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研究成果の概要(和文)： 

 最近、TROY のリガンドとして報告された LTα の発現が、TROY と同様に脳室下帯
(subventricular zone; SVZ)の GFAP 陽性の神経幹細胞やアストロサイト系譜の細胞に認められ

た。U251グリオーマ細胞において、TROYの発現がCD133陽性グリオーマ幹細胞にも認められた。

CD133陽性/TROY陽性グリオーマ幹細胞とSVZのTROY陽性／GFAP陽性神経幹細胞におけるTROY

のシグナルの役割の解明は、そのシグナリング制御によるグリオーマ治療法の開発に寄与する

と考えられる。 

 
研究成果の概要(英文)： 

 We have reported that TROY was expressed in the GFAP-positive neural stem cells and/or 

astroglial progenitor cells in the subventricular zone (SVZ).  In the present study, I 

showed that LTα, a ligand of TROY, was expressed in these GFAP-positive cells in the 
subventricular zone (SVZ) of adult mice.  Recently, it has been reported that brain tumor 

stem cells might be derived from normal neural stem or progenitor cells of the SVZ.  I 

found the expression of TROY in CD133-positive glioma stem cells in U251 glioma cells.  

These results shed light on the association of TROY-positive/GFAP-positive neural stem 

cells in the SVZ and TROY-positive/CD133-positive glioma stem cells in the CNS. 
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微鏡法等を用いて、中枢神経発生過程におけ

る TROY の発現を検討してきた。その結果、

胎生期の nestin や Musashi1 陽性の神経上皮

細胞や放射状グリアに加え、生後から成獣の

SVZの神経幹細胞や大脳皮質のGFAP陽性のア

ストロサイトに TROY の発現が認められた。

TROY の過剰発現により、神経系前駆細胞から

神経細胞への分化抑制や、グリオーマからア

ストロサイト様細胞への分化誘導が認めら

れたことから、TROY のシグナルは、神経幹細

胞／神経系前駆細胞においては神経細胞へ

の分化抑制に、グリア前駆細胞においてはア

ストロサイトへの分化誘導に関与している

可能性が考えられる。したがって、グリオー

マの分化における TROY のシグナルを解明す

ることにより、神経・グリア細胞と癌の共通

の発生メカニズムの解明と癌治療への応用

へつながる可能性が期待出来る。 

（２）発現しているマーカー(nestin, 

Musashi1 など)や in vitro での自己複製能、

シグナル伝達経路等の類似性から、神経幹細

胞と脳腫瘍幹細胞の密接な関連が報告され

ている。TROY はヒトのグリオーマ細胞におい

ても発現が認められること、発生過程におい

て、グリオーマ幹細胞にも発現の認められる

CD133 陽 性 の 放 射 状 グ リ ア や 脳 室 帯

(ventricular zone; VZ)の神経系前駆細胞に

も発現している可能性が高いことから、グリ

オーマ細胞及びグリオーマ幹細胞における

TROY のシグナルを解明することにより、脳腫

瘍の病態解明、治療への応用に寄与すると考

えられる。 

 

2. 研究の目的 

（１）グリオーマ細胞、及びグリオーマ幹細

胞における TROY の発現。 

（２）TROY 固有のリガンドの同定。 

（３）グリオーマ細胞、及びグリオーマ幹細

胞の増殖・分化における TROY とそのリガン

ドの機能を in vitro で解明。 

（４）脳腫瘍モデルマウスを作製し、in vivo

でのグリオーマ細胞における TROY とそのリ

ガンドの機能を解明。 

 

3. 研究の方法 

（１）U251 グリオーマ細胞における TROY の

過剰発現 

 TROY を U251 グリオーマ細胞株に電気穿孔

法等を用いて過剰発現させ、TROY からのシグ

ナリング（NF-κB や JNK の活性化）を免疫沈
降法やウエスタンブロット法により検討す

る。TROY を過剰発現させた U251 グリオーマ

細胞の増殖や突起の形成、分化、生存等に関

して検討する。 

（２）TROY リガンドの中枢神経系における発

現と発現細胞の同定 

 皮膚において TROY が LTαと結合し、NF-κB
の転写を活性化することが報告された。中枢

神経系やグリオーマにおける LTαの発現、及
び LTα 発現細胞の同定により、LTα が TROY
のリガンドとして機能する可能性に関して

検討する。 

（３）FACS 及び免疫染色法によるグリオーマ

幹細胞における TROY の発現の検討 

 U251 グリオーマ細胞 0.3%に CD133 陽性の

グリオーマ幹細胞が含まれることが報告さ

れており、TROY 陽性細胞に CD133 陽性のグリ

オーマ幹細胞が含まれるかをTROY及びCD133

に対する抗体を用いて、FACS 及び免疫染色法

で検討する。 

 

4. 研究成果 

（１）グリオーマ細胞における TROY の過剰

発現 

 U251 グリオーマ細胞株に TROY-IRES-EGFP

を過剰発現させ、TROY に対する抗体を用いて

免疫細胞染色を行った結果、EGFP 陽性細胞に

TROY の強い発現が認められた。EGFP/TROY 陽

性の U251 細胞は突起の伸展が誘導され、成

熟アストロサイト様の形態変化を示した(図

１)ことから、グリア前駆細胞やグリオーマ

細胞において、TROY のシグナルがアストロサ

イトへの分化誘導に関与している可能性が

考えられる。 

 
 

図１ TROY の過剰発現によるグリオーマ細

胞株 U251 の分化： グリオーマ細胞株 U251

は、TROY-IRES-EGFP の過剰発現(A,D; TROY



染色, B, E; EGFP,C, F; DAPI 染色)により、

突起の伸展が誘導され、成熟アストロサイト

様の形態に変化する。Scale bars = 50 µm. 
（２）成獣マウス中枢神経系における LTαの
発現 

 LTα に対する抗体を用いて、LTα の成獣マ
ウス中枢神経系における発現を検討した結

果、SVZ や VZ に強い発現を認め、海馬や線条

体、脳梁にも広く発現が認められた。成獣の

SVZ においては、GFAP 陽性の神経幹細胞やア

ストロサイト系譜細胞を含む type B 細胞、

PSA-NCAM 陽性の神経系前駆細胞である type 

A 細胞、EGFR 陽性の増殖細胞を含む type C

細胞があり、神経／グリア新生に関与するこ

とが知られている。これらのマーカーに対す

る抗体とLTαに対する抗体とを用いたニ重免
疫染色を行った結果、LTα 陽性細胞のほとん
どが GFAP 陽性（図２）であったが、PSA-NCAM

の発現は全く認められなかった。（図３）。ま

たSVZの一部のLTα陽性細胞に神経幹細胞の
マーカーである nestin の発現を認め、VZ の

上衣細胞においても nestin と LTα との共存
が認められた（図４）。以上の結果より LTα
はSVZの神経幹細胞やアストロサイト系譜細

胞を含む type B 細胞、及び VZ の上衣細胞に

発現し、TROY 発現細胞である type B 細胞や

その近傍に発現している可能性が高いこと

から、TROY のリガンドとして作用しアストロ

サイトへの分化やグリア新生等に関与する

可能性が考えられる。 

（３）CD133 陽性グリオーマ幹細胞、及び

CD133陰性グリオーマ細胞におけるTROYの発

現解析 

 抗 TROY 抗体を用いた蛍光免疫染色法によ

り、U251 グリオーマ細胞における TROY の発

現を検討したところ、球形で小型の細胞にの

み TROY の発現が認められた。これらの細胞

は、U251 グリオーマ細胞の中では非常に少数

の細胞集団で、DAPI による核染色で観察する

と、ほとんどの細胞で核分裂像が認められた。

また、U251 グリオーマ細胞の大部分を占める、

突起をもった扁平な細胞には TROY の発現が

認められず、また核分裂像もみられなかった。

これらのことから、TROY 陽性細胞は、TROY

陰性細胞とは異なり、細胞分裂の活発な細胞

であると考えられた。 

 U251 グリオーマ細胞には、アストロサイト

系譜のマーカーである GFAP を発現している

分化した細胞と発現していない、より未分化

なグリオーマ幹細胞があることが報告され

ている。そこで抗 TROY 抗体、及び抗 GFAP 抗

体を用いた二重免疫染色を行ったところ、

GFAP 陽性細胞の大部分は、突起を形成し、扁

平で TROY を発現していなかった。TROY 陽性

の球形で小型の細胞では、大部分が GFAP 強

陽性、または GFAP 弱陽性（図５）で、少数

の GFAP 陰性細胞が認められた。 

 さらに U251 グリオーマ細胞の 0.3%に、

CD133 陽性/GFAP 陰性のグリオーマ幹細胞が

認められることが報告されていることから、

抗 TROY 抗体、及び抗 CD133 抗体を用いて二

重免疫染色法を行った。その結果、CD133 の

発現は、球形で小型の細胞にのみ認められ、

CD133陽性細胞のほとんどすべてがTROYを発

現していた。また TROY 陽性細胞のほとんど

すべてが CD133 を発現していた（図６）。し

たがって、TROY は U251 グリオーマ細胞の中

でも CD133 陽性/GFAP 陰性グリオーマ幹細胞

に加え、これまで報告されていない CD133 陽

性／GFAP 陽性グリオーマ幹細胞が存在し、そ

の細胞にも発現している可能性が示唆され

た。 

 成獣の SVZの神経幹細胞はグリオーマ幹細

胞となる可能性が注目されているが、SVZ の

GFAP 陽性の神経幹細胞はグリオーマ幹細胞

のマーカーであるCD133は発現していないこ

とが報告されており、SVZ の GFAP 陽性の神経

幹細胞がCD133陽性のグリオーマ幹細胞とな

るかは未だ不明である。今回の結果より、

CD133陽性/GFAP陽性/TROY陽性グリオーマ幹

細胞が SVZ の GFAP 陽性の神経幹細胞である

可能性が考えられる。今後、より詳細に CD133

陽性/GFAP 陽性/TROY 陽性グリオーマ幹細胞

を解析することにより、SVZ の神経幹細胞と

グリオーマ幹細胞における TROY シグナリン

グの役割を解明し、そのシグナリング制御に

より、グリオーマ治療法開発に貢献すること

が期待できる。 



 
 
図2 成獣脳室下帯におけるLTαとGFAPとの
ニ重免疫染色： LTα (A、赤)と GFAP (B、緑)
の共存 (C、黄)が認められた。Scale bars = 

50 µm. 

 
 
図 3 成獣脳室下帯におけるLTαとPSA-NCAM
とのニ重免疫染色： LTα (A、C 赤)と PSA-NCAM 
(B、C 緑)の共存は認められなかった。Scale 

bars = 50 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
図４ 成獣脳室下帯における LTα と nestin
とのニ重免疫染色： LTα (A、赤)と nestin (B、
緑) の共存 (C、黄) が認められた。Scale 

bars = 50 µm. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図５ U251 グリオーマ細胞における TROY 及

び GFAP のニ重免疫染色：TROY 発現細胞(A、

赤)は球状を呈し、GFAP の発現（B、緑）が認

められた。TROY 陽性細胞において、核染色（C、

青、arrowhead）でクロマチンの凝縮を認め

た。Scale bars = 50 µm. 
 



 
 

図６（右図） U251 グリオーマ細胞における

TROY 及び CD133 のニ重免疫染色：TROY 発現

細胞(A、赤)は球状を呈し、CD133 の発現（B、

緑）を認めた。Scale bars = 50 µm. 
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