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研究成果の概要（和文）： 
 
本研究では、脳腫瘍幹細胞(BCSC)における幹細胞制御分子の同定を目的として、分離 BCSC

を用いた網羅的な遺伝子発現比較解析を行った結果、新規の BCSC 抗原 KLRC2を同定した。さら

に幹細胞制御分子スクリーニング解析を行った結果、BCSC増殖制御分子 MIFを同定した。KLRC2

および MIF は、ともに正常脳組織で発現を認めず、一方、BCSC およびグリオーマ において高

発現しており、BCSCマーカーとして、さらにグリオーマ治療標的分子としてその有用性が期待

される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
To identify genes that are highly expressed in brain cancer stem cells (BCSC), we performed 
cDNA microarray analysis using isolated BCSCs, glioma cells and neural stem cells, and  
identified a new BCSC antigen, KLRC2. To identify genes that regulate the stemness in 
BCSC, we screened with a lentivirus expressing cDNA library system and identified MIF 
as a novel proliferation factor in BCSC. Both genes are highly expressed in gliomas and 
BCSCs but not normal brain, suggesting that KLRC2 and MIF could be not only BCSC markers 
but also therapeutic targets for glioma. 
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１．研究開始当初の背景 
 

幹細胞研究の進展に伴って、さまざまな
悪性腫瘍においても癌幹細胞が存在するこ

とが明らかとなり、また抗癌剤や放射線療
法に抵抗性を示すことから、脳腫瘍を含め
た難治性の癌治療のための重要な標的とし
てその性状解析が急速に進められている。
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実際に、薬剤排出能の高い Side population 
(SP)分画や神経幹細胞マーカーCD133 抗体
を利用して、脳腫瘍組織や脳腫瘍細胞株か
ら brain cancer stem cell (BCSC)が分離
されている。一方、最新の報告では CD133
陰性の BCSC の存在も明らかにされており、
現在の手法では BCSC を精製できないため、
正確な性状解析はできず、また BCSC特異的
な遺伝子は同定されていない。 
BCSCは neural stem cell (NSC)から発生

するという考えが支持されているが、BCSC
の発生機序の詳細は現在なお不明であり、
実際のグリオーマ発生部位と NSC の存在部
位とを対比すると、すべての BCSCが NSCか
ら発生しているとは考えにくい。オリゴデ
ンドロサイト前駆細胞から NSC へのリプロ
グラムや線維芽細胞から iPS が樹立された
報告は、分化した細胞からのリプログラム
化による多分化能獲得の可能性と、一方で、
腫瘍化の危険性を示唆する。一方、現在ま
で、BCSCの分離・精製が困難であったため、
BCSC の分子制御機構の詳細は不明であり、
グリオーマ細胞とは異なる特徴的な性質で
ある多分化能（幹細胞性）を制御する分子
は同定されていない。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、第一に我々の BCSC 解析技術

を基盤に、新たな BCSC 分離・精製法を開発
し、精製された BCSC とグリオーマ、NSC との
遺伝子発現を比較解析して、新規の BCSC 遺
伝子（マーカー）の同定を試みる。 
第二に、幹細胞性制御分子の発現を指標と

した未分化維持制御分子のスクリーニング
システムを構築し、BCSCにおける幹細胞性制
御因子の同定を行い、BCSC治療標的分子とし
ての機能解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) BCSC抗原分子の同定 
 
分離 BCSC とグリオーマは基本的に遺伝

子・蛋白発現でかなり共通したパターンを呈
することが推察されるため、BCSC の分離数
を増やして、網羅的発現解析を行うことによ
り、BCSC 間で共通した発現パターンを示す
新規分子の同定を試みる。具体的には
Affimetrix 社製 Gene Chip を用いて、分離
した BCSC とグリオーマ、NSC の網羅的遺伝
子発現比較解析により、新規 BCSC 分子を同
定する。同定分子の発現特異性を明らかにす
るため、正常脳組織、グリオーマ、BCSC に
おける発現解析を行う。 

 
(2) BCSC 未分化維持制御因子の同定と機
能解析 
 
BCSC 未分化性維持制御分子スクリーニン
グシステムを構築する。BCSC 増殖をモニタ
ーするため、分泌型ルシフェラーゼと GFP
を共発現するレンチウィルスベクターを作
製し、BCSC 細胞株に遺伝子導入して、スク
リーニングを行う。  
 

同定遺伝子の BCSC における機能解析を行
うため、過剰発現と遺伝子ノックダウンに
よるスフェア形成能（幹細胞維持・自己複
製）、多分化能の変化を解析し、未分化維持
制御分子としての機能を検証する。また、
同定分子の発現特異性を明らかにするため、
正常脳組織、グリオーマ、BCSCにおける発
現解析を行う。 

 
NOD/SCID マウス脳内に、分離した BCSC を
移植し、マウス BCSCモデルを作成する。標
的分子を knockdown するための shRNA およ
びコントロールの shRNA を組み込んだレン
チウィルスベクターを作成し、マウスモデ
ルの脳腫瘍内へ定位的投与し、in vivo に
おける治療標的分子としての有効性を解析
する。 

 
 
４．研究成果 
 

グリオーマ組織から神経幹細胞培地を用い

たsphere培養を行ない、長期培養可能な3つの

BCSC細胞株を樹立した。これら3つの細胞株は

多系統への分化能力を有し、かつ免疫不全マ

ウス脳内に移植することにより、神経膠腫に

似た組織像を呈する脳腫瘍を形成した。そこ

でAffimetrix社製Gene Chipを用いて、分離

BCSC、グリオーマ、NSCの網羅的な遺伝子発現

解析比較を行った結果、新規BCSC抗原である

KLRC2を同定した。KLRC2 は、NK 細胞と一部

のT 細胞に特異的に存在する１回膜貫通型タ

イプⅡタンパク質であり、MHC クラス・HLA-E 

分子を認識する活性化レセプターである。発

現解析の結果、KLRC2 は、正常脳組織におい

て発現を認めず、一方、BCSCおよびグリオー

マ において高発現していることが明らかに

なった。さらにKLRC2のシグナル伝達経路から

、グリオーマ細胞増殖への関与が示唆される

。以上、KLRC2はBCSCマーカーとしてのみなら

ず治療標的分子としての有用性が期待され,

今後はBCSCにおける機能解析を行う予定であ

る。 

 



幹細胞制御分子発現を指標としたスクリー

ニング解析により、BCSCの未分化維持に関与

する分子としてmacrophage migration 

inhibitory factor (MIF)を同定した。MIFは

炎症を促進するcytokineであるが、詳細な発

現解析の結果、正常脳組織での発現は低く、

様々な脳腫瘍およびBCSCにおいて高発現を呈

していることが明らかになった。siRNAを用い

て、MIF発現knockdownによる機能解析を行っ

た結果、グリオーマの細胞増殖を制御してい

ることが明らかになった。次にsiRNA-MIFと

siRNA-p53を同時に用いた解析により、MIF 

knockdownによるグリオーマ細胞増殖抑制が

p53発現に依存すること、また免疫沈降解析に

より、核内でMIFとp53が結合していることが

明らかになった。また、virus vectorに組み

込んだMIF shRNAを用いてMIF発現を阻害する

ことにより、3種類のBCSCの細胞増殖を抑制す

ること、この細胞増殖抑制は細胞死が関与し

ていることを明らかにした。さらに、BCSC脳

内移植マウスにMIF shRNAを腫瘍内投与する

と、生存期間の延長が認められた。以上、MIF

は正常脳組織に発現せず、BCSCおよびグリオ

ーマにおいて高発現し、またMIF発現を

knockdownすることによりin vitroのみなら

ずin vivoにおいてBCSCに対する抗腫瘍効果

を示すことから、グリオーマの標的分子とし

ての有用性が示された。 
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