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研究成果の概要（和文）：膠芽腫幹細胞において高発現する遺伝子としてCD146を同定した。CD146は膠芽腫幹細胞の増
殖に関与し、G2/M期で高発現し、発現低下するとG0/G1期の細胞を増加させることを明らかにした。膠芽腫幹細胞の代
謝では、酸化的リン酸化が優位であり、分化細胞では解糖系が優位であることが分かった。膠芽腫細胞におけるCD146
の発現低下は代謝を解糖系から酸化的リン酸化にシフトさせた。さらに、膠芽腫幹細胞においてヒストン脱アセチル化
酵素の活性にCD146の発現は影響を与えた。CD146は幹細胞の増殖や糖の代謝経路に関与し、幹細胞性の維持や細胞分化
に寄与するHDAC活性にも影響を与える可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：CD146 was identified as a surface marker highly expressing in glioma stem cells. 
CD146 regulates cell growth of glioma stem cells and is highly expressed in G2/M phase and its knockdown 
increases the proportion of cells in G0/G1 phase. It has been revealed that mitochondrial oxidative 
phosphorylation is dominant in glioma stem cells in contrast to in differentiated glioma cells using 
mainly aerobic glycolysis. Knockdown of CD146 in glioma cells switched from aerobic glycolysis to 
mitochondrial oxidative phosphorylation. In addition, expression of CD146 affected histone deacetylase 
activity in glioma stem cells. These results suggest that CD146 expressed in glioma stem cells is related 
to the cell growth and glucose metabolism and may affect on HDAC activity involved in stemness and 
differentiation.

研究分野：脳腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
膠芽腫は、精力的な新規治療法の開発にも
拘わらず、長い間、顕著な治療成績の向上が
得られていない原発性脳腫瘍であり、平均余
命は僅か 1年数ヶ月である。この腫瘍の治療
抵抗性は、放射線治療や化学療法への感受性
の低さ、浸潤能の高さに起因している。悪性
脳腫瘍には造腫瘍性に富む幹細胞が含まれ、
悪性度の指標となる性質の多くを保持して
いることから治療標的として注目されてい
る。これまでに報告されている癌関連遺伝子
にはかなりの割合で幹細胞性遺伝子が含ま
れ、胚性幹細胞が膠芽腫と類似した発現プロ
ファイルを示すことも報告されている。胚性
幹細胞および神経幹細胞では全遺伝子の 40
～60％が発現し、分化細胞では 10～20％しか
発現していない事実に基づけば、膠芽腫は幹
細胞のように多くの遺伝子を発現し、転写活
性が高い細胞と考えられる。一方、正常の神
経系細胞では、神経幹細胞とニューロンでは
ヒストン H3 と H4 は高アセチル化状態で、
オリゴデンドロサイトでは中間的、アストロ
サイトでは低アセチル化状態であることが
報告されている。我々は、膠芽腫幹細胞でも
ゲノムグローバルにヒストン H3 と H4 のア
セチル化が分化細胞と比較して亢進してい
ることを報告してきた。ヒストン脱アセチル
化酵素（HDAC）阻害活性を持つバルプロ酸で
神経幹細胞を処理すると分化方向は、高アセ
チル化状態のヒストンを持つニューロンへ
と限局されることや種々の HDAC 阻害剤が抗
腫瘍効果を持つことが示唆されていること
からグローバルなヒストンアセチル化が脳
腫瘍細胞の増殖や分化と関連していること
は疑いない。さらにヒストンの修飾は、従来
の転写活性の制御に加え、DNA 修復経路にも
影響を与えていることが示唆されたことか
ら、膠芽腫が放射線治療や化学療法に抵抗性
を示す要因の一つと考えられる。最近、がん
の解糖系酵素の一つがヒストン修飾に関わ
っていることが報告された。しかしながら、
Warburg 効果の癌幹細胞における制御は不
明であり、その他の癌特異的代謝経路がヒス
トンにどのような影響を与えているか検討
がなされていない。がん遺伝子の一部にはヒ
ストンを修飾する機能があり、がん抑制遺伝
子は代謝経路に関与し、脳腫瘍で変異も検出
される。これらのことから、ヒストン修飾は
各シグナル伝達の集積地点であり、これを制
御することで多面的に癌形質を抑制し得る。 
これらのことから、幹細胞を含む未分化細
胞で発現し、がん特異的代謝やヒストン修飾
に関わる因子を同定し、そのがん形質や幹細
胞性おける機能の解析を明らかにすること、
治療標的としての評価をすることが難治性
腫瘍を克服する治療法開発のために重要と
考えられる。 
 
 

２．研究の目的 
 
膠芽腫において、腫瘍幹細胞の増殖や浸潤、
幹細胞性の維持に寄与する遺伝子を同定し、
その腫瘍特異的な代謝経路やヒストン修飾
における機能を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
膠芽腫細胞株と患者組織から神経幹細胞
の培養法であるNeurosphere法により膠芽腫
幹細胞を分離培養し、幹細胞と従来の血清を
含む培養液で培養した分化細胞の間で発現
量に差のあるがん関連遺伝子をPCRアレイと
定量的RT-PCRを用いてスクリーニングした。 
同定したCD146遺伝子の発現量と頻度は定
量的 RT-PCR、ウェスタンブロット法、免疫細
胞化学染色、免疫組織化学染色により正常脳
組織、神経膠腫組織や細胞株において検討し
た。CD146 の発現と神経膠腫の悪性度との相
関性を検討するためには、さらに神経膠腫や
膠芽腫を主に含む組織アレイも用いて免疫
組織化学染色により検討を加えた。膠芽腫細
胞の幹細胞と分化細胞におけるCD146の発現
を検索するために幹細胞マーカーCD133 とグ
リア前駆細胞マーカーである A2B5 を CD146
と同時に染色しフローサイトメーターで解
析を行った。解析からの死細胞の除去は EMA
または Zonvie VioletTMで行った。各細胞周
期における CD146 の発現量や CD146 が細胞周
期に与える影響を検索するために抗CD146抗
体、抗 CD133 抗体に FxCycleTM Violet を解析
に加えて細胞周期の解析を行った。同定した
CD146 遺伝子の相補 DNA を発現ベクターに挿
入し、細胞に遺伝子導入し、薬剤により選択
培養することでこの遺伝子を強制発現する
細胞を分離培養した。また、CD146 遺伝子の
発現量を低下(ノックダウン)させた細胞株
を得るために、shRNA を発現するレトロウイ
ルスベクターやsiRNAを膠芽腫細胞へ遺伝子
導入し、ウェスタンブロット法を用いてこの
遺伝子の発現の低下を確認した。CD146 を安
定に強制発現させたまたはノックダウンさ
せた細胞は 6 well プレート上で細胞培養し、
細胞数を計測することでCD146の増減による
増殖における影響を検討した。細胞の浸潤性
は誘引物質に血清を用いて膜のポアサイズ
が 12 µmのケモタキセル内のコラーゲンを溶
解し膜の下面に通過してくる細胞を計測す
る3Dコラーゲンゲル試験を用いて実施した。 
膠芽腫をNeurosphere法で培養したスフェ
ロイド細胞と分化細胞において陰性対照の
siRNA と CD146 をノックダウンする siRNA を
細胞へ導入し、2 日後に細胞を任意の細胞濃
度に播種し直し、翌日に比色定量や蛍光量を
測定することで細胞の増殖、グルコースの取
り込み量、乳酸の生成量、培養液の酸性化、
HDAC 活性について検討した。 
 
 



４．研究成果 
 
マウスC3H/HeNの脳細胞に由来するマウス
神経膠腫細胞株RSV-M細胞を無血清培地にお
いてNeurosphere法で培養し、幹細胞様細胞
を多く含む細胞集団を得た。この細胞（未分
化型）は神経幹細胞マーカーSOX2の発現が従
来の方法で培養した細胞（分化型）よりも上
昇していた。未分化型細胞を同系マウス
C3H/HeNの皮下や脳内に移植すると分化型細
胞と比較して、高い造腫瘍能と浸潤性を示す
ことが観察された。PCRアレイを用いてがん
の転移能や浸潤性に関与する遺伝子のうち
未分化型細胞で高発現するものを検索する
とCD146を含む幾つかの遺伝子が同定された。 
CD146はイムノグロブリンスーパーファミ
リーで悪性黒色腫や乳癌などの悪性度や転
移に関わる遺伝子として報告されている。 
 CD146はヒト膠芽腫細胞の分化型と比較し
て未分化型細胞で高発現することが定量的
PCRで確認された。神経膠腫における発現を
RT-PCRとウェスタンブロット法により検索
すると調べた細胞全てで発現が検出された。
膠芽腫細胞株T98Gをヌードマウス脳内に移
植後に形成された腫瘍では不均一な発現が
認められ、膠芽腫患者組織においても同様の
結果が得られた。一方、正常脳組織において
は発現が血管内皮細胞にのみ観察された。神
経膠腫または膠芽腫を多く含む組織アレイ
を用いたCD146の発現解析では、WHOグレード
ⅢとⅣで高頻度に発現する傾向が得られた。 
 初代培養細胞を含む６つの膠芽腫細胞株
に由来する未分化型細胞と分化型細胞にお
いてRT-PCRに幹細胞マーカーCD133と神経幹
細胞マーカーSOX2とCD146の発現を定量する
と分化型細胞と比較して未分化型の細胞で
はこの3つの遺伝子の発現が高いことが認め
られた。同様にこれらの細胞においてウェス
タンブロット法によりタンパクレベルでも
CD146が未分化型で高発現している結果が得
られた。膠芽腫細胞株と初代培養細胞の未分
化型細胞と細胞分化を誘導した分化型細胞
においてフローサイトメトリーを用いて
CD146の発現を観察するとCD146陽性細胞は
分化誘導により減少することが明らかとな
った。これらの結果によりCD146は幹細胞マ
ーカーの発現と相関する可能性が考えられ
たので、CD133とグリア前駆細胞マーカーで
あるA2B5とCD146で膠芽腫初代培養の未分化
型細胞を三重染色後、フローサイトメトリー
によりCD146陽性細胞と各マーカー陽性細胞
の関連性を検討した。CD146陽性細胞では
CD133単独陽性細胞は78.1%,CD133とA2B5二
重陽性細胞は2.9%、A2B5単独陽性細胞は0.1%、
CD133とA2B5陰性細胞は18.9% であり、逆に
CD146陰性細胞ではCD133単独陽性細胞は
9.1%,CD133とA2B5二重陽性細胞は0.5%、A2B5
単独陽性細胞は0.2%、CD133とA2B5陰性細胞
は90.2%とCD146陽性細胞はCD133の発現とよ
く一致することが示された。つまり、CD146

はCD133と同様に膠芽腫幹細胞を同定するた
めに有用なマーカーであると考えられる。 
CD146は血管内皮細胞のマーカーでもある
ことや膠芽腫幹細胞から血管内皮細胞が分
化誘導されることが報告されているので一
般的な血管内皮細胞マーカーCD31との二重
染色により、膠芽腫細胞に内皮様細胞が存在
しCD146を発現している可能性を検討した。
CD31陽性細胞は本研究で用いた膠芽腫細胞
においては検出されなかった。また、膠芽腫
組織の免疫組織化学染色時におけるCD146陽
性細胞の形態は腫瘍細胞であるために細胞
中で核の占める面積も大きく、血管内皮細胞
と大きく異なることから本研究で検出して
いるCD146陽性細胞が血管内皮細胞では無い
ことが示唆された。 
 次に、膠芽腫細胞におけるCD146の機能を
検討するためにCD146を安定に高発現する細
胞と発現低下（ノックダウン）した細胞を樹
立した。CD146の強制発現は膠芽腫細胞の増
殖に殆ど影響を与えなかった。一方、CD146
のノックダウンは未分化型の細胞の増殖を
著しく抑制した。さらにCD146の強制発現は
スフェア形成能を大きく向上させたことか
ら、CD146は膠芽腫幹細胞の自己複製に関与
していることが考えられた。 
 CD146が膠芽腫細胞の増殖の制御に関与し
ているのでフローサイトメトリーを用いて
CD146の発現と細胞周期の相関性の解析を行
った。未分化型細胞においてCD133陽性細胞
はCD133陰性細胞と比べて、過去の他組織由
来のがんにおける報告と一致してG2/M期の
細胞が多かった。さらにCD133とCD146二重陽
性の膠芽腫幹細胞ではG2/M期の細胞が増加
した。しかしながら、分化型細胞においては
CD146の強制発現は、細胞周期のG0/G1期の細
胞を増加させ、ノックダウンは逆にG2/M期の
細胞を増加させることが分かった。一方、未
分化型細胞におけるCD146のノックダウンは
G2/M期の細胞を減少させた。これらの結果か
らCD146はCD133を発現する膠芽腫幹細胞の
分裂期に高発現しする遺伝子であること、未
分化型細胞においては細胞分裂を亢進させ
るが分化型細胞においては細胞分裂を抑制
する細胞の分化レベルによって相反する機
能をもっていることが考えられた。 
 CD146が属するイムノグロブリンスーパー
ファミリーの中にはCD44のように癌細胞の
特徴の一つである好気的解糖に関与する遺
伝子が含まれている。本研究では、CD146が
膠芽腫幹細胞の糖代謝に関わっている可能
性を検索した。まず、分化型細胞である膠芽
腫細胞株T98Gとこの細胞からスフェロイド
培養により分離された幹細胞を多く含む未
分化型細胞においてグルコースの取り込み
を測定した。未分化型細胞は分化型細胞と比
較して約4倍のグルコースを取り込んでいる
ことが観察された。培養液への乳酸の産生量
を測定すると分化型細胞は未分化細胞と比
較して約10倍多く乳酸を産生していること



が分かった。つまり、膠芽腫の分化型細胞で
は解糖系の活性が高く、未分化型細胞ではミ
トコンドリアでの酸化的リン酸化の活性が
高くなっている可能性が考えられた。次に、
これらの細胞でCD146をノックダウンすると
未分化型細胞においてグルコースの取り込
みが約1.5倍亢進し、分化型細胞において乳
酸の産生量が約29%抑制された。また、pHイ
ンジケーターであるMito-IDを用いて経時的
な培養液のpHの変化を観察するとCD146のノ
ックダウンは分化型、未分化型細胞は共に培
養液の酸性化を抑制することが分かった。こ
れらの結果からグルコースの取り込みにお
ける役割に関してはさらなる検討が必要で
あるが、CD146は乳酸の産生や培養液の酸性
化に影響し、好気的解糖を促進する因子であ
る可能性が示唆された。 
 近年、解糖系の鍵となるピルビン酸キナー
ゼは代謝とヒストン修飾の両方に関与する
多機能的な分子であることが報告されてい
る。膠芽腫細胞においてCD146が解糖系に影
響を与える可能性が示唆されたので、ヒスト
ン修飾に関わる代表的な分子としてHDACの
活性におけるCD146の機能を検討した。膠芽
腫において未分化型細胞のHDAC活性は分化
型細胞と比較して約1.4倍高かった。HDAC活
性はCD146のノックダウンにより抑制される
傾向が見られた。この実験で測定されたHDAC
活性はHDAC阻害剤であるTrichostatin Aの添
加により90%以上が消失した。この結果から
CD146がHDAC活性の制御に関与する可能性が
考えられた。 
 本課題において、膠芽腫幹細胞で高発現す
る分子として CD146 を同定した。CD146 は分
裂期の細胞で主に発現していることから腫
瘍組織中で幹細胞が増幅する際の指標とな
る可能性がある。また、星細胞系腫瘍におい
てWHO分類グレードⅢ以上で高頻度に発現が
検出され、腫瘍悪性度との相関性が得られた。 
また、この分子は膠芽腫細胞の浸潤性や自
己複製能を増強し、腫瘍の播種に関連するこ
とも考えられた。近年、神経幹細胞を増殖さ
せる Galectin-1 が CD146 のリガンドとして
報告され、同様に神経系細胞である膠芽腫幹
細胞の増殖にCD146が寄与する可能性も考え
られた。CD146 のノックダウンにより膠芽腫
幹細胞の増殖が抑制されたことはこの分子
が幹細胞を標的とした治療法開発に有用で
ある可能性が考えられる。さらに、CD146 の
下流分子として細胞の分化制御に関わる ID1
が同定されたことからCD146は膠芽腫の分化
制御にも関与するであろう。本研究において
ゲノムグローバルなヒストン修飾に影響を
与える HDAC 活性が膠芽腫幹細胞で高く、
CD146 のノックダウンで抑制される傾向にあ
った結果は、幹細胞性の維持や制御に CD146
が関与する可能性を示唆するものである。
HDAC 阻害剤が各種がんに対する制がん剤と
して開発されていることを考えるとCD146は
脳腫瘍に限局せず、様々な悪性腫瘍の治療に

おいて重要な分子であろう。CD146 のノック
ダウンが乳酸の産生、培養液の酸性化を抑制
することは CD44 のノックダウンによる報告
と同様に腫瘍細胞の代謝が解糖系からミト
コンドリアでの酸化的リン酸化へのシフト
にCD146が関与していることを示唆している。 
CD44 ではこの代謝のシフトを誘導し治療
への感受性が向上しているので、CD146 の抑
制と化学療法や放射線治療との複合的療法
は効率よく膠芽腫幹細胞を排除出来るかも
しれない。いずれにしても CD146 がどのよう
なメカニズムで腫瘍または幹細胞特異的な
代謝やヒストンの制御に関与しているかを
把握するためにさらなる研究が必要である。 
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