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研究成果の概要（和文）：悪性脳腫瘍の膠芽腫（Glioblastoma=GBM）は、あらゆるがんの中でも最も予後不良で
あり、5年生存率が10%以下の難治性がんである。近年、グリオーマ幹細胞（Glioma-initiating cell=GIC）など
の微量の治療抵抗性細胞群がGBMの悪性化進展や抗がん剤に対する抵抗性を担うことが示されている。本研究で
は、SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 (SMURF2) のリン酸化修飾が、GICの幹細胞性維持や腫瘍形
成能に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma (GBM) is the most common high-grade malignant glioma in adults.
 Emerging evidence indicates that glioma-initiating cell (GICs) contribute to glioblastoma 
initiation, progression and recurrence owing to their self-renewal capacity and tumorigenicity. SMAD
 specific E3 ubiquitin protein ligase 2 (SMURF2) belongs to the E3 ubiquitin ligase family. We have 
previously demonstrated that phosphorylation of SMURF2 at Thr249 activates its E3 ubiquitin ligase 
activity. Here, we show that the importance of SMURF2Thr249 phosphorylation in maintenance of 
stemness and tumorigenicity of GICs, and a potential target for GIC-directed therapy.

研究分野：薬理学

キーワード： がん幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グリオーマだけでなく急性骨髄性白血病、乳がんや前立腺がんなどにおいても、その病態とがん幹細胞特性に緊
密な関連性があることが報告されている。本研究の遂行によって、「GICの幹細胞性調節機構の解明」によりGBM
のような難治性がんに対する新規治療標的が明確になるだけでなく、がん幹細胞制御および、がん進展制御への
包括的な理解が進み、グリオーマだけでなく、がん幹細胞が関与する様々ながんに対する根本的治療法開発への
展開が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2（SMURF2）は、E3ユビキチンリガーゼの一種
である。SMURF2は、TGF-βシグナルをはじめとする多様なシグナルを厳密に制御することで、細
胞の増殖や浸潤、自己複製、遊走などの細胞機能を調節することが知られている。一方、SMURF2
のE3ユビキチンリガーゼ活性は、様々なシグナルにより調節されるが、リン酸化などの翻訳後修
飾によっても調節される。我々は、SMURF2の新規リン酸化サイト（249番目のスレオニン）を発
見し、そのリン酸化状態とE3ユビキチンリガーゼ活性が正の相関性を示すことを見出した。 
グリオーマは、原発性悪性脳腫瘍の約 80%を占め、WHO の基準により 4 段階の悪性度（Grade 
Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ）に分類される。グリオーマの一種である膠芽腫（Glioblastoma; GBM）は、最
も悪性度が高い致死性がんであり、Grade Ⅳに分類される。近年、グリオーマ幹細胞（Glioma-
initiating cells=GICs）などの微量の治療抵抗性細胞群が、GBM の悪性化進展や抗がん剤に対
する抵抗性を担うことが示されている。すなわち、GICs を標的とし、GICs の根絶を目指す治療
戦略は、GBM に対する新規治療法開発に貢献可能であることが示唆される。 
 
２．研究の目的 
SMURF2 は、がん関連タンパク質の活性調節も担っていることが知られており、がんの発症・
進展における重要性が示唆されている。しかしながら、GICs の幹細胞性維持機構及び腫瘍形成
能、グリオーマの病態形成における SMURF2 および SMURF2Thr249 のリン酸化修飾の役割やその
詳細なメカニズムは明らかになっていない。したがって本研究では、①：SMURF2 および
SMURF2Thr249 のリン酸化修飾によるグリオーマ進展制御メカニズムの解明、②：SMURF2Thr249
のリン酸化修飾を担う因子とキナーゼの同定、③：SMURF2Thr249 のリン酸化修飾を標的とした
新規グリオーマ治療薬の探索を実施し、実臨床への応用に向けた「がん幹細胞を標的とした革新
的な抗がん剤開発」の基盤確立を試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）レンチウイルスベクターを用いて shSMURF2 および SMURF2T249A 変異体を GICs に導入し、
細胞の表現型を観察した。幹細胞培地（GlutaMAX、B27 supplement minus vitamin A、EGF、FGF
を加えたDMEM/F12）で培養し、tumorshpere formation assayおよびin vitro limiting dilution 
assay を行い、GICs の幹細胞性を評価した。 
 
（2）雌性ヌードマウス（BALB/cSlc-nu/nu）を用いて GBM モデルを作製した。マイクロドリルで
頭蓋穿孔を開け、硬膜下の深さ 3 mm に GICs を 5×104個移植した。モデルマウスを経時的に観
察し、体重の 20%以上の減少あるいは神経系の症状が認められた時点をエンドポイントとし、マ
ウスの生存期間を観察した。また、摘出した脳を組織学的に解析した。 
 
（3）pSMURF2Thr249 ペプチド（RTHLH-Thr(PO3H2)-PPDLPEGYC）を基質としたホスファターゼア
ッセイおよびモリブドリン酸錯体形成による脱リン酸基の呈色反応により、化合物ライブラリ
ーの一次スクリーニングを実施した。化合物ライブラリーは、東京大学創薬機構の Validate 
compound library を用いた。 
 
４．研究成果 
（1）GBM 患者由来 GICs で shSMURF2 により SMURF2 発現を抑制し、GICs の幹細胞性維持機構に
おける SMURF2 の機能的役割を検討した。SMURF2 ノックダウン群ではスフィア数が増加し、GICs
の自己複製能が増強した。次に GBM モデルマウスを用いて、SMURF2 が GICs の腫瘍形成能に与え
る影響を検討した。SMURF2 をノックダウンした GICs を移植した群では、コントロール移植群と
比較して、生存期間が著明に短縮し、腫瘍体積が増加した。以上の結果から、GICs の自己複製
能と腫瘍形成能において SMURF2 が重要や役割を示すことが明らかとなった。 
 
（2）SMURF2Thr249 のリン酸化修飾が、GICs の幹細胞性維持に関与しているかを in vitro で検
討した。249 番目のスレオニンをアラニンで置換したリン酸化不活性化体（SMURF2T249A）を作
製し、GICs に導入した。その結果、SMURF2T249A 群は、スフィア形成能と自己複製能が増強した。
次に、GICs の腫瘍形成能における SMURF2Thr249 のリン酸化の影響を in vivo で検討した。
SMURF2T249A 群において、GBM モデルマウスの生存期間は著明に短縮し、腫瘍体積の増大が観察
された。以上の結果より、SMURF2Thr249 のリン酸化修飾は、GICs の自己複製能と腫瘍形成能を
制御する可能性が示唆された。 
 
（3）GICs における SMURF2Thr249 のリン酸化修飾の下流を探索するため、TGF-β/SMAD 経路との
関連性を検証した。TGFB receptor1 (TGFBR1)と TGFBR2 のタンパク質発現量と SMAD2/3 のリン
酸化は SMURF2T249A 群で有意に増加した。次に、GICs において SMURF2Thr249 のリン酸化が TGFBR



タンパク質分解を制御しているか検討するため、タンパク質合成阻害剤を GICs に暴露し、TGFBR1
と TGFBR2 のタンパク質発現量を評価した。SMURF2T249A 群では、コントロール群と比較して、
TGFBR1 と TGFBR2 のタンパク質分解が有意に抑制された。さらに、内因性の TGFBR1 のユビキチ
ン化は、SMURF2T249A群では有意に抑制された。すなわち、SMURF2Thr249のリン酸化によりSMURF2
の E3 ユビキチンリガーゼ活性が上昇し、TGFBR1 のタンパク質分解が亢進することで、TGF-β-
SMAD2/3 シグナルが抑制されることが示された。 
 
（4）TGFBR1 の分解抑制による TGF-β シグナルの活性化が、SMURF2Thr249 のリン酸化による
GICs の自己複製能と腫瘍形成能の制御に関与するか検討した。GICs における SMURF2Thr249 の
リン酸化不活性化によるスフィア形成能の増強が、TGFBR1 ノックダウンにより有意に減弱した。
さらに、GICs における TGFBR1 ノックダウンは、SMURF2T249A 群で短縮した GBM モデルマウスの
生存期間をレスキューし、有意な延長をもたらした。以上の結果から、GICs の自己複製能と腫
瘍形成能を制御する TGFBR1 のタンパク質分解の調節において、SMURF2Thr249 のリン酸化修飾が
重要であることが示された。 
 
（5）SMURF2Thr249のリン酸化修飾を調節する因子とキナーゼの同定を行った。GICsに様々な幹細
胞調節因子の組換えタンパク質を添加し、pSMURF2Thr249抗体を用いて経時的にリン酸化レベ
ルを測定した。その結果、TGF-βがSMURF2Thr249のリン酸化レベルを著明に低下させることが
明らかになった。さらに、in silico解析により、SMURF2Thr249のリン酸化調節を担う候補キナ
ーゼを探索し、過剰発現系やドミナントネガティブ体導入による絞り込みを行ったところ、特
定のCDKキナーゼファミリーが候補因子として同定された。以上の結果から、GICsにおいてTGF-
βおよびCDKファミリーがSMURF2Thr249のリン酸化調節因子であることが示された。 
 
（6）SMURF2Thr249 のリン酸化修飾を調節する低分子化合物の探索を行い、同化合物の GICs で
の薬理学的効果を検証した。東京大学創薬機構の化合物ライブラリーを用いてSMURF2Thr249の
脱リン酸化を阻害する化合物を探索したところ、活性値が 50%を下回る化合物を 7 種類獲得し
た。さらに SMURF2Thr249 のリン酸化に対する効果および、GICs 幹細胞性に対する効果を指標
に、二次スクリーニングと三次スクリーニングを実施したところ、すべての条件をクリアする
化合物を 1種類（化合物 A）獲得した。以上の結果から、低分子化合物 Aが SMURF2Thr249 の脱
リン酸化および幹細胞性の抑制を介した GICs を標的とした GBM 治療薬候補となる可能性が示
された。 
 
以上の結果により、SMURF2Thr249 のリン酸化が、GICs の根絶を指向した治療法開発における
新規創薬標的となることが期待される。近年、グリオーマだけでなく急性骨髄性白血病、乳がん
や前立腺がんなどにおいても、その病態とがん幹細胞特性に緊密な関連性があることが報告さ
れている。本研究の遂行によって、「GIC の幹細胞性調節機構の解明」により GBM のような難治
性がんに対する新規治療標的が明確になるだけでなく、がん幹細胞制御および、がん進展制御へ
の包括的な理解が進み、グリオーマだけでなく、がん幹細胞が関与する様々ながんに対する根本
的治療法開発への展開が期待される。 
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