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研究成果の概要（和文）：

本研究ではグリオブラストーマ幹細胞の維持に関わる細胞内シグナル・分子の探索を行った。
その結果、PI3K/mTORならびに MAPK の関与が明らかになった。重要なことに、これら両経路は
転写因子 FOXO3 のリン酸化を介する抑制によりグリオブラストーマ幹細胞を維持していること
が明らかになった。これらの結果は、これらの分子がグリオブラストーマ幹細胞を標的とする
治療におけるよい分子標的となる可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：
In this study, we searched for intracellular signals as well as signaling molecules involved 
in the maintenance of glioblastoma stem cells and demonstrated critical roles for 
PI3K/mTOR and MAPK in glioblastoma stem cell maintenance. Significantly, PI3K/mTOR 
and MAPK acted on a common molecule, i.e., the FOXO3 transcription factor, whose 
activity was restrained through phosphorylation by these kinases in glioblastoma stem 
cells. Our results suggest that FOXO3 as well as these kinases could be rational molecular 
targets for stem cell-targeted glioblastoma therapies.
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１．研究開始当初の背景
従来、腫瘍を構成する腫瘍細胞は等しく

腫瘍を形成できるものと信じられてきたが、
近年腫瘍細胞は腫瘍形成能をもったごく一
部の「幹細胞」と腫瘍形成能を持たない大
多数の「非幹細胞」からなるという腫瘍幹
細胞仮説が注目されるようになった。グリ

オーマについては過去数年のうちに幹細胞
の存在を支持する報告が相次いでなされ、
その存在が確実視されるようになった。重
要なことにグリオーマ幹細胞は、「非」幹細
胞と比較して、顕著な放射線・化学療法耐
性を有していることが示されている。この
ことは、放射線や化学療法により大多数の
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「非」幹細胞が死滅して一見治療に反応し
たように見えても、治療抵抗性のグリオー
マ幹細胞が残存する限り再度腫瘍を形成し、
再発を免れないことを意味している。逆に
なんらかの方法でグリオーマ幹細胞を排除
することができれば、残る大多数の「非」
幹細胞の増殖能は有限であることから腫瘍
制御が可能となり、理論的には根治も期待
できる。したがって、グリオーマ幹細胞を
幹細胞たらしめている分子機構（幹細胞性
維持の分子機構）を明らかにし、そこに関
わる分子を標的とした治療法を開発するこ
とは、グリオーマのもつ著しい治療耐性を
克服し根治への道を切り開く上で、極めて
重要な意義をもつものと考えられる (Nat 
Rev Cancer 6:425-436, 2006)。
しかしながら、現時点では「グリオーマ

幹細胞がいかにしてその幹細胞性を保って
いるか」ということについてはほとんどわ
かっていない。これまでのところ Nature 誌
に BMP4 処理によりグリオーマ幹細胞の幹
細胞性／造腫瘍能が抑制されることが報告
されているが、BMP4 が如何なる細胞内シグ
ナル伝達により幹細胞性を抑制するかは示
されていない(Nature 444:761-765, 2006)。ま
た、SHH-GLI のシグナル伝達がグリオーマ
幹細胞の幹細胞性の維持に関与していると
する報告もあるが、データから判断する限
り少なくともグリオーマに関してはこのシ
グナル伝達経路の関与は限定的である(Curr 
Biol 17:165-172, 2007)。また、後述のごとく、
我々自身もすでにグリオーマ幹細胞の幹細
胞性維持に重要な役割を果たしていると考
えられるシグナル伝達分子を同定しており、
今後グリオーマ幹細胞をターゲットとする
新規治療法を開発するうえで有力な情報を
有している。しかしながらこれら断片的情
報のみではグリオーマ幹細胞の幹細胞性維
持機構の全体像の把握からは程遠く、また、
これら限られた分子標的に対する薬剤が必
ずしも実際に臨床上有用な治療薬になると
いう保証もない。そこで本研究ではできる
だけ多くの分子標的を同定し、それらに作
用する（分子標的）薬剤の中から臨床的に
有用な治療薬を見つけ出すことを目標とす
る。

２．研究の目的
本研究ではグリオーマ幹細胞の幹細胞性

維持に必要とされる分子や遺伝子を種々の
機能性分子に対する活性化薬・阻害薬ある
いは siRNA 等のスクリーニングにより同定
する。同定された分子・遺伝子の機能を修
飾する薬剤を開発し、それらがグリオーマ
幹細胞の制御を通じてグリオーマのもつ治
療抵抗性克服に有用かを治療モデルの作成
を通じて検証する。

３．研究の方法
まずは種々の機能性分子に対する活性化
薬・阻害薬ないし siRNA がグリオーマ幹細胞
に対して及ぼす影響をスクリーニングする。
スクリーニングの結果得られた候補分子・遺
伝子について、真にグリオーマ幹細胞の「幹
細胞性維持に関わる遺伝子」か否かを検討す
る。グリオーマ幹細胞の幹細胞性維持に必須
であることが明らかとなった遺伝子につい
てはその遺伝子産物の機能を阻害する薬剤
（分子標的薬剤）を用いて実際にグリオーマ
幹細胞の造腫瘍能が抑制されるかを動物実
験レベルで確認する。また、グリオーマ幹細
胞のもつ治療耐性が、そのような分子標的薬
剤によって克服可能かについても検討を行
う。

４．研究成果
種々の機能性分子に対する機能修飾薬剤を、
sphere形成能を指標にスクリーニングする過
程で、PI3K, mTORがグリオーマ幹細胞の制御
に関与している可能性が明らかになった。そ
こで実際にグリオーマ幹細胞において幹細胞
形質がPI3K, mTORの制御を受けているかに
ついて検討を行った。幹細胞形質に関する検
討の方法論としては、自己複製能をsphere形成
アッセイにより、未分化／分化状態はそれぞ
れのマーカーの発現状態を検討することによ
り、評価した。グリオーマ幹細胞としてはグ
リオーマ培養細胞株から単離培養したもの、
手術摘出したグリオブラストーマ組織から直
接単離培養したものの両者を用いた。検討の
結果、PI3K、mTORの阻害薬(LY294002, 
rapamycin)は単独でもある程度幹細胞形質に
対する抑制効果、分化誘導効果を示したもの
の、両者の併用でより効果的にこれらの変化
が生じることが確認された。さらにPI3K、
mTORの同時阻害がグリオーマ幹細胞の造腫
瘍能に与える影響をPI3K、mTORのdual 
inhibitorであるNVP-BEZ235を用いて検討した
ところ、NVP-BEZ235は予想通りグリオーマ
幹細胞に分化を誘導したが、この分化細胞を
薬剤のwash out後にヌードマウス皮下ないし
頭蓋内に移植したところ、皮下では腫瘍増大
の抑制が、頭蓋内では腫瘍増大の抑制ならび
に生存期間の延長が観察された。

これらの結果はPI3KとmTORの同時阻害に
よりグリオーマ幹細胞の幹細胞形質ならびに
造腫瘍能を効果的に抑制できることを示して
おり、PI3K、mTORのdual inhibitorがグリオー
マ幹細胞を標的とした治療戦略上有用である
可能性を示唆するものである。ところがその
一方、PI3K、mTORのdual inhibitorをもってし
ても造腫瘍能の抑制が部分的であることも判
明した。つまりグリオーマ幹細胞の維持には
PI3K/mTOR以外の細胞内シグナル伝達が関与
している可能性が示唆された。そこでやはり



スクリーニングの過程でグリオーマ幹細胞制
御に関与する可能性が示され、かつ
PI3K/mTOR経路とならんでグリオーマで異常
活性化が知られるMAPK経路（MEK-ERK経路
）に着目し、以降の検討を行った。

検討の結果、MEK阻害剤によりグリオーマ
幹細胞の分化が誘導されること、MEK阻害剤
により前処理されたグリオーマ幹細胞をヌー
ドマウス脳内に移植するとコントロール細胞
を移植した場合に比べてマウスの生存期間が
延長することなどが明らかになった。これら
の結果はMAPK経路もまたグリオーマ幹細胞
の維持に関与している可能性を示唆するもの
である。さらなる詳細な検討の結果、PI3K経
路とMAPK経路の両シグナル伝達経路はグリ
オーマ幹細胞内ではクロストークしており、
相互抑制的に作用していることが判明した。
このことは一方の経路の抑制のみでは他方が
バックアップ機序により活性化されるため幹
細胞抑制効果が減弱すること、両経路同時に
阻害することで相乗的なグリオーマ幹細胞抑
制効果が得られることを意味している。実際
、両経路の同時阻害によりグリオーマ幹細胞
の腫瘍形成能が顕著に抑制されることが確認
された。

そこで次にこれら両経路がどのような分子
機序によりグリオーマ幹細胞の制御に関与し
ているかにつき検討を行った。その結果、以
下のようなデータから、核内転写因子FOXO3
が両経路からのシグナル伝達の標的となって
いることが明らかとなった。まずFOXO3をノ
ックダウンすると両経路の阻害による分化誘
導が見られなくなったことから、FOXO3が両
経路阻害によるグリオーマ幹細胞の分化誘導
に必須の役割を果たしていることが示された。
さらに、FOXO3はPI3K経路のAkt、MAPK経
路のERKによりリン酸化を受けるアミノ酸配
列を有しているが、これらの２つのリン酸化
部位のいずれかがリン酸化させた状態では
FOXO3は細胞質に係留され核内に移行でき
ないことも明らかになった。逆に両部位のリ
ン酸化が失われた状態ではFOXO3は核内に
移行して活性化状態となり、グリオーマ幹細
胞の分化を誘導するとともにその腫瘍形成能
を失わせることが示された。以上の所見より
グリオーマ幹細胞はFOXO3を不活性状態に
維持することで幹細胞状態を保っていると理
解できるようになった。このことはまた
FOXO3を活性化できる薬剤がグリオーマ幹
細胞治療薬として有用である可能性を示唆す
るものであり、グリオーマ幹細胞標的治療開
発における貴重な知見を与えることとなった。
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