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研究成果の概要（和文）：治療後半年以内に致死的な再発を引き起こす膠芽腫において、グリオーマ幹細胞
（Glioma stem cell, GSC）は周囲環境への依存性が低く、生存、増殖に有利な成分を分泌することで自らニッ
チを形成する。しかし、そのような自律性ニッチの特性は十分に解明されていない。本研究では自律性ニッチの
成立過程の可視化に成功し、そのニッチが腫瘍塊の周辺のみならず、離れた正常脳にも形成されることを明らか
にした。また、低分子阻害剤スクリーニングより自律性ニッチの破綻を誘導する薬剤を複数同定した。

研究成果の概要（英文）：Glioblastomas are fatal because they recur within months after treatment, 
with limited options for additional therapy. Glioma stem cells (GSCs), the cells causing recurrence 
form their own niche by secreting components favorable for survival and proliferation. However, the 
characteristics of the GSC  autonomous niche have not been fully elucidated. In this study, we 
recorded the formation process of the autonomous niche and showed that, consistent with the 
recurrence patterns of glioblastomas, the niche is formed not only around the tumor mass but also in
 distant areas within the normal brain. Furthermore, through screening of small molecule inhibitors,
 we identified several drugs that disrupt the autonomic niche.Importantly, systemic factors were 
found to significantly influence the response of the tumor to these inhibitors. Further 
investigations of the interaction of the autonomous niche with systemic factors will thus be 
necessary to establish anti-niche therapies.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性腫瘍である膠芽腫において、その再発を防ぐ新しい治療戦略の確立が急務である。グリオーマ幹細胞が自
ら形成するニッチの成立機構の解明、制御因子及び候補阻害剤の同定は膠芽腫再発機構に関する生物学的理解に
貢献し、ニッチを破壊することで膠芽腫の根治につながると期待できる。

※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 

幹細胞はニッチと呼ばれる特殊な微小環境の中に存在する。ニッチは癌幹細胞の性質維持に不

可欠であることから、その機能阻害は癌幹細胞を根絶させる方法として注目されている。治療後

半年以内に致死的な再発を引き起こす膠芽腫において、血管や低酸素領域がグリオーマ幹細胞

（Glioma stem cell, GSC）にとってニッチになりうることが報告されている。しかし、ニッチ

の実態が充分に解明されておらず、有効な阻害方法も確立されていない。これまでの研究で、

GSCが血管近傍及び低酸素領域以外にも生存しうること、そして、一部の GSCが自らもニッチ

因子を分泌し、ニッチを構築しつつ腫瘍塊を形成しうることを見出した。本研究では GSCニッ

チ阻害療法の確立を最終目標とし、GSC が構築する自律性ニッチ（GSC autonomous niche, 

GAuN）ニッチの成立条件、性質及び構成成分を明らかにし、さらに、その制御因子を同定する

ことを目指した。 
 

２．研究の目的 

GSC が構築する自律性ニッチの実態解明を最終目標に、本研究ではマウスの膠芽腫モデルを用

いて 

（１）GAuNの構成成分同定 

（２）GAuNの制御因子の同定 

（３）GAuNの成立過程の可視化 

（４）GAuNの阻害方法の確立 

を目的とした。 
 

３．研究の方法 

膠芽腫モデルとして Ink4a/Arf-/- HRasV12+誘導型脳腫瘍幹細胞に基づいた移植モデルを用いて、

in vitroの GSCスフェア、ex vivoの培養脳切片、in vivoの担癌マウスを活用し、以下の解析

を実施した。 

（１）GAuN形成能力が高い GSCと低い GSCより RNA抽出を行い、マイクロアレイ解析に

て遺伝子発現プロファイルを評価した。また、GSC が分泌する液性因子を回収し、抗体アレイ

を用いて解析した。 

（２）バイオインフォマティックスの手法を用いて、上記解析の結果及びヒト膠芽腫における遺

伝子発現の大型国際データベースから GAuNを制御する因子の候補について検討した。 

（３）蛍光標識抗体及び蛍光色素を用いて、培養脳切片において血管、マイクログリア、低酸素

領域等のライブイメージングを行い、GSCとのインターアクションについて検証した。GSCが

形成する腫瘍塊並びに正常脳の経時的動画記録により GAuN成立過程を可視化した。 

（４）自律性の高い GSCからスフェアを作製し、GAuNを形成させた。GAuNに対し低分子化

合物ライブラリーを添加し、GAuN が破綻するスフェアの画像解析で細胞死を定量化し、薬剤

による GAuN破綻誘導の判定を行った。同定した薬剤については担癌マウスから作製した培養

脳切片に添加し、その効果を評価した。 

（５）年齢が異なるマウスより正常神経幹細胞、脳腫瘍幹細胞を再度樹立し、年齢による GAuN

形成への影響を評価した。 

 



 

４．研究成果 

（1）GAuNの構成成分解析：すでに樹立していた、自律性の高い GSCと自律性の低い GSCを

用いて、その分泌プロファイル並びに遺伝子発現プロファイルを解析した。その結果、自律性の

高い GSCは自ら自己複製能を促進する増殖因子の分泌のみならず、血管内皮細胞、免疫細胞の

増殖、遊走を促進する因子、細胞外マトリックスのリモデリング関連因子を分泌していることを

明らかにした。さらに、自律性の高い GSCにおいて酸化的リン酸化関連の因子が有意に高いこ

とを見出した。 

 

（2）GAuNの制御因子解析：自律性の高い GSCからスフェアを形成させ、外的ニッチ因子を

添加せず、GAuN のみが成立している条件で３D 培養を行った。GAuN 中の GSC に対し酸化

的リン酸化阻害剤を投与した結果、一部の阻害剤が活性酸素及び脂質酸化を上昇させることで

GAuNの破綻を誘導することを見出した。この結果より、REDOX関連因子が GAuNのマスタ

ー・レギュレーターであることであることを見出した。 

 

（3）GAuNの可視化：自律性の高い GSCをマウスの前脳に移植し、腫瘍を形成させた。培養

脳切片のリアルタイム・イメージングより、GSC が腫瘍塊と離れた正常脳まで微小環境を変性

させ、新しいニッチを形成することを明らかにした（図１）。さらに、酸化的リン酸化阻害剤の

投与により GAuNが破綻する過程を動画として記録することに成功した。 

 

 

（４）GAuNの阻害方法確立：自律性の高いGSC及び低分子化合物ライブラリーを用いてGAuN

破綻を誘導する薬剤を探索した（図２、赤：死細胞、黄色：GAuN 破綻誘導薬剤）。その結果、

1320種類の低分子化合物より 10μMでニッチ破綻を引き起こす 14化合物を同定した。14化合

物から血液脳関門の通過性が高い５化合物を選定し、ex vivoの効果検証実験を開始した。

担癌マウスより作製した培養脳切片に対し投与を行い、薬剤耐性の出現、併用療法の必要性

について判断した。効果が高い薬剤でも一部の幹細胞が内因性の耐性を有することが明ら

かになったため、酸化的リン酸化阻害剤との併用投与の評価を開始した。 

 

 

 

 



 

 

一部の GSC は GAuN 破綻後に再度スフェアを構築したことから、薬剤耐性を有することが疑

われた。その原因を検証するため、GAuN療法の標的となりうる GSCについても再度絞り込み

を行った。薬剤耐性の原因となる内的因子探索を開始し、年齢による影響の解析から着手した。

8 週齢と 28 週齢の Ink4a/Arf-/-マウスより神経幹細胞及び GSC を樹立し、GAuN の形成能力

を比較した。28週齢マウス由来の GSCでは増殖能、腫瘍形成能とも不均一性が高く、自律性が

高い GSC が多く含まれていた。得られた結果より GAuN を形成する確率が年齢と共に上昇す

る可能性が示唆され、今後、その分子基盤の詳細な解析が必要であると考えられた。 
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