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研究成果の概要（和文）： 

本研究では悪性グリオーマに対する新薬の開発をめざし、正常神経幹細胞（NSCs）をモデル
細胞に使用してグリオーマ幹細胞（GSCs）の薬剤感受性解析を実施した。手術標本から GSCs
を樹立し、グリオーマ治療薬（ACNU, TMZ, INF-β, VCR, PCZ）およびその他の薬剤に対する感
受性を NSCs と比較しながら検討した。その結果、両細胞は類似の薬剤感受性を示し、幾つか
の化合物は両細胞に明らかな殺細胞効果を有することを明らかにした。これら成果は、GSCs
の生物学的特性の理解を助け、GSCs を標的にした新薬開発に有用な情報をもたらすものと考
える。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this research, to develop new drugs for malignant gliomas (MGs), we examined the in vitro 
chemosensitivity of glioma stem cells (GSCs) compared with normal neural stem cells (NSCs), which 
we used in vitro model cells for drug screening and toxicity studies. We isolated three GSC lines isolated 
from surgically removed MG tissues and examined their detailed in vitro cellular properties. In vitro 
chemosensitivity to drugs for MGs (ACNU, TMZ, INF-β, VCR, PCZ) or other compounds against 
GSCs and NSCs were examined. We found that both GSCs and NSCs showed similar chemosensitivities 
and several compounds showed significant cytotoxic effect to GCSs and NSCs equally. These findings 
will increase our knowledge about the cellular properties of GSCs and provide useful information for the 
development of new drugs that target GSCs. 
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１．研究開始当初の背景 
・悪性グリオーマは最も代表的でかつ悪性度
の高い脳腫瘍であるが、近年の放射線療法や
化学療法の進歩によっても依然としてその
予後は極めて不良であり、画期的な新薬開発
が切望されている。 
・悪性グリオーマ組織から、神経幹細胞
（neural stem cells: NSCs）と類似の特性を有
するグリオーマ幹細胞（glioma stem cells: 
GSCs）が同定・樹立され、腫瘍塊形成に中心
的な役割を果たすがん幹細胞であることが
判明し、GSCs こそがグリオーマ治療薬開発
の新しい標的であることが判明しつつある。 
 
２．研究の目的 
正常ヒト NSCs と GSCs の薬物代謝特性を

比較検討し、正常ヒト NSCs を使用する探索
系から GSCs に殺細胞効果が期待される候補
化合物を選択し、候補化合物の効果を GSCs
で検証することで、高い選択性・感受性を有
する新規 GSCs 標的薬開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)手術摘出標本からの GSCs の樹立とその
特性解析 
・ヒト NSCs の樹立・培養に最適化された培
養方法を基本技術として使用し、手術摘出標
本から GSCs を樹立する。 
・樹立細胞に対して、①長期増殖能、②表面
マーカー発現解析、③分化誘導能解析、④定
量的 RT-PCR 法およびマイクロアレイを用い
た遺伝子発現解析、等の評価を各々実施し、
in vitro での GSCs としての特性評価を行う。
また免疫不全動物脳内へ移植を行い、腫瘍塊
形成能の評価を in vivo で実施する。 
(2)正常ヒト NSCs および GSCs に細胞毒性を
持つ候補化合物のスクリーニング 
・正常ヒト NSCs をコントロール細胞として
使用して、96 ウエルプレート、Microsphere 
array等を使用して各種化合物がGSCsに及ぼ
す影響を解析する。 
・GSCs に対する細胞増殖阻害濃度、細胞死
誘発濃度、IC50 値を計測し、NSCs のデータ
と比較する。 
・既存の各種ヒト株化腫瘍細胞に対する作用
を評価し、候補化合物作用の GSCs に対する
作用の選択性を評価する。 
(3)候補化合物の作用メカニズム解析 
・NSCs および GSCs における候補化合物投与
後の遺伝子発現変動をマイクロアレイを用
いて包括的に探索する。その結果から、候補
化合物作用に関連する遺伝子ネットワーク
を同定し、その作用メカニズムを解明する。 
 
４．研究成果 
(1)手術摘出標本から樹立した GSCs の特性

解析 
・Glioblastoma 手術摘出標本から neurosphere
法を使用して tumor-initiating cell の樹立を試
み、in vitro で 3 カ月以上 sphere 形態を維持し
て増殖可能な細胞株（glioma derived cells: 
GDCs）を 3 クローン（GDC21, GDC36, 
GDC40）樹立することに成功した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 

 
図 1:新規樹立した GDCs   
スケールバー: 100μm 

 
・Genome-Wide Human SNP Array 6.0（アフィ
メトリクス社）を用いたコピー数変異（CNV）
解析において、GDCs にはグリオーマで同定
されている複数の CNV が存在することが確
認された。 
・NOD-scid マウスへの脳内移植実験において、
3 クローンの GDCs はいずれも腫瘍形成能を
有することが確認され、GDCs は GSCs とし
ての条件を満たす細胞であることを明らか
にした。 
・FACS を用いた解析において、GDCs と NSCs
の間では細胞表面マーカーの発現様式に差
異が認められ、特に ABC トランスポーター
の発現様式に相違が確認された。 
・マイクロアレイ解析において、NSCs と
GDCs の比較において、4844 遺伝子に 2 倍以
上の発現量の差がある事を明らかにすると
同時に、各々の細胞にのみ選択的に発現する
遺伝子群を同定した。 
・レクチンアレイ解析において、GDCs は 5
種類のレクチンに高い親和性を有すること
を明らかにした。 
(2)Microsphere array を用いたスクリーニン
グ系の開発 
・培養フラスコ内で維持培養されている
NSCs を Microsphere array に播種し、アレイ上
で均質なヒト neurosphere を作成するための
培養条件の検討を実施した。その条件を用い
て、増殖因子（EGF）が NSCs の増殖に及ぼ
す効果の評価を Microsphere array 上に作成し
たヒト neurosphere 径の経時的変化率から推
定する手法を開発した。 
(3)NSCs および GDCs に細胞毒性を持つ候補
化合物のスクリーニング 
・GDCs（3 ライン）と、対照細胞として NSCs
（3 ライン）およびグリオーマ株化細胞（4
ライン）を使用し、グリオーマ治療標準薬
（ACNU, TMZ, INF-β, VCR, PCZ）、その他の
抗がん剤、さらに抗がん剤以外の用途で使用



される各種薬剤の作用を細胞増殖率評価（生
細胞内 ATP 計測法）および細胞毒性評価（培
養上清中 LDH 計測法）にて解析した。 
・GDCs と NSCs は共通してグリオーマ治療
標準薬に一定の抵抗性を示すことを明らか
にした。一方、その他の抗がん剤および抗が
ん剤以外薬剤の一部に GDCs および NSCs の
いずれに対しても細胞増殖抑制および細胞
死を引き起こす作用を有する薬剤が存在す
ることを見出した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：各種薬剤に対する GDCs および NSCs
の反応性 
ATP:細胞増殖率評価（生細胞内 ATP 計測法）、
LDH:細胞毒性評価（培養上清中 LDH 計測法） 
 
 
(4)候補化合物の作用メカニズム解析 

GDCs と NSCs の薬剤抵抗性のメカニズム
解析として、マイクロアレイ解析（Affymetrix 
GeneChip）、MGMT 発現量解析、および
MGMT プロモーターメチル化率を各々評価
した。その結果、NSCs は MGMT プロモータ
ーが低メチル化状態にあること、さらに
GDCs と NSCs においては薬剤反応性関連遺
伝子の発現に差異があることを明らかにし
た。 
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