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研究成果の概要（和文）：　膠芽腫（Glioblastoma）は、極めて予後不良の悪性脳腫瘍であり、ブレークスルーが待望
されている難治性癌である。浸潤、増殖、造腫瘍能に対して促進的に作用していたIGFBP-2 と CD24との関連を中心と
して膠芽腫の悪性形質の鍵となる機能遺伝子およびシグナル伝達を探索した。
　膠芽腫の抗癌剤感受性の耐性機序の一部が明らかになった。また、膠芽腫ではIGFBP-2 の発現を RelA が促進してお
り、その抑制によって、増殖能が低下し、生体移植モデルでの造腫瘍性が抑制された。また、膵臓癌においても、IGFB
P-2、CD24が高発現しているものがあることがわかった。。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is a malignant brain tumor with miserable prognosis, and 
breakthrough on treatment against this malignant tumor is required. We performed exploretary analysis for 
novel functional genes which play important roles in malignant features of glioblastoma with a central 
focus on IGFBP2 and CD24.
Several mechanisms of chemoresistance of glioblastoma are discovered. It was revealed that RelA enhances 
the expression of IGFBP2 in glioblastoma cells, and inhibition of RelA reduced in vitro-proliferative 
activity and in vivo-tumorigenicity of glioblastoma cells. Not a few pancreatic ductal adenocarcinoma 
cell lines also express IGFBP2 and CD24.
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１．研究開始当初の背景 
 膠芽腫（Glioblastoma）は、極めて予後不
良の悪性脳腫瘍であり、治療標的について、
最もブレークスルーが待望されている難治
性がんの一つである。 
 膠芽腫に高頻度に見られる遺伝子異常や、
EGFR 経路や PI3K-Akt 経路といった悪性
形質に重要な役割を果たすシグナル伝達経
路はかなり明らかになってきている。また、
近年、癌幹細胞仮説が提唱され、癌幹細胞も
しくは tumor initiating cell が、化学療法や
放射線療法への耐性を解決するための治療
標的として取り沙汰されるようになってき
ている｡しかし、依然として膠芽腫の予後を
決定的に改善する治療標的分子は見出され
ていない。これは、既知のシグナル伝達や既
存の治療・アプローチにとらわれない、何ら
かのブレークスルーが必要であることを示
している。本研究は、膠芽腫での高発現が報
告されているが、その意義や機能が未だよく
わかっていない遺伝子を解析し、その下流ま
たは上流のシグナル伝達に関わる新規機能
遺伝子を探索して、膠芽腫の新規治療標的を
見出そうとするものである。 
 申請者は、膠芽腫で高発現しているが、そ
の真の機能は未知である遺伝子の一つとし
て 、 insulin-like growth factor binding 
protein-2 (IGFBP2) に注目し、その発現、
生体内機能について解析してきた。IGFBP-2 
は従来、胎児期に高発現して脳の発達に関与
し、insulin-like growth factors (IGFs) の調
節に抑制的に働く因子とされてきた。一方で、
膠芽腫を含む様々な悪性腫瘍において腫瘍
進展に伴う高発現が報告されてきており、
IGFs のシグナルから独立した未知の機能も
有している可能性が強く示唆されてきてい
る。 
 申請者は、膠芽腫組織および培養細胞株に
おける IGFBP-2 の高発現を確認し、short 
hairpin RNA (shRNA) 発現レトロウイルス
を用いたノックダウン系を試みて、IGFBP-2 
は膠芽腫細胞の形態と増殖、更に運動能と浸
潤能にも重要な役割を果たしており、膠芽腫
細胞の浸潤性増殖を促進すること、また、
IGFBP-2 を抑制することで、in vitro およ
び in vivo において膠芽腫の進展を抑制で
きることを明らかにした。さらに cDNA マイ
クロアレイを用いて、IGFBP-2 抑制に伴う
遺伝子発現プロファイルを解析したところ、
IGFBP2 と連動して発現が変化する遺伝子
として CD24 を見出した（Fukushima T et 
al., J Biol Chem 282:18634-44, 2007）。さら
に、やはりレトロウイルスを用いて CD24 
のノックダウンを行い、CD24 を抑制するこ
とで膠芽腫細胞の浸潤を抑制出来ることを
示し、cDNA マイクロアレイを用いて、CD24 
抑制に伴う遺伝子発現プロファイルを解析
し、CD24 に連動して発現が変化する遺伝子
群（c-Met、MALAT-1、ADAM10 等）を同
定した。 

 
２．研究の目的 
 本研究は膠芽腫の悪性形質を左右する新
たな機能遺伝子およびシグナル伝達を探索
し、新規治療標的を見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 既存の知見にとらわれない新たな発見を
得るため、網羅的解析と機能解析の両面から
アプローチする。まず、すでに得られてい
るノックダウン細胞を用いて、IGFBP-2 
や CD24 の発現変化に伴う表現型の変化
や、そこに加えた刺激や治療の効果を詳細
に解析すると共に、新たなヒト膠芽腫細胞
や他の癌細胞に対しても shRNA 発現レ
トロウイルスを用いてノックダウンを行い、
これまでに得られた IGFBP-2 や CD24 
の発現変化に伴う表現型、遺伝子発現の変
化が膠芽腫特有のものか、癌に一般化でき
るものか検証する。さらに、stemness に
おける IGFBP-2、CD24 の意義を解析す
る。次に、マイクロアレイで得られた候補
遺伝子を検証して絞り込んでいき、治療標
的となりうると考えられた遺伝子について
は、そのノックダウン系、強制発現系を確
立し、詳細な機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) CD24 をノックダウンした細胞はコント
ロールも含め、ヌードマウスの脳に定着せず、
in vivo における腫瘍形成の変化は見出せな
かった。一方で、プロモーターメチル化によ
り CD24 が発現していない U87 細胞に強制
発現させたところ、移植したヌードマウスの
生存率が悪化し
た。このことよ
り、CD24 は in 
vivo における
膠芽腫の悪性形
質を増強するこ
とが示唆された。 

 
(2)膠芽腫各種細胞におけるアルキル化剤 
temozolomide (TMZ) の効果を解析したとこ
ろ、耐性を示したのは YKG-1, T98G, YH13 で
あり、この中で CD24 を発現していたのは 
T98G であった。さらにこれらの細胞株に対
して MGMT を siRNA でノックダウンしたと
ころ、YKG-1, YH13 では TMZ 耐性が低下し
たにも関
わらず、
T98G で
は変化な
かった。 
 
 
 
 

 そこで、T98G  における薬剤耐性関連遺伝
子の発現を解析したところ、複数の因子



（ABCG2, ABCC1, MSH6, PARP1）が発現して
いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) IGFBP-2、CD24 の脳腫瘍以外の癌での発
現を解析したところ、膵臓癌（膵管癌）にお
ける CD24 発現が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) IGFBP-2 と連動して発現が変化していた
遺伝子 RelA の発現を解析したところ、膠芽
腫組織、細胞で高頻度に発現していた。  

(5) RelA 阻害剤である DHMEQ を添加して膠
芽腫細胞を培養したところ、増殖が抑制され、
細胞周期解析
で G2 arrest 
が認められた。 
 
 
 
 
 
(6) さらに、ヌードマウス皮下に膠芽腫細胞
を移植し、DHMEQ を投与したところ、造腫瘍
性の抑制効果が認められた。また、ヌードマ
ウスの生存曲線についても、改善効果が認め
られた。これらのことより、DHMEQ および、
その他のNFkappa B シグナルを抑制する薬剤
の膠芽腫の治療への応用可能性が示された
と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 一方で、IGFBP2、CD24 が RelA の発現
を増大させる機序、glioma initiating cell に
関わる機序については十分な成果に至らず、
本研究計画開始当初にマイクロアレイ解析
で渉猟されていた治療標的候補遺伝子群の
うち、RelA や薬剤耐性遺伝子群以外のもの
についても、解析するための準備（ノックダ
ウン細胞・強制発現細胞の作成、glioma 
initiating cell 取得方法、培養条件・方法の確
立）に留まってしまい、膵臓癌における 
IGFBP2, CD24 発現の意義の解析と合わせて、
今後の課題となった。 
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