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研究成果の概要（和文）： 
悪性神経膠腫において腫瘍幹細胞に特異的な新規細胞表面マーカーCD166/Activated 

leukocyte cell adhesion molecule(ALCAM)を同定することで腫瘍幹細胞を純化および濃縮する
技術を確立した。さらに、細胞生物学的な解析を行い、この分子の悪性神経膠腫における機能
的役割について解析したところ、ALCAM は悪性神経膠腫において腫瘍浸潤や腫瘍血管新生など
の治療抵抗性獲得に関係し、予後不良因子として働いている可能性が示唆された。特に soluble 
ALCAM を治療標的とする可能性が検討されるべきであると考えられた。 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we showed that CD166/activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) 
was highly expressed on glioblastoma progenitor cells. ALCAM+CD133+ cells were highly 
enriched with tumor-sphere-initiating cells in vitro. The investigation about the in 
vitro and in vivo function of ALCAM in glioblastoma cells demonstrated ALCAM and its 
soluble isoform may be involved in invasion, progression and angiogenesis in 
glioblastomas and can result in poor prognosis or resistance against chemo-radiotherapies. 
Development of molecular targeting therapy against souble ALCAM should be planned in the 
future. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性神経膠腫に対して、現在まで様々な手

術法、抗癌剤や放射線治療の試みが行われた

が、現在標準的な治療とされる摘出術後のテモ

ゾロミドと放射線治療の組み合わせでも 5 年生

存率の著明な改善は得られていないのが現状

である。また、近年、悪性脳腫瘍内に神経幹細

胞と同様の自己複製能、多分化能、腫瘍形成
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能の性質を有する腫瘍幹細胞の存在が明らかと

なり、既存の放射線療法、抗癌剤治療に対して、

高度に耐性であることが報告されている。この腫

瘍幹細胞を排除するためには新たな治療戦略

が必要である。 

一般的に、腫瘍幹細胞において CD133 陽性

分画に腫瘍幹細胞が存在することが知られてい

るが、近年の報告では、CD133 陽性分画だけで

なく CD133 陰性細胞の中にも sphere 形成能や

多分化能、自己複製能を有する細胞群が存在

していることが分かってきている。幹細胞研究が

進歩するにつれ、脳腫瘍および脳腫瘍細胞株

より少数の腫瘍幹細胞を分離する技術が開発さ

れてきているが、腫瘍の発生過程を理解し、脳

腫瘍治療の重要な標的として効果的な治療法

を開発していくためには、腫瘍幹細胞により特異

的な新規抗原マーカーの同定は必要不可欠な

ものであると言える。 

また、悪性神経膠腫における新規癌幹細胞

マーカーに関わる分子を調査し機能的役割を

再検討することにより、悪性神経膠腫の悪性度

や治療抵抗性のメカニズムを明らかにし、更にこ

れらの分子を標的とした新しい治療薬の開発が

可能となりうると考える。 

このように、腫瘍幹細胞の研究は、治療応用

のみならず横断的な悪性神経膠腫の診断と新し

い分類への試みを切り開く可能性を秘めている

と考えて、本研究を立案した。 

 

２．研究の目的 

本研究は、悪性神経膠腫において腫瘍幹細

胞に特異的な新規細胞表面マーカーを同定す

ることで神経幹細胞を純化および濃縮する技術

を確立する。さらに、腫瘍幹細胞の細胞生物学

的な解析によって、腫瘍発生や耐性能のメカニ

ズムを解明する。また、新たな分子標的治療薬

剤の可能性について検討を行った。 

 

３．研究の方法 

高純度腫瘍幹細胞分画の分離・培養法の確立

と新規表面抗原の同定 

悪性神経膠腫手術例から採取した腫瘍細胞

を flow cytometry(FACS)にて CD133 陽性群と陰

性群に分離し、signal sequence trap 法や採取し

た mRNAを使用しmicroarray 法を用いて CD133

陽性群に高発現する分子の同定を試み、候補

遺伝子を選択した（Fig1）。また、候補となった分

子を基に FACS を用いて、それぞれ陽性群と陰

性群に分け、sphere 形成能を確認した。Sphere

形成能が高いものを選択した。 

 

Fig1 

 

悪性神経膠腫における新規腫瘍幹細胞マーカ

ーの機能的役割 

U87MG 及び U251 を用い ALCAM knock 

down 細胞株及びその isoform である soluble 

ALCAM の強制発現株を作成した。これらを用

い in vitro での浸潤、増殖能の検討、免疫不全

new-born マウスへの投与を行った。 

 

臨床検体での新規腫瘍幹細胞の発現と臨床成

績との相関 

当院で治療を行った悪性神経膠腫患者

（IDH1 変異のある grade2 から 4 までの神経膠腫

35例、②、IDH1変異のないglioblastoma（GBM）

連続 39 症例、年齢：14 -83 歳、平均 59 歳、男

性 24 名、女性 15 名）より得られた組織標本を基

に新規癌幹細胞マーカーの発現と臨床成績

（overall survival, progression free survival, MRI



 

 

に基づく腫瘍発生母地, 初回再発 pattern）との

相関について統計学的手法を用いて検討を行

なった。 

 

４．研究成果 
 

高純度腫瘍幹細胞分画の分離・培養法の確立

と新規表面抗原の同定 

悪性神経膠腫から採取した腫瘍細胞を

flow-cytometry にて CD133 陽性群と陰性群に

分離し、microarray 法を用いて解析したところ、

CD166/Activated leukocyte cell adhesion 

molecule(ALCAM)という分子を同定した。

ALCAM は CD133 陽性細胞群に比較的特異的

に発現していた（Fig2）。ALCAM 陽性細胞は

sphere 形成能が高く、ALCAM は腫瘍幹細胞成

分をより濃縮することが確認された（Fig3）。 

 

Fig2 

 

Fig3 

 

悪性神経膠腫における新規腫瘍幹細胞マーカ

ーの機能的役割 

U87MG ALCAM knock down 株では、コント

ロール群と比して浸潤が促進され、その一方で

腫瘍血管新生については抑制されていた。同様

に、Souble ALCAM 強制発現株でも、浸潤が促

進された（Fig4）。一方、soluble ALCAM 強制発

現株を移植したマウスモデルでは、コントロール

群と比して著明な腫瘍形成が確認された

（Fig5）。 

 

Fig4 

 

Fig5 

 

臨床検体での新規腫瘍幹細胞の発現と臨床成

績との相関 

IDH1変異のあるgrade2、3、4 のgliomaにおけ

る ALCAM 発現細胞の割合を数えたところ、

ALCAM 陽性率はWHO gradingと正の相関を示

した（Fig6）。IDH1 変異のない GBM で ALCAM

陽性細胞に関して、60%以上の群と 60%未満の

群で無増悪生存期間（PFS）および全生存期間



 

 

（OS）の比較すると、ALCAM 高発現群の方が予

後不良であった（Fig7）。 

初発時の MRI 所見で腫瘍の発生部位を分類

すると、脳室近傍に発生した腫瘍は ALCAM を

高発現していた。再発のパターンを比較すると、

瀰漫性に浸潤、遠隔に再発する腫瘍では、同じ

く ALCAM を高発現していた。 

 

Fig6 

 

 

 
Fig7 
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