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研究成果の概要（和文）：

極めて予後が不良である膠芽腫について、意義や機能は未だよくわかっていないが高発現
している遺伝子を解析し、その下流または上流のシグナル伝達に関わる新規機能遺伝子を
探索して、膠芽腫の新たな治療標的を見出すことを目的とした。IGFBP-2、CD24 という
遺伝子に着目し、これらが膠芽腫の浸潤性増殖を促進しており、治療標的となりうること
を見出し、さらにそれらを正に制御している遺伝子候補を 約 30 遺伝子特定し、その一
部について機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：
Glioblastoma is the most malignant brain tumor with very poor prognosis. I aimed to identify novel
functional genes influencing the malignant features of glioblastoma by analyzing some genes
overexpressed by glioblastomas whose detailed functions remain unknown. In this study, I focused
on IGFBP-2 and CD24, both of which were involved in the invasive growth of glioblastoma. The
cDNA microarrays for transcriptional profiling revealed significantly reduced expression of
progression-associated genes and enhanced expression of suppression-associated genes in response
to IGFBP-2 or CD24 knockdown in glioblastoma cell lines. Furthermore, about 30 functional genes
were identified as candidates for positive regulators of IGFBP-2 by an expression cloning method.
These genes and the related signal transductions serve as potential therapeutic targets in
glioblastoma.
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１．研究開始当初の背景
膠芽腫（Glioblastoma）は、著明な浸潤性

増殖と血管新生を特徴とする悪性脳腫瘍で
あり、近年の脳外科手術技術の向上、抗癌剤
の進歩にもかかわらず、未だ 2 年生存率が
30％にも満たない不治の病である。これまで、
膠芽腫の進展に関わる遺伝子、シグナル伝達
経路は報告されてきているが、治療に結びつ
いておらず、膠芽腫治療の糸口を掴むには、
何らかのブレークスルーが必要と考えられ
る。申請者はこれまでの研究において、膠芽
腫で高発現しているが、その真の機能は未知
である遺伝子の一つとして、 insulin-like
growth factor binding protein-2 (IGFBP-2)
に注目し、その発現、生体内機能について解
析してきた。IGFBP-2 は従来、胎児期に高
発現して脳の発達に関与し、 insulin-like
growth factors (IGFs) の調節に抑制的に働
く因子とされてきた。一方で、膠芽腫を含む
様々な悪性腫瘍において腫瘍進展に伴う高
発現が報告されてきており、IGFs のシグナ
ルから独立した未知の機能も有している可
能性が強く示唆されてきている。

２．研究の目的
本研究は、膠芽腫での高発現が報告されて

いるが、その意義や機能が未だよくわかって
いない遺伝子を解析し、その下流または上流
のシグナル伝達に関わる新規機能遺伝子を
探索して、膠芽腫の新規治療標的を見出すこ
とを目的とする。申請者がこれまでに解析し
てきた知見をもとにして、 IGFBP-2 と
CD24 が膠芽腫の浸潤性増殖を促進する機
序と、そこに関与する因子を解析し、膠芽腫
の悪性形質を制御するための分子標的を探
索する。また、IGFBP-2 および CD24 の発
現が薬剤耐性や放射線治療耐性へ関与する
可能性を検討し、現在用いられている治療の
補助療法の標的となり得ないか検討する。さ
らに、CD24 以外にも、cDNA マイクロアレ
イによって渉猟された IGFBP-2 と連動して
変動する候補遺伝子について、ノックダウン
を行って同様に解析し、悪性形質に関与し、
治療標的となりうる候補遺伝子を絞り込ん
でいく。さらに、forward genetics 法を用い
て、IGFBP-2 を制御している未知の遺伝子
を網羅的に探索する。

３．研究の方法
（1）レトロウイルスを用いて安定的に標的
遺伝子をノックダウンあるいは強制発現し、
それを定量的に評価する。表現型の変化を解
析する。（IGFBP-2 のノックダウンおよび強

制発現、CD24 のノックダウンおよび強制発
現を行う。）

（2）上記で作成した細胞について、cDNA
マイクロアレイを用いて遺伝子組み換えや
刺激の有無に伴う遺伝子発現プロファイル
の変化を解析して表現型の変化の原因とな
った候補遺伝子を抽出する（reverse genetics
法および強制発現系による解析）。

（ 3 ） IGFBP-2 のプロモーター配列を
thymidine kinase 遺伝子の上流に組み込ん
だベクターを構築し、膠芽腫細胞にトランス
フェクションする。 膠芽腫細胞のランダム
アンチセンスレトロウイルスライブラリー
ないしはランダム shRNA ライブラリーを構
築し、これを この細胞に感染させ、
ガンシクロビルを添加して選択し、生存した
細胞からコロニーを分離し、DNA を抽出し
て、レトロウイルスの配列をプライマーにし
てシークエンスを行い、細胞がガンシクロビ
ル選択から免れる要因となった配列を特定
する。この配列の標的遺伝子は、IGFBP-2 を
正に制御している遺伝子の候補である。
（forward genetics 法）

（4）こうして得られた遺伝子が実際に
IGFBP-2、CD24 を制御しているかどうか、
RT-PCR、realtime PCR、western blot で確
認し、これらの機能解析を行って、悪性形質
への関与を証明し、治療標的になりうるかど
うか検討する。

４．研究成果
IGFBP-2 は CD24 の上流にあって、膠

芽腫の浸潤性増殖を促進していること、
CD24 は IGFBP-2 による浸潤性増殖の
唯一の実行因子ではなく、約 40%の膠芽腫
で発現していて浸潤を促進していることが
わかった。IGFBP-2 、 CD24 を発現して
いる細胞では、いずれのノックダウンによ
っても、膠芽腫の浸潤が抑制され、ヌード
マウス脳内移植モデルにおける生存期間が
延長した。IGFBP-2 および CD24、それ
ぞれのノックダウン膠芽腫細胞の cDNA
マイクロアレイ解析によって、それぞれの
遺伝子抑制に連動して発現低下する遺伝子
群、上昇する遺伝子群、をそれぞれ数十遺
伝子特定し、IGFBP-2 および CD24 は全
体として、癌遺伝子、増殖促進因子、浸潤
促進因子を促進し、癌抑制遺伝子を抑制し
ていることがわかった。現在、得られた遺
伝子のノックダウン、強制発現を試みて、



それらが膠芽腫治療の分子標的となり得な
いか解析している。また、IGFBP-2 のプ
ロモーターを利用した expression cloning
法（ forward genetics 法）によって、
IGFBP-2 を正に制御している遺伝子候補
が 約 30 遺伝子得られており、その内、
TPM3 、DKK1 はやはり、膠芽腫の悪性形
質を促進していた。
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