることにより自動的に浸潤度を定量
化することが可能なため、化合物スクリーニングに応用可能である。 
以上のように、阻害剤スクリーニング系が樹立できたと考えられるため、今後、化合物ライブ

ラリーのスクリーニングを行う予定である。 
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