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研究成果の概要（和文）：膠芽腫において、腫瘍幹細胞を排除する治療法を開発するために、幹細胞特異的に機
能する標的分子の効率的な阻害する方法の確立が必要である。本研究では、葉酸を結合したキトサンを主成分と
するナノパーティクルを用いて、膠芽腫幹細胞の増殖を制御するCD146に対するsiRNAを腫瘍細胞へデリバリーす
る遺伝子治療法の開発を目的とした。マウスとヒト神経膠腫細胞において、このナノパーティクルの高効率な取
込みが観察された。さらに、このナノパーティクルの投与はマウス神経膠腫モデルにおいて腫瘍の増殖を抑制
し、完治せしめた。これらの結果は、ナノパーティクルによる遺伝子治療法が膠芽腫に対して有用であることを
示唆している。

研究成果の概要（英文）：Establishment of platform evaluating stem cell-specific inhibition effect of
 target molecules is required for develop new therapy eliminating glioma stem cells. In this study, 
we employed chitosan polysaccharide lactate nanoparticles conjugated with folic acid-polyethylene 
glycol for delivery of CD146 small-interfering RNA (siRNA) to glioma cells and tissues. We observed 
in vivo accumulation of the FA-PEG-COL NPs in subcutaneous and intracranial gliomas following NP 
administration via mouse tail vein. Evaluation of the in vivo therapeutic effects of siCD146 
cross-linked NPs in a mouse glioma model revealed significant suppression of intracranial tumor 
growth, with complete removal of the tumor observed in some mice by histologic examination. CD146 is
 a potential therapeutic target and folic acid-conjugated NPs delivering siRNA may facilitate gene 
therapy in malignant gliomas.

研究分野：脳腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界的に様々なナノパーティクルを用いた遺伝子治療法の開発が加速している。腫瘍の中でも極めて予後不良の
である膠芽腫に対する革新的な治療法が求められている。siRNAを用いた腫瘍の遺伝子治療法の開発に、動物モ
デルながらも本ナノパーティクルの有用性と安全性を示唆することが出来た。また、CD146遺伝子が膠芽腫の治
療標的として有望な分子であることも証明出来た。ナノパーティクルやCD146に対する阻害剤の今後の開発によ
り最悪性の腫瘍でも回復出来得る可能性を向上させることが期待出来る。

※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。



１．研究開始当初の背景 
膠芽腫は、集学的治療法の開発を以てしても大きな予後の改善が得られていない原発性脳腫瘍

であり、長年、革新的な治療法の開発が望まれている。治療成績の向上が得られない原因として、

膠芽腫は、正常脳組織に活発に浸潤することや放射線療法や化学療法といった既存の治療法に

対して高い治療抵抗性を示し、腫瘍の再発を来すことが知られている。その治療抵抗性の一部は

腫瘍内に存在する腫瘍幹細胞に起因している 1)。膠芽腫の腫瘍幹細胞は、高い造腫瘍性を保持し、

放射線や化学療法に対して低い感受性を示すために治療後も残存し、腫瘍再発を招いている。ま

た、膠芽腫が幹細胞と分化細胞が混在した細胞集団であることは、この腫瘍の高い組織学的及び

形態学的多様性を生み出し、免疫や治療から逃避しやすい腫瘍微小環境の構築に貢献している

と考えられる。このような腫瘍幹細胞の性質からこの細胞を標的とした治療法の開発が期待さ

れている。現時点ではよく知られた幹細胞性に関連する遺伝子を標的とした薬剤を用いた治療

法の開発が進められている。 

スフェロイド培養は幹細胞の集団を増加させ、膠芽腫を含む神経膠腫の幹細胞を分析するのに

用いられる方法である。我々は、マウス神経膠腫細胞をスフェロイド培養に移すと様々ながんの

転移浸潤関連遺伝子の発現上昇を伴い、浸潤能が亢進することを報告した 2)。また、これらの遺

伝子の中で CD146 は、ヒト膠芽腫幹細胞でも高発現し、細胞周期を制御していることを明らかに

した 3)。CD146 は、当初は悪性黒色腫の進展と転移のマーカーとして同定されたイムノグロブリ

ンスーパーファミリーに属する遺伝子で、多くの腫瘍で高発現し、腫瘍の浸潤や転移、薬剤抵抗

性との相関性が示唆されている 4)。我々の研究では、siRNA (small interfering RNA)を用いて

CD146 を発現抑制すると細胞周期の制御を介して腫瘍幹細胞の増殖が阻害されることが分かっ

た。CD146 遺伝子は、神経膠腫の WHO グレード III 以上で発現頻度が高く、膠芽腫や悪性神経膠

腫に対する治療標的分子であることが考えられた。しかしながら、生体内の脳腫瘍組織内におい

て、腫瘍幹細胞を標的として CD146 遺伝子を抑制することで治療効果が得られるかどうかは明

らかになっていなかった。 

siRNA を用いた RNA 干渉は標的分子の発現を低下させるパワフルなツールであり、様々な疾患

の遺伝子治療において選択的に任意の RNA を標的化する有望な技術である。siRNA を用いた遺伝

子治療の大きな欠点は、生体内における RNA の不安定な性質にある。この問題を解決するため

に、ナノパーティクルはキャリヤーや RNA の安定化剤として用いられてきた。ナノパーティクル

は、1-100 nm 程度の大きさと定義され、治療用分子を安定に効率よく腫瘍にデリバリーする媒

体として開発されてきた。キトサンは、非毒性かつ生分解性の天然多糖で高い生体適合性の分子

であり、生物医学の領域で沢山応用されたよく知られた高分子である 5)。 

膠芽腫におけるナノパーティクルを用いた治療法は十数年来、研究されてきた。それらの多く

は、抗がん剤のデリバリーにナノパーティクルを用いて腫瘍部位における抗がん剤の濃度を局

所的に上昇させることで治療効果の向上と副作用の低減化を目指したものであった。一方、様々

ながんの遺伝子治療において、siRNA のデリバリーにナノパーティクルを用いた研究が数多く報

告されているが、膠芽腫の遺伝子治療においてナノパーティクルを応用した研究は、極僅かであ

る。 

 

２．研究の目的 
マウス神経膠腫モデルにおいて葉酸を結合したキトサンを主成分とするナノパーティクルを用

いた CD146 に対する siRNA のデリバリーによる遺伝子治療の効果を検討し、CD146 の治療標的分

子としての評価を行う。 



 

３．研究の方法 
(1) ナノパーティクルの合成。高い溶解性と低い粘度、高度な脱アセチル化を示す低分子のキ

トサンオリゴ糖乳酸 (COL)を使用した。これにポリエチレングリコール(PEG)のリンカーを介し

て葉酸 (FA) を結合した FA-PEG-COL 溶液からトリポリリン酸(TPP)を用いて調製し、ナノパー

ティクル（FA-PEG-COL NPs）を形成した。 

(2) 腫瘍細胞のナノパーティクル取込み頻度の測定。FITC または AlexaFluor 647 でラベルし

たナノパーティクルを用いた。神経膠腫の培養細胞に添加し、48 時間後に細胞を回収し、フロ

ーサイトメトリーにてナノパーティクルの取込みを計測した。また、マウス神経膠腫モデルにお

いて、腫瘍細胞移植 3週後に尾静注でナノパーティクルを投与し、腫瘍組織への集積や標的遺伝

子の発現減少を観察した。 

(3) CD146 を標的とする siRNA のデリバリーによる遺伝子治療法の効果の検討。培養細胞とマ

ウス神経膠腫モデルにおいてこの遺伝子治療の腫瘍抑制効果を観察した、マウス内における腫

瘍の増殖は、ルシフェリン投与によりルシフェラーゼを発現する腫瘍細胞の増減を in vivo イ

メージャーを用いて経時的に計測した。 

(4) 本遺伝子治療による腫瘍抑制機構の検討。治療実験のマウス神経膠腫モデルの腫瘍組織に

ついて、H&E 染色、または Ki-67 と Vimentin の発現を免疫組織化学染色により評価した。ヒト

膠芽腫幹細胞において、CD146 リガンドの一つガレクチン 1に対する阻害剤の細胞増殖に対する

効果を測定した。CD146 の KD(ノックダウン)後の間葉系細胞への転換効率を細胞化学染色によ

り評価した。 

 

４．研究成果 

(1) FA-PEG-COL NPs(ナノパーティクル)の性質。調製

した NPs は正に荷電し、走査電顕により 100 nm 程度の

球状であることが確かめられた（図 1）。また、溶血、リ

ンパ球に対する細胞毒性、赤血球の凝集といった血液適

合性には問題が無かった。また、siRNA は、本ナノパー

ティクルに結合することで、血清中における安定性が大

きく向上することが確認されている。 

図 1 ナノパーティクルの走査電子顕

微鏡像 Bar = 100 nm 

 

(2) 神経膠腫細胞のNPsの取込み頻度。ヒト神経膠腫細胞と腫瘍組織において、RT-PCRにより、

葉酸受容体の発現を検討した。一つの細胞株を除いて､発現が確認され、葉酸(FA)を結合したナ

ノパーティクルによる標的化が可能と考えられた。次に、マウスとヒト神経膠腫の培養細胞にお

いて、NPs の取込みをフローサイトメトリーを用いて測定した。FAを非結合の NPs(PEG-COL NPs)

と結合した NPs (FA-PEG-COL NPs)では、葉酸を結合した NPs で取込み頻度や量の増加が観察さ

れた。腫瘍細胞を標的とする場合の葉酸の有用性が示された。さらに、CD146 に対する siRNA を

結合した FA-PEG-COL NPs を投与したマウス脳腫瘍モデルにおいて、腫瘍組織内で FA-PEG-COL 

NPs を取り込んでいる細胞は CD146 を発現していなかったことから、FA-PEG-COL NPs による

siRNAのデリバリーでCD146のノックダウンが可能であることが示された。また、重要なことに、

腫瘍血管の内皮細胞の殆どが FA-PEG-COL NPs を取り込んでいなかったことから、本 FA-PEG-COL 



NPs の腫瘍特異性が考えられた。 

 

(3)  葉酸結合ナノパーティクル

を用いた siCD146 を標的とする遺

伝子治療の効果。腫瘍細胞のマウ

ス脳内移植後 4週間、週に一度、尾

静脈から FA-PEG-COL NPs を用いて

siRNA を投与した （図 2）。 

図 2本遺伝子治療のプロトコール 

CD146 に対する siRNA を投与したマウス(siCD146/NPs)では増殖抑制が観察された（図 3）6)。 

 

図 3 本遺伝治療の抗腫瘍効果。腫瘍の増殖（左）、脳組織像（右） 

組織学的解析は、対照のマウスにおいて大きな腫瘍塊がある一方、治療を 4週間受けたマウスは

小さな腫瘍か腫瘍がないか以前腫瘍があった部位に僅かな痕跡のみであった。これらの結果は、

FA-PEG-COL NPs を用いた siRNA のデリバリーによる CD146 のノックダウンが腫瘍細胞の増殖を

抑制したことを示唆している。マウス神経膠腫モデルの治療実験における腫瘍組織の解析では、

Ki-67 と Vimentin の減少が観察されたことから、本遺伝子治療は腫瘍の細胞増殖を抑制と同時

に間葉系への細胞の転換(Proneural-Mesenchymal Transition:PMT)を抑制する可能性が考えら

れた。 

 

(4) CD146 の阻害による腫瘍抑制機構の検討。CD146 のリガンドであるガレクチン 1 と 3 に着

目し、その膠芽腫幹細胞の増殖制御における機能を検討した。ガレクチン阻害剤 OTX-008 は膠芽

腫幹細胞の増殖を抑制した。ガレクチン 1の添加は、部分的に抑制効果をキャンセルし、増殖を

回復させた。ガレクチン 3ではこの活性は観察されなかった。膠芽腫の幹細胞の増殖をガレクチ

ン 1 が制御していることが示唆された。また、CD146 を KD した細胞で間葉系タイプへの分化誘

導を試みると間葉系に分化し難いことが観察され、この遺伝子の膠芽腫の PMT への関与が考え

られた。 

(5)  膠芽腫に対する本遺伝子治療は、以下の特徴や長所により構成されている。①ナノパー

ティクルの EPR 効果が得られる適切な大きさと高い生体適合性による腫瘍組織特異性的な集積

と安全性の担保。②葉酸を結合したナノパーティクルによる悪性度の高い葉酸受容体を発現し

ている細胞への能動的な siRNA のデリバリー。③siRNA を用いた幹細胞特異的遺伝子の抑制によ

る膠芽腫幹細胞の標的化。つまり、ナノパーティクルの工夫によって、組織、細胞レベルでの標

的化を可能にし、siRNA の標的遺伝子によって標的とする細胞種や表現型も厳密に限定可能な治



療法であり、大きな治療効果と安全性の向上が見込まれる。 

 膠芽腫はトランスクリプトーム解析により Proneural、Neural、Classical、Mesenchymal(間

葉系)を含む 4 グループに分類される(7)。このうち間葉系グループに属する膠芽腫は予後不良で

あることが報告されている。様々な腫瘍の間葉系の表現型は発がん、浸潤、転移、生存期間と関

連している。本遺伝子治療で発現抑制した CD146 遺伝子は、間葉系幹細胞のマーカーとしても知

られ、浸潤能、血管新生、治療抵抗性が高い間葉系タイプの膠芽腫幹細胞を誘導することが明ら

かにされている(8)。つまり、本遺伝子治療による CD146 の発現抑制は、膠芽腫の多面的な病態に

関わる形質を根本から阻害する治療法である可能性が高い。 
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