
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25 年 5 月 10 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：ヌードマウス皮下移植モデルにおいて、nestin 陽性グリオーマ細胞

が血管中心性に増生し、非 nestin 陽性グリオーマ細胞は nestin 陽性グリオーマ細胞の周囲に

おいて増生することを示した。それら細胞を FACS にて採取することに成功した。遺伝子プロ

ファイルを行うと、nestin 陽性細胞には間葉系マーカーが強く発現されていた。そこで、

TGFbeta 存在下で培養すると、筋線維芽細胞や骨芽細胞へ分化した。さらに、nestin 陽性グリ

オーマ細胞は抗がん剤に耐性であることが証明された。以上のことから、nestin 陽性グリオー

マ細胞はより未分化な細胞集団と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that the nestin-negative glioma cells were grown around the nestin-positive 

glioma cells growing in perivascular in the subcutaneous tumors grown as xenografts in 

nude mice. By using FACS, these two populations were successfully harvested. Global gene 

expression profiles demonstrated that some mesenchymal markers were up-regulated in the 

nestin-positive glioma cells. In the prescence of TGF-beta, nestin-positive glioma cells 

differentiated into myofibroblasts and osetoblasts. We also found that nestin-positive 

glioma cells were more resistant to anti-cancer reagents compared with nestine-negative 

glioma cells. Taken together, nestin-positive glioma cells were considered to be more 

undifferentiated than nestin-negative glioma cells. 
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は、幹細胞生物学の概念をいち早く腫瘍生物
学に取り入れ、細胞表面蛋白に対する抗体を
用いた FACS(Fluorescence activated cell 
sorting)を活用して、ヒトの乳癌組織中の
CD44 陽 性 /CD24 陰 性 細 胞 の み が
tumorigenicity を有することを証明し、CD44
陽性/CD24 陰性細胞を乳癌がん幹細胞と呼ぶ
ことを提唱した。つまり、腫瘍組織の一部の
細胞のみが tumorigenicity を有し、他の細
胞は tumorigenicity を有さないか低いもの
と考えた。Cancer stem-like cells の存在に
ついては依然議論が多く、依然仮説に留まっ
ている状態である。我々は、C6 グリオーマ細
胞を用いて、cancer stem-like cells の存在
とそのニッチに関する実験を行った。 
 
２．研究の目的 
①Nestin 陽性 C6グリオーマ細胞の分離と遺
伝子 profile 

皮下に移植して増大した C6 グリオーマを
nestin（神経幹細胞マーカー）によって、染
色すると血管を中心にして（血管性ニッチ）、
nestin 陽性腫瘍細胞が増生しているのを見
出した。Nestin 陽性細胞と nestin 陰性腫瘍
細胞とを細胞生物学的に比較する。 
②血管性ニッチを構成する pericyte の分離
と遺伝子 profile 
 血管性ニッチを構成する pericyte を分離
して、生理学的な解析を行う。 
 
３．研究の方法 
①Nestin 陽性 C6 グリオーマ細胞の分離 
Nestin 陽性腫瘍細胞特異的な細胞表面マー
カーを見出し、nestin 陽性腫瘍細胞と非
nestin 陽性腫瘍細胞を FACS によって分離す
る。 
②血管性ニッチを構成する pericyte の分離 
Pericyte と動脈壁平滑筋細胞特異的に発現
する NG2（chondroitin sulfate 
proteoglycan）の promotor によって Ds-Red
が発現するトランスジェニックマウスの肺
から NG2 Ds-Red 陽性/lineage marker 陰性の
pericyte を分離する。 
 
４．研究成果 
①Nestin 陽性 C6 グリオーマ細胞の分離 

レクチン（細胞表面に存在する糖を認識す
るタンパク）を検討すると、血管周囲の
nestin 陽性細胞が、特異的に Soy bean 
agglutinin レクチン（以下 SBA）に強く反応
することがわかった。SBA を用いて nestin 陽
性細胞と nestin 陰性細胞を分別することが
可能となった。 

nestin 陽性細胞および nestin 陰性細胞の
性格を把握するために、約 27,000 probe sets
が載っている Filgen 社製のマイクロアレイ
を用いて nestin 陽性細胞及び nestin 陰性細

胞の網羅的遺伝子プロファイルを行った。
nestin 陽性細胞には,Ⅰ型 collagen, Ⅲ型
collagen, Fibrillin-1 等の間葉系細胞に発
現する遺伝子が up-regulation されていた。 

一 方 、
nestin 陰性
細 胞 で は

CNPase, 
SOX10, 

Proteolipi
d protein
等のオリゴ
デンドログ
リアに発現
する遺伝子

が
up-regulat
ion されて
いた。実際、
TGF beta 1
でnestin陽
性 細 胞 と

nestin 陰性細胞を刺激すると、Alpha Smooth 
muscle actin 陽性の myofibroblast に分化し
た細胞が見られた(左図上:Alpha Smooth 
muscle actin が緑色に染色されている）。ま
た、骨芽細胞へ分化を誘導する培養条件で
nestin 陽性細胞と nestin 陰性細胞を培養す
ると、nestin 陽性細胞のみに alkaline 
phosphatase 陽性の骨芽細胞様細胞が出現し
た(左図下：紫色に染色されている)。以上の
結果から、nestin 陽性細胞は間葉系細胞に分
化する能力があり、nestin 陰性細胞にはグリ
ア細胞に分化する能力があるものと考えら
れた。 
②Nestin 陽性細胞の ex vivo における抗がん
剤に対する耐性のメカニズム。 
Nestin 陰性細胞と比較して、nestin 陽性細
胞は抗がん剤 etoposide（グリオーマ治療に
実 際 の 臨 床 で 使 わ れ て い る ） と
anthracycline 系 の 抗 が ん 剤 で あ る
daunorubicin に対して強い抵抗性を有して
いた。ヘキスト 33342 排出 assay では nestin
陽性細胞の排出能が nestin 陰性細胞と比較
して高いことを証明した。 
 
③血管性ニッチを構成する pericyte の分離
と遺伝子 profile 
 Pericyte と動脈壁平滑筋細胞特異的に発
現 す る NG2 （ chondroitin sulfate 
proteoglycans 4）の promotor によって
Ds-Red が発現するトランスジェニックマウ
スから NG2 Ds-Red 陽性/lineage marker 陰性
の pericyte rich population と fibroblast 
rich population を FACS によって採取し、
gene profile を比較した。Fibroblast と比
較して、pericyte に強くと思われる遺伝子は



 

 

187 個であった。Human protein atlas によ
って、187 遺伝子のタンパク質の免疫染色パ
ターンを検討した。45 個のタンパク質の情報
は無く、残り 142 個のタンパク質の免疫染色
パターンを検討した。すると 8個のタンパク
質が毛細血管の pericyte に比較的特異的に
発現していると考えられた。7 個のタンパク
質に対する抗体にて、免疫染色を行った。
Melanoma cell adhesion molecule、fatty 
acid desaturase 3 、 myosin 、 light 
polypeptide kinase 、 myosin 1B 、
synaptopodin 2 および platelet derived 
growth factor receptor, beta polypeptide
はヒトの多くの臓器の pericyte に発現して
いた。特に myosin 1B の発現は pericyte に
選択性が高く pericyte マーカーとして適し
ていると考えられた。 
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