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研究成果の概要（和文）：近年、悪性腫瘍より癌幹細胞が分離され、抗癌剤耐性機構や、癌再発

の謎を解く重要な鍵として注目されている。グリオーマ幹細胞(GIC)の新規治療標的や診断指

標になり得る分子群探索のため、高感度融合プロテオミクス法確立とその検証法を検討した。

マウス頭蓋内移植で悪性グリオーマ(GBM)を早期に発症する GIC クローンを樹立し、融合プ

ロテオミクス法(プロテオームとトランスクリプトーム同時解析データ融合法：iPEACH)を高

感度に最適化することによって、GIC から非幹細胞性グリオーマへの分化・増殖のスイッチン

グに関与する分子群の探索・同定を行った。その結果、GIC は神経系幹細胞/分化/悪性グリオ

ーママーカーを有し、分化に連動して MAPK/PI3K 系路の活性化を誘導すること、integrin 
family および ECM タンパク質群の顕著な発現によって分化ニッチを形成すること、更にこれ

らの阻害剤は GIC 頭蓋内移植による悪性グリオーマ発症マウスモデルの抗癌剤の感受性を高

め、生存率を上昇させることが判明した。これらの一連の解析システムは、グリオーマ新規治

療標的候補分子群の検出・同定に有用であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Glioma initiating cells (GICs) are considered responsible for the 
therapeutic resistance and recurrence of malignant glioma. To clarify the molecular 
mechanism of GIC differentiation, we established GIC clones which differentiate into 
malignant gliomas, and subjected to DNA microarray/iTRAQ based integrated proteomics 
(iPEACH). GO analysis revealed that the expression of cell adhesion molecules, including 
integrin subfamilies and ECMs, was significantly upregulated during serum-induced GIC 
differentiation. This process, also accompanied by the upregulation of MAPK/PI3K signals, 
was dramatically accelerated by these ECMs and suppressed by integrin inhibitors such as 
RGD which also inhibited GIC proliferation, and raised their sensitivity against TMZ. 
Combination treatments of TMZ and RGD inhibit glioma progression and lead the longer 
survival of mouse intracranial GIC xenograft model. GICs induce/secrete ECMs to develop 
microenvironments, namely differentiation niches that further stimulate GIC 
differentiation and proliferation via the integrin recognition motif RGD. This study 
provides a new perspective for developing therapeutic strategies against the early onset of 
GIC-associated glioma. 
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１． 研究開始当初の背景   
脳神経系腫瘍の中でも悪性脳腫瘍(グリオブ
ラストーマ;GBM)はほとんどの場合、手術に
よる治癒は不可能であり、術後脳内に残った
腫瘍細胞は放射線療法・化学療法に対する反
応性、 再発などの予後を決める最も重要な
因子である。 現在のところ、 予後を予測で
きる診断マーカーは存在せず、 患者の化学
療法感受性を見極める診断法や治療ﾀｰｹﾞｯﾄ
の開発は早急に取り組むべき重要な課題と
されている。近年、 glioma 組織細胞由来の
幹細胞様癌細胞(GIC)の存在が示され、その
濃縮法および樹立法が各地で検討される様
になった。多様に分化する GIC の研究が悪性
脳腫瘍再発や、薬剤耐性の謎をとく最も重要
な鍵となることが示唆されているが、GIC の
純粋分離法や検出に用いるマーカー分子群
はもとより、GIC の化学治療耐性機能などに
関わる分子群の詳細な情報は非常に限られ
ているため、研究開発は困難を極めている。
以前より、我々は glioma において唯一化学
療法に感受性を示し予後良好な anaplastic 
oligodendroglioma (AO)/ oligoastrocytoma 
(AOA)に関して、 詳細な分子ﾚﾍﾞﾙの解析を行
ってきたが、現在までに全 8,471 種の glioma
組織細胞蛋白質を定量的に同定することに
成功している(glioma組織細胞蛋白 database
特許出願 2010-81524)。これらの情報から、 
化学治療感受性に関与すると考えられる新
規の 34 機能蛋白質を含む 209 種類の蛋白質
を特定し、翻訳後修飾によって発現と活性が
特異的に制御される新規転写因子活性化ネ
ットワークを発見した (特願 2010-081524)。
そこで、本融合プロテオミクス法を超高感度
に GIC に最適化し、グリオーマ幹細胞様特性
維持と分化に関わる分子群の検索と、これら
の悪性腫瘍発生に関わる治療ターゲット分
子群の解析に応用することを考えた。 
 
２． 研究の目的  
本研究では、悪性グリオーマにおいて、特に
再発や薬剤耐性の謎をとく最も重要な鍵と
される GIC に焦点をあて、治療標的となりう
る分子群を検索するため、GIC に最適化され
た融合プロテオミクスの方法論とその検証
法の確立を試みた。分子発現差異解析法であ
る iTRAQ（８Plex）法、２D-DIGE 法、および
DNA array 法を融合的に用いて同一サンプル
群を同時に解析し、得られたすべての情報を
統合マイニングすることによって、病態にお
いて異常に制御されたシグナル伝達経路を
特異的に抽出する方法論(iPEACH 法)を確立
し、同定されたターゲット候補分子群を、臨
床サンプルおよび培養細胞と動物移植モデ
ルによる検証実験に供した。特に GIC の幹細
胞様特性維持と分化に関わる分子群の検索

と、これらの悪性腫瘍発生に関わる治療タ
ーゲット候補分子群の抽出に応用した。ま
ず、グリオーマ患者組織由来のグリオーマ幹
細胞(GIC)を樹立し、GIC の分化誘導によって
変動する分子群の融合プロテオミクスを行
い、有意に同定された GIC による分化制御に
関わる分子群の細胞生物学的検証と、その治
療ターゲットとしての可能性を細胞と動物
実験によって検証し、プロテオーム解析デー
タ、およびトランスクリプトーム解析データ
のすべてを統合し、統合的マイニングによる
プロテオミクスの融合的アプローチ解析法、
臨床サンプルおよび病態モデルへの検証法
も含めて、微量な GIC に最適化された網羅的
分子解析トータルシステムの確立を目標に
した。 

 
３．研究の方法 
質量分析を用いた解析には、高感度タンデム
質量分析器（nano ESI-QqTOF:  QStarElite, 
QstarPulsari, TripleTOF5600, MALDI-TOF 
-TOF:4700,5800, nanoESI-ionTrap  QQQ: 
4000QTRAP, AB Sciex）、および付随する nano
レ ベ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 装 置
（ nanoLC:Ultimate 3000,Dionex, DiNa, 
MaL,KYA）, 解析ソフト群（ProteinPilot, 
MASCOT, Analyst QS,MRM/MRM pilot, 
quant,scheduled, GPS, Progenesis, Decyder, 
GeneSpringsGP, MANGO, iPEACH 等）を用いた。
高感度タンデム質量分析器 nanoLC-ESI- 
QqTOF、nanoLC-MALDI-TOF-TOF は網羅的なペ
プチドの高感度検出および比較定量／同定
用 に 、 さ ら に nanoLC-ESI-ionTrapQQQ 
(QTRAP4000 Applied Biosystems)は高感度定
量用に、それぞれ融合的に組み合わせて使用
した。 
 高感度同時比較定量解析法として、iTRAQ 
(isobaric Tagging for Relative and 
Absolute Quantitation)法および検証用に
MRM(Multiple Reaction Monitoring)法を用
いた。又、リン酸化および proteolysis など
の翻訳後修飾発現差異解析に関しては、
ProQ-Diamond による染色法を併用した 2D- 
DIGE 法を用いた。mRNA 発現解析は、DNA chip 
(Human Genome U133 Plus 2.0 Array, 
affimetrix)を用いた。 
 検証法の一つとして、独自に開発を行った
全自動２次元電気泳動装置を用いた Western 
Blotting 法（Auto2D-WB）を用いて、複数個
のマーカー分子の同時迅速検出法の最適化
を検討した。 
 生体サンプルとして、ヒトグリオーマ 培
養細胞（U373, U251, A172, U81G）、ヒト腫
瘍組織は神経幹細胞分離培地にてクローン
化を行った。培養がん幹細胞として、11 人の
患者由来 GBM 組織より分離した９つの幹細胞



様クローンから、動物移植にて早期に悪性グ
リオーマを発症するグリオーマ幹細胞
GIC03A、 GIC03U、 GIC07U を樹立した。同一
のサンプルを同時にタンパク質(iTRAQ、
2D-DIGE)と mRNA (DNA array)用に抽出調製し
て解析に用いた。まず学習セットを選択し全
ての解析データを iPEACH(特願 2010-81524)
を用いて統合し、GO 解析 GeneSpring GX 
(Agilent Technologies), ネットワーク解析
KeyMolnet（医薬分子設計研究所）を用いた
機能解析を行い、抽出された特異的活性化シ
グナル分子群に対して、各抗体を用いて
1D/2D-Western Blotting法、組織免疫染色法、
各分子に対する siRNAおよび阻害剤処理によ
る細胞の抗がん剤（Temozolomide：TMZ、ACNU, 
CCNU, Procarbazine、Vincristine 等）の感
受性の変化を WST 法にて検討した。又、動物
移植モデルとして、NOD-scid マウスを用い、
GIC の頭蓋内移植による悪性腫瘍形成能を評
価した。又、抗癌剤の感受性評価をマウス移
植モデルの生存能で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) プロテオミクス解析情報統合プログラ
ム iPEACH の開発と応用 
 統合プロテオミクス解析のために作成し
た統合プログラム iPEACH によって自動的に
解析ファイルを統合する一連の方法論を開
発した。すなわち、解析対象グループの発現
差異解析によって得られた遺伝子(DNA 
array)とタンパク質群(iTRAQ ：ESI-Qq-TOF
と MALDI-TOF-TOF による両解析データ、
2D-DIGE:PI3-11のデータおよびPI4-7のデー
タ)のそれぞれの同定分子群の全ての情報を
含むリストを読み込み、アクセッションを統
合したファイルを作成する。このファイルに
はgene description（分子の定義や機能情報）,
染色体位置情報, 統合プロテオミクスにお
け る 解 析 法 [DNA microarray, iTRAQ
（MALDI-MS）, iTRAQ（ESI-MS/MS）, 2D-DIGE
等], Gene Ontology annotation, タンパク
質翻訳後修飾の有無と頻度（2D-DIGE で同定
された修飾スポットの情報）などが付与され
ている。又、統合ファイルのデータの内、そ
れぞれの分子に重み付けを行い(iPEACH 
Intex)、優先順位をつけ、同一タンパク質で
もタンパク質の翻訳後修飾が併せて確認さ
れるものを注目すべき分子として自動的に
上位にランクするアルゴリズムを用いてい
る。更に自動的に有意と評価して閾値を設定
し、閾値以下の変動分子を解析対象から外す
ようにマスクした後、GO 解析や KeyMolnet 等
の分子ネットワーク解析に直接用いること
が出来るように整形済みテキストとして統
合ファイルを出力することができる(特願
2010-81525)。今回のオリジナル解析データ
の一元化ファイルにおいてはグリオーマ関

連 30000 個の分子情報を対象とし、その中か
ら統計学的に定量性が有意なもの約 20000分
子を抽出した。 
 
(2) 悪性グリオーマ幹細胞分化制御マーカ
ーおよび治療標的分子群の解析 
 グリオーマ患者組織より分離した GIC、分
化誘導によって変動する分子群の融合プロ
テオミクスを行い、有意に同定された GIC に
よる分化ニッチ形成と制御に関わる分子群
の細胞生物学的検証と、その治療ターゲット
としての可能性を動物実験によって検証し
た。iPEACH ソフトウェアによって定量可能な
全同定データ(8,471 タンパク質、21,857 
mRNA)を融合し、GIC の分化誘導における発現
変動分子群(上昇 662 個、減少 326 個)から、
GO 解析および network 解析に供した。GIC は、
幹細胞マーカーCD133、nestin、Sox2 の発現
と、分化誘導時のこれらの減少、及び
Astrocyte マーカーGFAP、Neuron マーカー
Tuj1、悪性グリオーママーカーCD44・
vimentin、及び活性化 EGFR-RAS-MAKP と
PI3K-AKT-mTOR 系路の発現を誘導し、神経幹
細胞様の性質とグリオーマ細胞への分化能
を有すること、さらに、分化に連動して
integrin family およびそのリガンド ESM タ
ンパク質群の顕著な発現上昇が認められた。
細胞生物学的な検証実験の結果、integrin 
αV と fibronectin をコアとする分化に関わ
るニッチ成分が GIC の増殖と分化誘導に関わ
っており、これらの阻害剤が有意に分化を抑
制することを見出した。さらに、GIC のマウ
ス頭蓋内移植による悪性グリオーマ発症モ
デルにおいて、この分化ニッチ阻害剤は抗癌
剤の感受性を高め、マウスの生存率を上昇さ
せることが判明した。以上のことから、これ
らの一連の解析システムによって得られた
結果は、GIC の治療ターゲット候補分子群の
検出・同定に有用であることが示唆された。 
 
(3)考察、結論、および展望 
マウス脳への異種移植で悪性神経膠腫を発
症する GIC クローンを樹立し、血清よる分化
誘導モデルを確立した。GIC の分化誘導にお
けて特異的に発現変動している分子群を同
定するため、統合プロテオミクス解析を行い、
GIC 分化誘導において発現亢進された分子リ
ストを得た。さらに GO 解析を行い、GIC の分
化を制御していると考えられる ECM、接着/
細胞間コミュニケーション、および細胞膜な
どに関連する分子群を抽出した。この分子群
に含まれる細胞接着に関するインテグリン
ファミリーと COL4、LAM、および FN などの
ECM に注目し、インテグリン αVと FN の発現
と相互作用が GICの分化を促進していること
を明らかにした。また、GIC の分化阻害実験
から、インテグリン αV抗体と RGD ペプチド



の阻害剤が GICの分化抑制に有用であること
を示した。これはインテグリンαV と FN が
GIC の分化おける主要因子であることを証明
するものである。これらの事から、GIC は FN 
をコアとした ECM を自ら発現・分泌し、イン
テグリンαV を介して分化を制御する微小環
境“分化ニッチ”を形成することを提唱した。
インテグリンαV や RGD 認識部位をターゲッ
トとすることで GIC の接着、遊走、分化を抑
制することが可能であり、グリオーマの再
発・転移を早期に阻害する新規な治療法の考
案につながることが期待される。これら神経
系腫瘍(幹)細胞の新規分化調節治療ターゲ
ット候補分子群の腫瘍悪性化のマーカーと
しての可能性と、その分子機能やシグナルの
上流および下流の分子を標的とした治療戦
略が期待される。GIC のマーカー分子群や、
脳神経系の悪性腫瘍における治療抵抗性に
最も有効に関わる分子シグナルキャスケー
ドを有効に抽出したこれらの解析システム
と、基礎情報は、グリオーマの再発・転移を
早期に阻害する新規な薬剤開発や、治療方針
や予後予測を正しく診断するための病理診
断マーカー等の考案につながることが期待
される。 
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