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研究成果の概要（和文）：LGR5-EGFPトランスジェニックマウスに対してSleeping Beautyトランスポゾン誘導型膠芽腫
発癌マウスモデルを作成した。作成した腫瘍から神経幹細胞培養維持モデルであるスフェロイド培養系を多数樹立した
。GFPシグナル陽性細胞を選択的に分離したところ、Lgr5の高発現を確認した。Lgr5陽性細胞は高い生体内腫瘍形成能
を示し、癌幹細胞の特性を強く保持していると考えられた。網羅的発現解析により、GFP陽性細胞においてshhパスウェ
イが活性化していること、逆に陰性細胞ではCDKN因子が高いことを明らかにした。さらにGli2がスフェロイド細胞に必
須の因子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The Sleeping Beauty transposon-induced glioblastoma model was successfully 
introduced in the Lgr5-eGFP transgenic mouse. Precise collections of the mouse glioblastoma tissues were 
feasible. Several lines of neurosphere culture using a neural stem cell culture system derived from the 
mouse glioblastoma tissues were established. Higher Lgr5 expression levels in the GFP positive fraction 
were confirmed. The observations that the Lgr5 positive cells exerted higher tumorigenicity in vivo 
indicated that the cancer stem cell properties were enriched in the Lgr5 positive glioblastoma cells. 
Global gene expression analysis was performed, which identified the shh-pathway as a signal activated in 
the Lgr5 positive population and higher expression of CDKNs in Lgr5 negative population. Furthermore, 
Gli2 was identified as an indispensible factor for the glioblastoma stem cells.

研究分野：腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
成人に最も多い脳腫瘍である膠 芽 腫 は極め
て予後不良な疾患であり、このような難治
性癌は現在においても深刻な問題として取
り残されている。近年、癌細胞は不均一な
細胞で成り立ち、中でもより未分化な幹細
胞に似た癌細胞 (癌幹細胞) の存在が知られ
るようになった。しかし、癌幹細胞の全容に
ついては、いまだ未解明な点が多い。代表者
は、膠芽腫幹細胞の維持に Wnt シグナル下
流因子である組織幹細胞マーカー遺伝子 
LGR5 の発現が必須であること、また腫瘍組
織における LGR5 蛋白発現量と膠芽腫症例
の全生存率が有意に相関することを世界に
先駆けて見いだした。さらに、LGR5 下流で
かつ細胞死誘導に伴って発現低下する遺伝
子群の網羅的探索を行ってきた。しかしなが
ら、生体内膠芽腫組織中における LGR5の発
現の意義や陽性細胞の生物学的特性につい
ては不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、①LGR5発現膠芽腫細胞の
生体内腫瘍において果す役割を明らかにす
ることである。特に、癌幹細胞が保持する特
性と考えられている、正常幹細胞と類似した
幹細胞特有の遺伝子発現様式、足場非依存的
で血清を含まない培地中で細胞集塊を形成
しながら増殖するスフェロイド形成能、生体
内組織中で新たな腫瘤を形成する腫瘍形成
能に代表される、癌幹細胞特性に着目し LGR5
陽性細胞の生物学的振る舞いを明らかにす
る。さらに、②これらの解析から見いだした
遺伝子群の中で、癌幹細胞に必須の遺伝子群
を明らかにし、癌幹細胞特性解析に立脚した
新規治療標的分子を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
LGR5 遺伝子プロモーターの制御下に全身の
細胞で EGFP を発現するノックイントランス
ジェニックマウスの新生仔の脳室内に、デジ
タル制御高精度ステレオタキシックフレー
ムを用いて、 Sleeping Beauty トランスポゾ
ンシステム搭載した EGFRvIII、NRas、shTP53
癌原遺伝子およびルシフェラーゼ遺伝子発
現ベクターをインジェクションした。この技
術により作成した膠芽腫組織を、ルシフェラ
ーゼシグナルを指標として正確に摘出・トリ
ミングし、物理的分離と酵素的消化を組み合
わせて細胞レベルまで dissociation し、膠
芽腫細胞を生きたまま取得した。この細胞群
から、正常神経幹細胞の維持培養システムで
ある、EGF および bFGF を含む無血清培地と無
コーティング低接着デッシュを用いたスフ
ェロイド培養系株と、同時に平行して通常の
10% 血清を含む接着培養系分化培養細胞株
を、多数の腫瘍組織由来のラインを樹立した。
これらの細胞を用いて遺伝子発現解析を行
った。さらに、この膠芽腫幹細胞培養系から

GFP 発現を指標とした LGR5 陽性細胞を生き
た状態で分取した。次いで 定量的スフェロ
イド形成アッセイ、cDNA マイクロアレイ解析
を用いた網羅的遺伝子発現解析、成体マウス
を用いた大脳実質内への同所性移植モデル
をもちいた生体内腫瘍形成能の定量的評価
を行った。さらに、これのアッセイにより見
いだされた新規治療標的候補遺伝子群に対
する、shRNA 発現レンチウイルスベクターを
構築し、ノックダウンによる機能解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
作成したマウス膠芽腫の腫瘍組織中におけ
る Lgr5 遺伝子の発現を免疫組織化学的に解
析したところ、ヒト臨床検体と類似したヘテ
ロな発現パターンを示した。Lgr5 陽性細胞は
主に pseudopalisading を伴うマイクロネク
ローシス周辺および増生した腫瘍血管の豊
富な領域に局在した。さらに、pimonidazole
を用いた生化学的な低酸素の検出とHif蛋白
検出を併用し、腫瘍中の低酸素領域と各幹細
胞マーカー遺伝子発現との関連性を検討し
た結果、Hif2a と LGR5 を発現する細胞が共局
在を示した。 

 
 
マウス膠芽腫組織を摘出し、スフェロイド培
養系を樹立したところ、接着系培養で維持し
た膠芽腫細胞と比較して、Lgr5 の高い発現が
みられた。この際に CD133 のマウスホモログ
である Prominin-1 を始めとする各種幹細胞
マーカー遺伝子群もスフェロイド培養系で
より高い発現が確認された。 
 

p53-shRNA、NRas および EGFRvIII の導入に
よる、sleeping beautyトランスポゾン誘導型
マウス膠芽腫モデルから樹立したスフェロ
イド培養系においても、他の幹細胞マーカー
とともに Lgr5 が高発現し、100 細胞から 
1,000 細胞の同所性移植で同系統マウスへ
の腫瘍形成がみられた。Lgr5 プロモーター
制御下に GFP を発現するトランスジェニッ
クマウスに対して、この sleeping beauty 腫
瘍モデル作製し、GFP を指標に Lgr5 陽性細



胞を分離し、100 細胞を用いて同系統マウス
の大脳皮質への同所性移植モデルを作成し
腫瘍形成能を比較したところ、陰性細胞に
比べて Lgr5 陽性細胞はより高い腫瘍形成能
を示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

膠芽腫の癌幹細胞を効率よく阻害するため
の新規治療標的を明らかにすることを目指
し、網羅的遺伝子発現解析を用いてLgr5陽性
細胞に特徴的に活性化しているシグナル因
子の探索を行った。パスウェイ解析の結果、
Lgr5 陽性細胞において、ソニックヘッジホッ
グシグナルの活性化がみられた。そのため、
ソニックヘッジホッグシグナルを活性化す
ることが知られている、smoothened のアゴニ
ストを用いてスフェロイド培養系の細胞を
刺激すると、スフェロイド形成の亢進と Lgr5
発現の亢進がみられた。 
 

 
 
 
 
また、逆に smoothened のアンタゴニストで
あるcyclopamineを用いてソニックヘッジホ
ッグシグナルを阻害すると、マウス膠芽腫由
来スフェロイド培養系の顕著な増殖抑制と
Lgr5 発現の低下がみられた。 
 
 
 
 

 
 
さらに、ソニックヘッジホッグシグナルの亢
進に中心的役割を果していると考えられた、
Gli転写因子に着目し、これらに対するshRNA
を発現するレンチウイルスベクターを構築
し、ノックダウンを行った結果、スフェロイ
ド細胞の顕著な増殖抑制と、Annexin V の陽
性化を伴うアポトーシス誘導がみられた。 
 
これらの結果は、①Lgr5 陽性細胞が低酸素ニ
ッチに局在すること、②Lgr5 陽性マウス膠芽
腫細胞が、各種の幹細胞マーカーを高発現し、
高い腫瘍形成能を保持する癌幹細胞として
の特性を保持すること、③この細胞分画をド
ライブするシグナルとして、ソニックヘッジ
ホッグシグナルの活性化が寄与しているこ
とを示唆している。現在これらの結果をまと
め、投稿準備中である。 
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