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研究成果の概要（和文）：　本研究の当初の目的は、神経膠芽腫(以下GBM)のtemozolomideに対する獲得薬剤耐性に関
与するマイクロRNA、miR -195の機能解析であった。予想外の研究結果に直面し、研究が難航した。現時点で論文は未
発表である。
　本研究がうまくいかない場合の対応として、GBMの浸潤先端における微小環境（niche:ニッチ）の研究を行い、興味
深い結果が得られた。In vitroの脳血管関門(以下BBB)モデルを用いて、GBM細胞がBBBに与える影響を調べると、GBMが
BBBに接触した早期の反応として、BBB機能が強化され、そのメカニズムにFGF-2が主要な役割を担っていることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The initial purpose of this study was to explore miR-195 mechanisms of acquired re
sistance against TMZ in glioblastoma (GBM). Unexpected results have been obtained and they have not been p
ublished yet.
 Alternative study approach has been performed and intriguing results have been obtained. This study was e
xamined to explore the mechanism of invasion front niche of GBM. Using new in vitro blood brain barrier (B
BB) models, interaction between BBB and GBM was explored. In acute phase of the interaction, GBM could str
engthen BBB, and FGF-2 might be implicated in the process. These results have been published.
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１．研究開始当初の背景 
 脳原発悪性腫瘍である神経膠腫のうち、最
も悪性度の高い神経膠芽腫（GBM）は 5年生
存率約 7％、生存中央値 14.6ヶ月と予後不良
である。浸潤能が非常に高いため、脳実質が
機能を保ったまま、神経膠芽腫細胞の浸潤を
受ける。そのため手術治療で術後神経脱落症
状を起こさない範囲で最大限に腫瘍を摘出
し、術後放射線化学療法を行うのが GBMの
標準治療である。Temozolomide (TMZ)を用い
た放射線化学療法で、生存中央値が約 2ヶ月
向上したという結果が、ここ 30年の GBMの
研究成果の中で、最も大きな進歩であった 
(N Engl J Med. 2005 Mar 10;352(10):987-96)。 
 しかし、従来の治療法でも認められていた
通り、（１）GBM が再発する、（２）再発し
た時点でほとんどの場合薬剤耐性を獲得し
ている、という問題は解決していない。 
 
２．研究の目的 
研究の究極の目的は、難治性の GBMの治
療法の確立である。 
そのひとつの方法として、マイクロ

RNA(miRNA)に注目した。われわれは先行研
究において、GBMの TMZ獲得耐性にmiRNA
が関係することを見出し、特に miR-195に注
目して機能解析、臨床検体での検証、in vivo
モデルでの検証などを行う計画を立てた。 
 上記計画がうまくいかなかった場合の対
応策として、複数の研究を同時並行で進めた。
具体的には、脳腫瘍のマイクロキメリズムと、
GBM と脳血管関門(BBB)についての研究を
行った。このうち、後者で興味深い結果が得
られ、学術誌に公表済みである (Cell Mol 
Neurobiol. 2013 May;33(4):498-501）。本研究
成果報告書では、主にその結果について報告
する。 
 
３．研究の方法 
(1) miR-195に着目し、分子生物学的手法、臨
床検体、in vivoモデルを駆使して、機能解析
を行う予定であったが、予想外の結果がでて
研究は難航。本報告書までにまとまった成果
を報告することができなかった。 
(2)BBB と GBM の相互作用を検討するべく、
既存の BBB in vitroモデルを改良した系を作
成した。具体的には、先行研究で確立済みの、
ウイスターラットの脳から得られた血管内
皮細胞（RBECs）の初代培養を用いた単層モ
デル、およびペリサイト(pericytes)、アストロ
サイト(astrocytes)の共培養を加えたBBBモデ
ルをもとに、GBM の微小環境を模したモデ
ルを作成し、in vitroでの BBBと GBMの相互
作用の研究を行った＜図 1＞。Luminal sideが
血管内、abluminal sideが血管外の空間に相当
するモデルである。 

<図 1 A:単層モデル B:BBBモデル> 
 
４．研究成果 
（1）既存モデルの改良 
 GBMの特徴として、体のほかの部分に転
移することは極めてまれで、それは BBBが
腫瘍の血管内浸潤を防いでいると考えられ
ている。そのため、基底板の役割を果たす膜
の孔の大きさの検討から開始し、膜のみでは
腫瘍が浸潤するが、血管内皮単層モデルにす
ると腫瘍の浸潤が起こらないよう、元の
0.4μmの膜から 8μmの膜に変更し、モデルの
適正化を行った＜図 1で、点線のように表示
される部分が膜構造である＞。 
（2）GBM細胞株との相互作用の検討 
 上記モデルに、GBM細胞株の LN-18を加
え、電気抵抗（TEER）などを計測する方法
で、BBBの強度を検討すると、コントロール
に対し、BBB機能の強化が認められた。また、
GBM細胞は BBBを超えて浸潤することがな
いことも確認された。GBMは最終的には血
管新生などを通して BBBを破壊することが
知られているが、少なくとも接触初期には
BBB機能を強化することが示唆された＜図 2
＞。 
（3）肺癌細胞株との比較検討 
 さらに、上記モデルに、脳に転移すること
が確認済みの肺癌細胞株 NCL-H 1299を用い
て同様の検討を行った。両者で早期に BBB
の機能を強化する現象が認められたが、肺癌
細胞株はその後、BBBを破壊して浸潤するこ
とが確認され、GBMとの生物学的挙動の違
いが確認された＜図 2＞。 

 
＜図 2＞ 

（4）FGF-2による BBBの強化 



 先行研究より、BBBを強化するサイトカイ
ンとして、FGF-2の関与が示唆されていたた
め、これに注目して研究を進めた。LN-18, 
NCL-H 1299ともに、FGF-2を分泌すること
を確認した。また、上記モデルに、FGF-2の
みを添加し、検討すると、濃度依存性に BBB
の強化が認められた＜図 3＞。ウエスタンブ
ロット法で ZO-1および occludinの発現増強
が確認され、これらの発現上昇による BBB
機能強化と考えられた。 

 
＜図 3＞ 

 
（5）FGF-2除去による BBB強化効果の消失 
 さらに、抗 FGF-2抗体で、培養培地より
FGF-2を除去することで、上記 BBBの強化が
消失することが確認され、FGF-2以外の因子
による効果が否定された。 
 
 通常、GBMは造影MRI画像で、造影され
る病変として認められるが、すでにその周囲
に顕微鏡レベルで腫瘍が浸潤していること
が分かっている。造影される病変は、新生血
管が発達し、すでに BBB が破たんしている
が、その周囲の、浸潤先端(invasion front)では、
GBMが BBBを強化し、薬剤通過などを防ぐ
ことで、微小環境(niche)を形成し、治療抵抗
性の一因になっている、と考えられている。
本研究の in vitroモデルは、この浸潤先端の in 
vitro モデルとして今後有用であると考えら
れる。また、その薬剤耐性機構の一端が FGF-2
によって担われている可能性を示唆するも
のとして、貴重な成果であると思われる。
GBM の治療抵抗性、薬剤耐性に対する対策
として、今後、FGF-2の阻害による治療法の
開発などが期待され、今後の検討課題と思わ
れる。 
 
＜追記＞詳細は省略するが、micro RNAに関
する当初の研究コンセプトは、fibroblast や
esophageal squamous cell carcinomaの細胞株を
用いた研究に反映され、成果を出している
（発表論文⑤、⑥参照）。 
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