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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、膠芽腫に対する腫瘍溶解ヘルペスウイルス療法(oHSV)によって活性
化するNOTCH経路が、抗腫瘍免疫に与える影響の解明である。まず膠芽腫症例についてNOTCH経路の活性化を調
べ、NOTCH高発現群で免疫抑制型マクロファージであるM2型マクロファージが増加していることを示した。次
に、担腫瘍マウスモデルに対してoHSVを投与したところNOTCH経路の活性化を認め、一方でoHSVとNOTCH阻害薬を
併用した群ではM2型マクロファージの集簇が減少した。本研究を通じて、膠芽腫の腫瘍微小環境におけるNOTCH
経路の活性化が、免疫抑制型腫瘍微小環境の構築に寄与する詳細な機序を解明した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the effect of the NOTCH pathway, 
which is activated by oHSV for glioblastoma. First, we examined the activation of the NOTCH pathway 
in glioblastoma patients and showed that immunosuppressive macrophages, M2-type macrophages, were 
increased in the group with high expression of NOTCH. Next, oHSV administration to a tumor-bearing 
mouse model showed activation of the NOTCH pathway, while the infiltration of M2 macrophages was 
decreased in the group treated with oHSV and NOTCH inhibitor. Through this study, we have elucidated
 the detailed mechanism by which the activation of the NOTCH pathway in the tumor microenvironment 
of glioblastoma contributes to the establishment of an immunosuppressive tumor microenvironment.

研究分野：脳腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫はもっとも予後不良な脳腫瘍の一つであり、新規治療開発は急務である。近年、ウイルス製剤を用いた治
療が注目されており、とくに抗腫瘍免疫の誘導が期待されている。一方で、抗腫瘍免疫誘導の詳細な機序や、治
療抵抗性機序については解明されていない。本研究では、我々が同定したNOTCH経路がoHSV投与後の抗腫瘍免疫
誘導に関わる因子であることを報告し、膠芽腫の新たな治療に繋がる可能性を示した。

※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 

膠芽腫は脳腫瘍の中で最も予後不良な疾患であり、新規治療法の開発が急務である。近年、が
ん細胞と腫瘍微小環境(Tumor microenvironment, TME)を含む tumor ecosystem という概念が
報告され、これを標的とした治療が提唱されている (Matsumoto Y, Otani Y, et al. Acta 

Neuropathol Commun 2020; Uneda A, Otani Y, et al. Acta Neuropathol Commun 2021)。 

ウイルス製剤を用いた免疫療法は膠芽腫に対する新規治療として注目されており(Otani Y, et 

al. Brain Tumor Pathol 2022)、本邦ではテセルパツレブが条件および期限付き承認となった。
特に腫瘍溶解ヘルペスウイルス(oncolytic HSV, oHSV)療法は、腫瘍溶解による直接的な効果に
加え、抗腫瘍免疫を誘導し tumor ecosystem を打破する新たな治療として期待されている。一
方で、oHSVによる抗腫瘍免疫誘導の詳細な機構や、その耐性機序は解明されていない。 

 我々の研究グループでは担腫瘍動物モデルを用いた膠芽腫に対する oHSV の抗腫瘍効果およ
び腫瘍微小環境の役割を解析してきた。近年は oHSV による腫瘍内シグナル伝達変化が腫瘍微
小環境に及ぼす影響に着目し、その中でも特に NOTCH 経路が重要であると考えた。NOTCH

経路は Jag-1等の ligand とNOTCH1などの receptorが結合することでシグナル伝達が誘導さ
れる。我々は、膠芽腫細胞において oHSV 投与後に NOTCH経路が活性化することを報告(Otani 

Y, et al. Clin Cancer Res 2020)したが、まず oHSV感染細胞ではHSV由来のHSV-1 microRNA-

H16が、NOTCH 経路阻害因子である factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) mRNAの 3’UTRへ結
合することで、FIH-1 タンパク質の発現低下を引き起こす。これにより NOTCH ligand のユビ
キチン化が起こり、隣接する非感染細胞への NOTCH シグナル伝達が起こることで、NOTCH 

intracellular domain が核内へ移行し、下流の遺伝子の転写が開始されることを我々は報告した。 
 

 

２．研究の目的 

 近年、NOTCH 経路は膠芽腫細胞の腫瘍増殖や幹細胞能の維持等の腫瘍細胞における役割だ
けでなく、血管新生などの腫瘍微小環境における役割も注目されている。一方、腫瘍微小環境の
中でも免疫細胞に与える影響は複雑であり、抗腫瘍免疫を促進するという報告や、抑制するとい
う報告など、一定の見解は得られていない。さらに、oHSV 投与後の NOTCH 経路活性化が腫
瘍微小環境に与える影響について解析した報告はない。本研究では、我々が解明した oHSV 投
与後の NOTCH経路が腫瘍微小環境、特に免疫細胞に与える影響を解明することを目的とした。 
 

 

３．研究の方法 

(1) 膠芽腫における NOTCH 経路活性化が腫瘍微小環境に与える影響を解明するために、米国
The Cancer Genome Atlas(TCGA)に登録された膠芽腫発現データを基に、digital cytometry

である CIBERSORT を用いて NOTCH 経路が腫瘍微小環境に与える影響を解析する。各症例に
おける NOTCH score(Jackstadt R et al. Cancer Cell 2019)を算出し、NOTCH 経路の活性化を
測定する。 

 

(2) 担腫瘍マウスモデルを用いてフローサイトメトリーを行い、NOTCH 阻害薬が oHSV 投与
後の免疫細胞浸潤に与える影響を解析する。マウス膠芽腫細胞である GL261N4 細胞を
C57Bl/6Jマウスの脳内に移植し、移植後 8日目から NOTCH阻害薬もしくは DMSO を経口投
与する。さらに移植後 10 日目に PBSもしくは oHSVをマウス脳内へ投与し、PBS群、NOTCH

阻害薬群、oHSV 群、併用群の 4 群を作成する。PBS もしくは oHSV 投与後 2 日目、7 日目に
担腫瘍脳を摘出し、フローサイトメトリーにより免疫細胞浸潤を解析する。 

 

(3) (2)で同定された免疫細胞浸潤を制御する因子を同定するために、in vitro における網羅的発
現解析を行う。ヒト膠芽腫細胞とマウスマクロファージ細胞を共培養し、PBS 群、NOTCH 阻
害薬群、oHSV群、併用群の 4群で治療を行い、RNA-sequencing を用いて発現解析を行う。 

 

(4) NOTCH経路がマクロファージや単球の分化に与える影響を解明するために、(2)で準備した
担腫瘍マウスモデルと同じモデルから単球を分離し、発現解析を行う。 

 

 

４．研究成果 

(1) TCGAに登録された膠芽腫 416 名の発現データを用いて NOTCH score を算出し、NOTCH

低信号および高信号群を同定した。次に、症例毎に digital cytometry を行い、免疫細胞浸潤を
推定した。NOTCH score 高発現群では Macrophage M2、NK cells activated、T cells follicular 

helper、T cells CD4 memory resting、B cells naïve が、低発現群では Dendritic cells resting、
T cells gamma delta、T cells CD4 memory activated、Plasma cells、B cells memory などが



上昇していた。さらに Gene Set Enrichment 解析(GSEA)においても NOTCH 経路高発現群で
M2 macrophage 等の発現が上昇しており、NOTCH 経路は膠芽腫の免疫抑制型腫瘍微小環境構
築に寄与していると考えた。 

 

図 1. 膠芽腫における NOTCH 経路は免疫抑制型腫瘍微小環境構築に寄与する 

(A) TCGAデータベースにおける各症例の NOTCH 経路関連遺伝子発現とNOTCH 

score。(B)NOTCH score 高発現および低発現群における免疫細胞浸潤。(C)GSEA に
よる NOTCH score と免疫細胞浸潤の解析。 

 

(2) 担腫瘍マウスモデルを用いてフローサイトメトリーによる免疫細胞浸潤の解析を行った。
oHSV 投与群は PBS 群と比較し、治療後 2 日目にはマクロファージや単球の浸潤を、治療後 7

日目にはリンパ球浸潤を認めた。一方で、併用群では oHSV 群と比較し、治療後 2 日目にはマ
クロファージや単球の低下、治療後 7 日目にはリンパ球の増加を認めた 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. oHSV 投与後の NOTCH 経路活性化阻害は免疫細胞浸潤を変化させる 

  治療後 2日目(A)および 7日目(B)の免疫細胞浸潤解析。 

 

(3) NOTCH阻害薬による腫瘍微小環境の変化を規定する因子を同定するために、マクロファー
ジ細胞を用いた網羅的発現解析を行った。GSEA を行うと、マクロファージにおけるサイトカ
イン産生は併用群で oHSV 群と比較し低下していた。次に secretome について解析を行うと、
40個の遺伝子発現が有意に低下していた。我々はこの中で CCL2に着目した。TCGA データベ
ースでは CCL2 は膠芽腫の予後不良因子であり、免疫抑制型免疫細胞である myeloid derived 

suppressor cells (MDSC)や regulatory T細胞(Treg)の浸潤と相関していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. oHSV 投与後の NOTCH 経路活性化阻害は CCL2 を抑制する 

(A)マクロファージにおける secretome 発現解析。(B)CCL2 発現と膠芽腫の予後。(C)

膠芽腫における CCL2 発現と免疫細胞浸潤解析。 

 

(4) 最後に、NOTCH 阻害薬がマクロファージや単球の分化に与える影響を解析するために、
oHSV群、併用群の 4群で治療を行った担腫瘍マウスより、単球を単離し、発現マーカーを調べ
た。併用群では免疫抑制型分子である arginase1、TGF-beta、IL-10 などの発現低下を認めた。 
 

 以上より、本研究成果は、oHSV 投与後の NOTCH 経路は CCL2 を介した免疫抑制型免疫細
胞浸潤、単球における免疫抑制型遺伝子の発現に寄与し、oHSVの抗腫瘍免疫を減弱することを
示した。さらに NOTCH 阻害薬を併用することで oHSV の抗腫瘍免疫を増強させ、膠芽腫に対
する新たな治療法となる可能性を示した。 
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Neuro-Oncology 1481～1493

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
Otani Y , Sur HP , Rachaiah G , Namagiri S , Chowdhury A , Lewis CT , Shimizu T , Gangaplara A
, Wang X , Vezina A , Maric D , Jackson S, Yan Y , Zhengping Z , Ray-Chaudhury A , Kumar S ,
Ballester LY , Chittiboina P , Yoo JY , Heiss J , Kaur B , Banasavadi-Siddegowda YK

23

10.1186/s40478-021-01124-7

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Differentiated glioblastoma cells accelerate tumor progression by shaping the tumor
microenvironment via CCN1-mediated macrophage infiltration

Acta Neuropathologica Communications -
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第93回（一社）日本脳神経外科学会中国四国支部学術集会

第40回日本脳腫瘍病理学会（現地・Web併催）

第40回日本脳腫瘍病理学会（現地・Web併催）

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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再発性・難治性primary central nervous system lymphomaに対するCAR-T療法

小児、AYA世代の脳腫瘍に対する網羅的メチル化解析を用いた診断の有用性と限界（シンポジウム）
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 ４．発表年
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頭蓋底骨削除法─超音波手術器の有用性─（ビデオシンポジウム）

聴神経腫瘍の再発における腫瘍微小環境の影響（シンポジウム）

Gliomaに対する第2世代REIC/Dkk-3遺伝子発現アデノウイルスとbevacizumabの併用療法

がんゲノム医療時代における小児グリオーマ診療について（シンポジウム）
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井本良二、石田穣治、坪井伸成、大谷理浩、藤井謙太郎、柳井広之、信澤純人、伊達　勲

大谷理浩

 ３．学会等名

小児、AYA世代に対する網羅的メチル化解析による脳腫瘍診断の有用性と限界

悪性転化リスクのある低悪性度脳腫瘍central nervous system low-grade diffusely infiltrative tumors with INI1 deficiency（CNS
LGDIT-INI1）の1例

脳腫瘍周術期のけいれんマネジメントについて
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牧野圭悟、大谷理浩、藤井謙太郎、石田穣治、畝田篤仁、坪井伸成、平野秀一郎、劒持直也、駿河和城、水田　亮、井本良二、安原隆雄、
伊達　勲
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 １．発表者名

 １．発表者名

聴神経腫瘍の再発における腫瘍微小環境の影響

高齢者下垂体腺腫の臨床像および外科的治療成績の検討

ラトケ嚢胞治療と内分泌機能低下リスクの検討

がん遺伝子パネル検査を用いた当院における小児グリオーマの診療について

 １．発表者名
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（一社）日本脳神経外科学会第81回学術総会（現地・Web併催）

（一社）日本脳神経外科学会第81回学術総会（現地・Web併催）

（一社）日本脳神経外科学会第81回学術総会（現地・Web併催）

井本良二、大谷理浩、水田　亮、劒持直也、駿河和城、平野秀一郎、牧野圭悟、坪井伸成、石田穣治、藤井謙太郎、鷲尾佳奈、柳井広之、
伊達　勲
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 １．発表者名
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Tectal gliomaの臨床像および組織学的検討について

当院における中枢神経原発悪性リンパ腫に対する治療戦略

Second look手術を行ったCNS LGDIT-INI1の1例

脳幹部・脳幹周囲病変における定位脳生検術の有用性と課題

 １．発表者名
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第10回Neuro-Oncology WEST（Web開催）

第29回一般社団法人日本神経内視鏡学会（現地・Web併催）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

藤井謙太郎、牧原靖一郎、坪井伸成、大谷理浩、石田穣治、伊達　勲

 ２．発表標題

石田穣治、藤井謙太郎、大谷理浩、佐々木達也、坪井伸成、牧野圭悟、平野秀一郎、劒持直也、駿河和城、井本良二、水田　亮、細本
翔、永瀬喬之、伊達　勲

大谷理浩、藤井謙太郎、石田穣治、坪井伸成、牧野圭悟、平野秀一郎、劒持直也、駿河和城、井本良二、水田　亮、檜垣文代、伊達　勲

劒持直也、二宮貴一郎、大谷理浩、道上宏之、木浦勝行、伊達　勲、冨樫庸介

第27回日本脳腫瘍の外科学会（現地・Web併催）

第27回日本脳腫瘍の外科学会（現地・Web併催）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

DuraGenで鞍底形成し遅発性髄液漏をきたした1例

橋発生gliomaに対する生検の有用性

神経膠腫における術後早期MRIと比較した術中MRIの有用性と限界について（シンポジウム）

免疫チェックポイント阻害剤による転移性脳腫瘍発生率の低下と、その抗腫瘍免疫機序の解明（シンポジウム）
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 ３．学会等名

第29回一般社団法人日本神経内視鏡学会（現地・Web併催）

第29回一般社団法人日本神経内視鏡学会（現地・Web併催）

石田穣治、水田　亮、冨田陽介、檜垣貴哉、坪井伸成、大谷理浩、藤井謙太郎、伊達　勲
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大谷理浩、Yoo Ji Young 、Kaur Balveen

石田穣治、藤井謙太郎、大谷理浩、佐々木達也、坪井伸成、牧野圭悟、平野秀一郎、劒持直也、駿河和城、井本良二、水田　亮、家護谷泰
仁、伊達　勲
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 １．発表者名
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開頭と経鼻アプローチにより複数回の閉鎖術を要した自然発生髄液漏の一例

開頭経鼻合同頭蓋顔面切除術における神経内視鏡・外視鏡併用手術の有用性

腫瘍溶解ウイルスによるNOTCH経路活性化と腫瘍微小環境の解明

橋実質内腫瘍に対する生検の有用性

 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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 ２．発表標題
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第40回日本脳腫瘍学会学術集会（現地・Web併催）

第40回日本脳腫瘍学会学術集会（現地・Web併催）

第40回日本脳腫瘍学会学術集会（現地・Web併催）

第40回日本脳腫瘍学会学術集会（現地・Web併催）

平野秀一郎、畝田篤仁、井本良二、水田　亮、駿河和城、劒持直也、牧野圭悟、坪井伸成、大谷理浩、石田穣治、藤井謙太郎、伊達　勲

劒持直也、二宮貴一朗、大谷理浩、道上宏之、木浦勝行、伊達　勲、冨樫庸介

駿河和城、冨田祐介、里見介史、大谷理浩、田中仁啓、家護谷泰仁、水田　亮、井本良二、劒持直也、平野秀一郎、牧野圭悟、坪井伸成、
石田穣治、藤井謙太郎、安原隆雄、鷲尾佳奈、柳生広之、市村幸一、伊達　勲

牧野圭悟、大谷理浩、家護谷泰仁、井本良二、水田　亮、駿河和城、劒持直也、平野秀一郎、坪井伸成、石田穣治、藤井謙太郎、安原隆
雄、伊達　勲

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名
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