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研究成果の概要（和文）： 
 
本研究では、グリオーマおよび脳腫瘍幹細胞(BTSC)におけるMIFの機能解析を行った。グリ
オーマのMIF発現を阻害すると、細胞増殖が抑制され、この抑制効果はp53に依存することが
明らかになった。その機序として、細胞内で MIFは p53と結合し、p53の腫瘍抑制機能を阻害
していることが示唆された。さらにBTSCのMIF発現を阻害すると、細胞増殖抑制のみならず、
in vivoでの抗腫瘍効果が認められた。以上の結果から、MIFがBTSCの治療標的となる可能性
が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
In this study, we performed the functional analysis of MIF in glioma and brain tumor stem 
cells (BTSCs). Knockdown of MIF suppressed the cell proliferation in glioma and the effect 
was dependent on p53 expression. MIF was shown to bind p53 and inhibit its functions as 
a tumor suppressor in glioma cells. Moreover, MIF knockdown inhibited not only in vitro 
cell growth, but also in vivo tumor growth in BTSCs. These results suggest that MIF can 
be a target for the treatment of BTSCs.  
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１． 研究開始当初の背景 

 
原発性脳腫瘍で最多を占めるグリオーマに
対して、これまで化学療法、放射線療法、手
術を合わせた集学的療法がおこなわれてい
るが、近年でもその生存予後は1年程度（神
経膠芽腫）とほとんど改善していない。テモ
ゾロマイドは、近年実用化された、唯一その

有効性が実証された抗がん剤であるが、その
効果は限定的であり、また、全身の細胞に作
用するため、その副作用が問題となってきて
いる。このため、脳腫瘍特異的に作用する新
たな分子標的療法の開発が望まれている。 
一方、近年のがん研究の進展により、腫瘍
に含まれるごくわずかな細胞集団のみが、そ
の発生と維持に重要な役割を担っているこ
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とが明らかになってきた。これらの細胞は幹
細胞様の性質を持ち、腫瘍幹細胞と呼ばれ、
脳腫瘍を含めた多くのがんにおいてその存
在が明らかになっている。これらの細胞こそ
が、がんの治療抵抗性の根源と考えられ、こ
れまでの腫瘍細胞全体をターゲットとした
治療とは異なる、この腫瘍幹細胞をターゲッ
トとした治療が求められている。 
我々は、脳腫瘍幹細胞（Brain tumor stem 
cell; BTSC）の存在に注目し、研究を進めて
きた。これまでに glioblastoma細胞株
SK-MG-1が多くのside population cellを含
有し、これらが BTSCとしての性質を有する
ことを報告した。また、glioma組織由来の
BTSCを単離し、これらの BTSCとしての性状
解析、BTSCに高発現している分子の同定、同
定された分子の発現を抑制した際の脳腫瘍
細胞の増殖抑制効果を明らかにしている。 
具体的には、脳腫瘍患者 22人から腫瘍の
提供を受け、このうち1人から得られた細胞
より、BTSCを単離することに成功した。この
細胞は BTSCとしての性質（自己複製能、多
分化能、腫瘍形成能）を有し、マウス脳内へ
の移植において、強い浸潤能、出血性に富む
腫瘍を形成し、実際の glioblastomaに類似
したphenotypeを示すことを確認した。さら
に、定量PCR法を用いてスクリーニングした
ところ、macropharge migration inhibitory 
factor (MIF)が BTSCにおいて高発現してお
り、また MIFの発現を阻害することにより、
グリオーマ細胞の増殖を著明に抑制するこ
とを明らかにした。MIFは、炎症を促進する
cytokineとして知られる一方で、多数の腫瘍
において高発現が確認され、細胞増殖に関与
する分子として知られている。ごく最近、
我々は、MIFが神経幹細胞において増殖因子
として機能していることも明らかにしてい
る。以上から、本研究では MIFに着目して、
グリオーマおよび BTSCにおける機能解析を
計画するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
近年のがん研究の進展により、腫瘍幹細胞
が、腫瘍の発生と維持に重要な役割を果たし
ていることが明らかになってきた。我々は、
BTSCに高発現する分子が、脳腫瘍治療におけ
る重要な役割を担っているという仮説に基
づき、これらをターゲットとした分子標的療
法の開発を目指している。これまで我々は、
MIFがグリオーマおよびBTSCに高発現してお
り、MIFを knockdownすることによりグリオ
ーマ細胞の増殖を抑制することを明らかに
している。本研究ではMIFをターゲットとし
た脳腫瘍に対する分子標的治療の開発を目
指して、グリオーマおよびBTSCにおけるMIF

の機能解析を行う。 
 
(1) MIF knockdownによる細胞増殖抑制効果 
の分子メカニズムの解析 
 
MIFは分泌因子であり、細胞膜レセプター
CD74を介してシグナル伝達される。一方、こ
れまでの我々の解析結果から、グリオーマ細
胞では核内でMIFが高発現していることから、
MIFの細胞内作用に焦点をあて解析する。ま
た、グリオーマ細胞における MIF knockdown
による細胞増殖抑制効果はp53を介している
ことが示唆される。そこで、本研究では MIF
とp53との相互作用を中心に解析する。 
 
(2) BTSC脳内移植マウスモデルに対するMIF 
をターゲットとした治療実験 
 
将来の臨床応用を目指して、BTSC脳内移植
マウスモデルを用いて、in vivoでの MIF標
的療法の有効性の検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1) グリオーマ細胞におけるMIFとp53との

相互作用の解析 

  

① MIFとp53との結合性解析 
グリオーマ細胞から核および細胞質タン

パク画分を分離・抽出し、免疫沈降法により

MIFとp53の結合性を解析する。 

 

② MIF knockdownによるp53のDNA結合能 
解析 

siRNAを用いてグリオーマ細胞のMIF発現

を阻害後、核タンパクを抽出し、gel shift

法によりp53と標的DNAとの結合を解析する。

コントロールとして control siRNAを

transfectionしたグリオーマ細胞の核タン

パクを用いる。 

 

③ p53とMIFのdouble knockdownによるグ 

リオーマ細胞の増殖解析 

グリオーマ細胞のMIFをknockdownすると

増殖が抑制され、その効果にはp53が関与す

ることが示唆されている。そこで、p53とMIF

を同時にknockdownした際のグリオーマ細胞

の増殖解析を行い、p53の関与を明らかにす

る。 
 

(2) BTSC脳内移植マウスモデルに対するMIF 
をターゲットとした治療実験 

 

NOD/SCIDマウス脳内（線状体）に、分離し



たBTSCを移植し、マウスBTSCモデルを作成

する。in vivoでのsiRNAのtransfection効

率は非常に低いため、BTSCに感染効率に優れ

た lenti virus vectorシステムを用いる。

MIFをknockdownするためのMIF shRNAおよ

びコントロールのshRNAを組み込んだ lenti 

virus vectorを作成し、マウスモデルの脳腫

瘍内へ定位的投与後の治療効果を解析する。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) グリオーマ組織由来BTSC細胞株の樹立 

 

22例の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BTSC細胞株の樹立に成功した。

これら3つの細胞株は、多系統（グリア細胞、

神経細胞、オリゴデンドログリア細胞）のマ

ーカー陽性細胞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。一方、他のグリオーマ組織由来の培養

細胞の多くは、多系統への分化能を示したが、

免疫不全マウス脳内へ移植しても腫瘍は形

成されなかった。 

以上、グリオーマ組織由来の長期培養可能

なBTSC細胞株を3種類樹立し、BTSCとして

の性質（多分化能、腫瘍形成能）を確認した。 

 

(2)BTSCにおけるMIFおよびp53の発現 

 

グリオーマ組織由来の長期培養可能な3つ

の BTSC細胞株および他の 5つの培養細胞、

コントロールとして正常神経幹細胞および

アストロサイトにおけるMIFの遺伝子発現を

比較解析した。その結果、MIFは長期培養可

能で高い腫瘍形成能を有する BTSC細胞株に

おいて、他のグリオーマ組織由来培養細胞や

正常細胞と比較して高い発現が認められた。 
つぎにMIFおよびp53の発現および細胞内
局在を解析した。MIFは、3つのBTSC細胞株
および2つのグリオーマ細胞株(wild-type 
p53のU87MG、mutant-type p53のT98G)にお
いて、神経幹細胞およびアストロサイトと比
較して、細胞質および核内で高い発現が認め
られた。p53は、上記の3つのBTSC細胞株お
よび2つのグリオーマ細胞株において核内発
現を認め、BTSC細胞株2種およびグリオーマ
細胞株1種(T98G)において、細胞質内発現を
認めた。一方、MIFの受容体であるCD74の発
現を解析したが、BTSCおよび脳腫瘍組織にお
いてCD74の発現は低かった。 
以上、MIFはグリオーマ組織由来の培養細

胞の中で、長期培養可能で高い腫瘍形成能を
有するBTSCに高い発現が認められた。また、
MIFはグリオーマおよびBTSCの細胞質および
核内で高い発現を認めた。 
 
(3)MIFによるp53の腫瘍抑制機能阻害 
 
siRNAを用いて MIFの発現を阻害すること
により、wild-type p53のグリオーマ細胞株
U87MGの細胞増殖が抑制された。siRNA-MIF
とsiRNA-p53を同時に用いた解析により、こ
の増殖抑制効果が p53発現に依存すること、
また免疫沈降解析によりU87MG細胞の核内で
MIFと p53が結合していることを明らかにし
た。さらにp53の標的分子であるp21および
BAXの活性、発現を解析したところ、MIF発
現阻害により、p21およびBAXの活性および
発現が上昇した。flowcytometryによる細胞
周期およびCaspase 3/7活性を解析したとこ
ろ、MIF発現抑制により、G1期停止および細
胞死が誘導された。さらにp53のDNA結合配
列(p21プロモーター部位)を用いたゲルシフ
トアッセイにより、p53のDNA結合能を解析
したところ、MIF発現阻害により p53の DNA
結合能が上昇した。 
つぎに MIF発現阻害により mutant-type 
p53のグリオーマ細胞株T98Gにおいても細胞
増殖が抑制されること、この増殖抑制作用は
p53発現に依存すること、さらにMIFは細胞
質内p53と結合していることを明らかにした。
mutant-type p53のT98Gにおいて、MIF発現
阻害により、p53の標的分子(p21, BAX)の活
性に変化はなかったが、細胞死が誘導される
ことが明らかになった。 
以上、グリオーマ細胞においてMIFは核内
および細胞質内p53と結合し、wild-type p53
のみならずmutant-type p53の腫瘍抑制機能
を阻害していることが示唆された。 
 
(4) MIF阻害によるBTSC腫瘍抑制 
 
レンチウイルスベクターに組み込んだ MIF 
shRNAを用いて MIF発現を阻害することによ
り、3種類のBTSC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。また、MIF 発現を阻害
されたBTSCは免疫不全マウス脳内に移植後、
腫瘍は形成されなかった。さらに、BTSC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発現を阻害することにより in 
vitroのみならずin vivoにおいてBTSCに対
する抗腫瘍効果が示された。 
 
(5) まとめ 
 
MIFはグリオーマおよびBTSCにおいて細胞



質および核内で高発現していた。MIF発現を
阻害すると、グリオーマ細胞の増殖が抑制さ
れ、この抑制効果はp53発現に依存していた。
wild-type p53のグリオーマ細胞U87MGにお
いてMIFは核内p53と結合しており、MIF発
現を阻害すると、核内p53のDNA結合能が上
昇し、標的分子であるp21やBAXの活性が亢
進した。その結果、グリオーマ細胞は G1期
停止および細胞死が誘導された。一方、
mutant-type p53のグリオーマ細胞T98Gにお
いてMIFは細胞質内p53と結合しており、MIF
の発現を阻害すると、p53の核内標的分子の
活性に変化はなかったが、細胞死が誘導され
た。このように、MIFは核内および細胞質内
p53と結合し、wild-type p53のみならず
mutant-type p53の腫瘍抑制機能を阻害して
いることが示唆された。さらに BTSCの MIF
発現を阻害すると、in vitroでの細胞増殖抑
制のみならず、in vivoでの抗腫瘍効果が誘
導された。以上の結果から、MIFがBTSCの治
療標的となる可能性が示された。 
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