
関西医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１７

若手研究

2021～2020

グリオーマの根治療法の開発に向けたTRPMLの分子基盤と創薬基盤

Molecular basis and drug discovery of TRPML for the treatment of glioblastoma

２０７５７５９６研究者番号：

李　一（LI, Yi）

研究期間：

２０Ｋ１７９８１

年 月 日現在  ４   ６ ２３

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：グリオーマは脳の正常組織に浸潤するため、外科的に全摘出ができず、再発する。が
んの再発の原因として、がん幹細胞の存在が注目されている。報告者らはグリオーマのがん幹細胞において
TRPMLサブファミリーのイオンチャネル機能を見いだした。本研究では、RNAシーケンス解析により、TRPMLをコ
ードする遺伝子の変異を同定した。また、TRPMLの遮断薬はグリオーマモデル動物の生存期間を延長させた。以
上の成果は、TRPMLがグリオーマの治療の標的に成り得る可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Glioma invades the normal tissues of the brain and cannot be completely 
removed surgically. The cancer stem cells have been attracting attention as a cause of cancer 
recurrence. We had found the function of TRPML channels in glioma cancer stem cells. In this study, 
we identified mutations in the gene encoding TRPML using RNA sequencing analysis. In addition, TRPML
 blockers prolonged the survival of glioma model animals. These results suggest that the TRPML may 
be a potential therapeutic target for glioma.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： グリオーマ　ドラッグリポジショニング

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グリオーマは外科手術、化学療法および放射線治療の集学的治療を行っても、治療に抵抗するがん幹細胞が増殖
を繰り返し、再発する。再発の根源であるがん幹細胞をターゲットとした治療法は有効であると考えられる。本
研究成果は、がん幹細胞が発現するイオンチャネルの遮断薬がグリオーマモデル動物の治療に有効であることを
明らかにした。この薬物はグリオーマの治療に適応できる可能性がある。

※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 
 悪性度の高いグリオーマ（膠芽腫）は、治療後にかならず再発し、平均余命は約 1 年である。
ここ 30 年間、生存期間がほとんど延長しておらず、根治療法の確立にはさらなる病態の解明が
必要である。最近、がんの再発や転移の原因としてがん幹細胞の存在が注目されている。グリオ
ーマは強い浸潤能がある。そのため、腫瘍細胞は脳の正常部位に深く染み渡り、外科手術では全
摘出できない。さらに化学療法（テモゾロミド）と放射線治療の集学的治療を行っても、治療抵
抗性をもつがん幹細胞が増殖をくりかえす。再発の根源であるがん幹細胞をターゲットとした
治療法は有効であると考えられる。しかし、特異性の高いバイオマーカーは不明のままである。
テモゾロミドの効果を上回る薬物を見出すことができれば、根本的な治療法となることが期待
される。 
 報告者らの研究グループはこれまでに、グリオーマの患者の外科切除検体から、がん幹細胞を
樹立している（Neuro Oncol 22(3): 333-44, 2020）。そして、がん幹細胞の細胞膜において、一
過性受容体電位型チャネル（TRP）の一種である TRPML が局在することを薬理学的に同定し
た。さらに、TRPML の遮断薬のなかから 13 種類の薬物が、がん幹細胞を 2 日間で死滅させる
ことを見いだした。それらから、ヒト神経幹細胞への影響が低かった候補薬を決定した。 
 
２．研究の目的 
 報告者らが発見したイオンチャネルの TRPML は、生体内においては Na イオンと K イオン
を透過すると考えられる。つまり、電気化学ポテンシャルに従い、Na イオンが細胞内に流入す
る。Na イオンは Cl イオンの細胞内への流入と水の浸透流を引き起こすため、細胞容積が増加
すると考えられる。細胞容積は細胞の増殖や遊走に密接に関連する（J Cell Biol 206(2): 151-62, 
2014）。がん幹細胞の増殖能や遊走能は、がんの再発や浸潤に関わると考えられる。それ故に、
TRPML に特異的な薬剤はグリオーマの制圧に有効と考えられる。 
 以上の成果を踏まえて本研究は、グリオーマの再発予知と早期治療法の開発を最終目標とし
た。そのために、がん幹細胞において新しい再発予測バイオマーカーとなりうる TRPML の分
子基盤を解析した。脳には脳血液関門が存在し、化学療法剤が到達しにくい。それゆえに薬物の
効果判定にはグリオーマのモデル動物が不可欠である。本研究では、in vitro 実験で有効性を認
めた血液脳関門透過性がある医薬品が、モデル動物において有効であるか検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) グリオーマ由来のがん幹細胞は三次元スフェア培養法を用いて樹立した（Neuro Oncol 
22(3): 333-44, 2020）。手術で切除されたがん組織（0.1–1 g）をはさみにより細かく刻んだ。
細切された組織を細胞剥離液（Accumax(TM)；ナカライテスク）2 mL をいれた試験管に移し、37℃
の恒温槽で 5分間振盪（20回/分）した。細胞培養液 8 mL を加え混和し、遠心（40 ×g，5分）
した。上清を捨て、細胞培養液 10 mL を加え混和し、超低接着表面ディッシュ（100 mm；Corning）
で培養した。培養は、5％ CO2／95%空気、37℃の湿潤な環境で行った。細胞培養液は、D-MEM/Ham’
s F-12（和光純薬）に、NaHCO3（49 mM）、グルコース（26 mM）、L-グルタミン（3 mM）、MACS 
NeuroBrew-21（5 mL；Miltenyi Biotec）、上皮成長因子（EGF，20 ng/mL；PeproTech）、線維芽
細胞増殖因子（bFGF，20 ng/mL；PeproTech）、およびペニシリン（100 U/mL）とストレプトマイ
シン（0.1 mg/mL）を添加したものを使用した。 
(2) RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて、がん幹細胞から RNA を抽出した。バイオアナライザ
電気泳動システム（Agilent 2100；Agilent）を用いて、RNA の品質を確認した。strand-specific
ライブラリー調製法（NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module；New England Biolabs）
でシーケンスライブラリーを作製した。次世代シーケンサー（NovaSeq 6000；Illumina）を用い
て、ライブラリー調製したサンプルの塩基配列を 1 検体あたり 12 GB で取得した。ソフトウエ
ア FastQC を用いて、クオリティスコアを確認し、シーケンスの品質に問題がなかった。ソフト
ウエア Trimmomatic を用いて、シーケンスリードをトリミングした。ソフトウエア HISAT2 を用
いて、トリミング後のシーケンスリードをリファレンスゲノム（hg38）へマッピングした。リー
ドのマップ率は 86-98%であった。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされた raw 
リード数をカウントした。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされたフラグメン
トのカウントを行い、TPM 値を算出した。ソフトウエア bcftools を用いて、マッピングされた
リードにおいて、リファレンスゲノムと異なる塩基を変異として抽出した。 
(3) グリオーマモデル動物を作製し、薬物の有効性を検証した(Neuro Oncol 22(3): 333-44, 
2020)。免疫不全マウス（BALB/cAJcl-nu/nu，7-8 週齢，雌）は三種混合麻酔（ドミトール 0.75 
mg/kg +ミダゾラム 4 mg/kg +ベトルファール 5 mg/kg）で苦痛を与えないよう配慮したうえで、
処置した。脳定位固定装置（SR-6M-HT；成茂科学器械研究所）を用いて頭部を保持し、ブレグマ
より 2 mm 右側方・1 mm 前方で、3 mm の深さにて、がん幹細胞（10万細胞/5μl）を 5分かけて
注入した。注入終了後、5‐0ナイロンで閉創した。移植後 7日目から、ゾンデ（FTP-20-38-50；
Instech Laboratories）を用いて、被験薬を 5日間連続で経口投与した。被験薬は 0.5 w/v%メ



チルセルロース 400 溶液（富士フィルム和光純薬）に調整した。陰性コントロールには、被験薬
の溶媒に用いたジメチルスルホキシド（ナカライテスク）を投与した。薬物の有効性を全生存期
間（Kaplan-Meier 曲線）で評価した。統計解析は、log-rank 検定にて行った。 
 
４．研究成果 
 TRPML をコードする MCOLN について、RNA シーケンス解析で、遺伝子発現量および点変異を調
べた。グリオーマの 8患者由来のがん幹細胞株における、分子の発現量は、MCOLN1 (19 TPM) > 
MCOLN2 (16 TPM) > MCOLN3 (7 TPM)の順位であった（図 1）。さらに、4患者に共通して、MCOLN2
において、アミノ酸置換の変異（V20I および A504V）を発見した。この変異体はグリオーマの病
態発生に関与する可能性が示唆された。 

 
 グリオーマモデル動物におけるTRPML遮断薬の有効性を
検証した。血液脳関門透過性が認められている医薬品を試
験した。がん幹細胞をマウスの頭蓋内に移植した後に腫瘍
が形成する期間内に、薬物を 3 mg/kg 体重で、5日間連続
で経口投与すると、生存期間は有意に延長した（図 2）。こ
の医薬品はグリオーマの治療薬に適応できる可能性が示
唆された。 
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図 1 グリオーマ由来がん幹細胞における MCOLN 遺伝子（A）および幹細胞マーカー（B）

の発現 

図 2 グリオーマモデル動物に

おける生存曲線。矢印は薬物の

経口投与を示す 
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