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研究成果の概要（和文）：本研究では、融合グライコプロテオミクス法により機能標的およびGSCマーカーとして有用
な糖タンパク質、その責任遺伝子群の解析を行った。その結果、分化誘導によりO結合型糖鎖修飾タンパク質群が減少
すること、また、本糖鎖合成/転移酵素群、特にコンドロイチン硫酸(CS)プロテオグリカンを含むグライコサミノグリ
カン (GAG) が顕著に発現減少することが判明した。検証実験の結果、CS-GAGがGSCの維持に重要であること、CS鎖分解
によりGSCの分化が顕著に誘導されること等を見出した。以上より、GSCにおいて GAGの構造変化は微小環境(ニッチ)を
変化させ、GSCの維持・分化を制御することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, to clarify the molecular mechanisms of GSC differentiation, we 
established GSC clones having the potential to differentiate into glioblastoma, and subjected to lectin 
microarray, quantitative real-time PCR (qPCR) array, and integrated proteomics for glyco-protein 
expression profiling. These analyses revealed that the expression of proteoglycan, including chondroitin 
sulfate proteoglycan such as CSPG4, and chondroitin sulfate synthetic enzymes/transferase, such as 
Xylosyltransferase 1/2 (XYLT1/2), were significantly downregulated during serum-induced GSC 
differentiation. Treatments of chondroitin sulfate degradation enzyme (chABC) significantly induced GSC 
differentiation, but the chondroitin and CSPG si RNA inhibited the GSC differentiation. These results 
indicate that CSPG is a key regulator of GSC maintenance/differentiation, and is a potential clinical 
target against malignant glioma.

研究分野：腫瘍生物学、ゲノム生物学
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１．研究開始当初の背景 

 悪性脳腫瘍 (グリオーマ) は, 脳腫瘍の中

でも最も治療が困難な致死率の高い難治性

疾患の一つである. ほとんどの症例において, 

外科的手術による完全な治癒は不可能であ

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となる. しかし, 

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

める効果的な診断法や治療ターゲットの開

発は早急に取り組むべき重要な課題とされ

ている. 近年, グリオーマ組織由来のがん幹

細胞樹立が行われ, 脳腫瘍由来がん幹細胞の

研究が悪性脳腫瘍再発の謎を解く最も重要

な鍵となることが示唆されるようになった. 

しかしながら, 正常幹細胞とがん幹細胞には

類似点が多く, 正確に正常幹細胞と脳腫瘍が

ん幹細胞を区別するのは困難であるのが現

状である. そこで, 本研究ではがん幹細胞を

非幹細胞性腫瘍細胞へと分化誘導して抗が

ん剤治療標的にする方法が有効であると考

えた. しかしながら, がん幹細胞から腫瘍細

胞への分化機構あるいは, 分化に関与する分

子群については報告されていない. そこで, 

本研究では, 脳腫瘍がん幹細胞 (GSC) の分

化誘導機構の解明を目的とし, 分化に関与す

る分子群を同定し, 同定分子群の臨床応用へ

の可能性を検討した.  

 本研究に先駆けた研究では, ヒト glioma患

者組織より GSC を樹立する方法論を検討し

た結果 , 9 クローン  (gliblastoma: 10 検体 , 

anaplastic oligoastrocytima: 1検体) 単離するこ

とに成功し, このうち 3クローンは 6-16週内

にマウス同所性移植にて, Ki67陽性の悪性グ

リオーマを形成することを明らかにしてい

る. その中の 2 クローンを用いてがん幹細胞

から非幹細胞性腫瘍細胞に焦点を当て, 独自

の開発した超高感度融合プロテオミクス解

析技術 (iTRAQ/2D-DIGE法/DNAマイクロア

レイ法の融合解析システム), 統合データ解

析システム; iPEACH, MANGOを用いて解析

した結果 , iTRAQ 法では定量的に有意な

4,191分子を, また DNAマイクロアレイでは

定量的に有意な 20,752分子が同定された. す

べてのデータを統合マイニングし, 分化誘導

によって変動する 1,458 分子を用いて Gene 

Ontology (GO) 解 析 を 行 っ た 結 果 、

extracellular region (p<1.64E-11), extracellular 

matrix (p<3.40E-3), cell adhesion (p<7.33E-3) 

などが抽出され, GSCへの分化刺激によって

細胞外マトリックスタンパク質の分泌とイ

ンテグリンなどの接着分子群発現を亢進す

ることが判明した. また, 細胞生物学的な検

証実験の結果, GSCは分化誘導刺激により細

胞外マトリックスを自己分泌し, 細胞自らが

分化するための特異的な微小環境 (分化ニッ

チ ) を作り出し , これらのレセプター 

(integrin family 等) 分子群を制御しているこ

とを示唆した (Nambu-Niibori A et al, PLoS 

ONE 2013) (図 1). さらに興味深いことに, 細

胞外マトリックスや細胞表面に存在するプ

ロテオグリカン群, これらの糖鎖を合成する

糖転移酵素群の発現が分化誘導前後で顕著

に変動しており, プロテオグリカンがGSCの

発現制御に大きく関与していることが示唆

された.  

 

２．研究の目的 

 糖鎖はタンパク質の溶解性や安定性など

を決めるだけでなく, 構造の変化がタンパク

質の機能制御に関わって疾患につながるこ

とから, 腫瘍マーカーや治療ターゲットとし

て期待されている. しかしながら, 糖鎖の複

雑さゆえに網羅的な糖鎖構造解析は困難を

極めており, GSCの研究分野においても未だ

報告がない. そこで, 本研究では GSCの分化

ニッチに関与する分子群の新規解析法とし

て, これまで我々が開発した融合プロテオミ

クス解析技術に, 複数の糖鎖解析技術を融合 

(融合グライコプロテオミクス) し, 責任遺伝

子から糖鎖修飾タンパク質構造まで網羅的



に解析する方法論を確立することにより, 分

化ニッチを標的とした新規治療薬ターゲッ

トになり得る糖関連分子群, およびGSCの腫

瘍マーカー候補分子群ネットワークを探索

することに挑戦する. さらに得られたデータ

ベースを基礎情報として, 脳腫瘍の新規治療

ターゲットへの臨床応用への可能性を検討

することを目標とした. 

 

３．研究の方法 

 GSC の分化ニッチに関与する糖鎖関連分

子群同定のため, 1) 単離 GSC のがん幹細胞

評価およびプロテオミクスによる特性解析 

2) 糖鎖解析システム (レクチンマイクロア

レイ法/糖鎖責任遺伝子 qPCR アレイ法) を

用いた融合グライコプロテオミクス法の確

立と, これを用いたGSCの分化ニッチに関わ

る分子群の網羅的同定と発現・機能プロファ

イリング 3) データ統合による分化ニッチ構

成分子群および特異的シグナルネットワー

クの抽出 4) 新規同定分子, 特に糖鎖関連分

子群についての mRNA 干渉法および各種阻

害剤を用いた細胞生物学的/生化学的検討を

行った (図 2). 

 

1. 単離 GSC のがん幹細胞評価法およびプロ

テオミクス法による特性解析 

 EGF, FGF を含む特殊培養条件下で培養し

たグリオーマ患者組織由来がん幹細胞 

(GSC07U) の特性解析をがん幹細胞評価法お

よびプロテオミクス法を用いて解析した.  

① がん幹細胞評価法 

・分化誘導能: 樹立した GSC を血清存在下 

(10% FBS, 成長因子は除く) で５日間培養を

行い , 分化誘導を行う . 分化誘導細胞は

GFAP, CD44 などの分化/腫瘍マーカー, およ

び CD133, SOX2 などの幹細胞マーカータン

パク質を用いて western blottingや免疫蛍光染

色法を用いて検討した.  

・腫瘍形成能: 脳腫瘍がん幹細胞のマウス同

所性移植実験によりグリオーマ形成能を評

価した. 形成された腫瘍は摘出後, 抗 Ki67抗

体を用いた免疫組織染色法により解析した.  

② プロテオミクス法による分化誘導前後に

おける発現変動タンパク質の解析 

EGF, FGFを含む特殊培養条件下において2, 5

日間培養したがん幹細胞とこれを血清によ

り同日数, 分化させた分化誘導細胞の可溶化

タンパク質を抽出・精製した後, 8-plex iTRAQ

標識を行い網羅的な定量同定解析を

nanoLC-ESI-Q Exactive MS/MSによって解析

し, 得られたデータを Discoverer あるいは, 

Protein Pilot4ソフトウェアを用いて解析した. 

また, 本実験によって得られたデータは, こ

れまでに得られているデータと統合マイニ

ングした.  

 

2. 新規融合グライコプロテオミクスを用い

た GSC の分化ニッチ構成因子群および分化

誘導関連分子群の探索と同定 

 単 離 ・ ク ロ ー ン 化 し た GSC 

(GSC03A/03U/07U) と GSC を血清存在下 

(10% FBS, 成長因子は除く) で 2, 5日間分化

して得られた分化誘導細胞の可溶化タンパ

ク質, あるいは 1, 2日間培養したそれぞれの

細胞の total RNAを抽出・調整し, 融合グライ

コプロテオミクスを用いて糖鎖修飾に関連

するタンパク質の詳細な比較定量的同定を

行った.  

① レクチンマイクロアレイ法による糖鎖修

飾タンパク質群の同定 

GSC と分化誘導細胞間で発現変動する糖鎖

修飾タンパク質を同定した. 発現変動分子の

同定にはレクチンアレイチップ  (LecChip) 

を用いて行った. 

② qPCR レクチンアレイ法による糖鎖責任

遺伝子群の同定 

糖鎖遺伝子の Quantitative real-time PCR 

(qPCR) アレイ法を用いて, GSC と分化誘導

細胞間において発現解析を行い, その中で発



現変化のある糖鎖責任遺伝子の同定を行っ

た.  

 

3. データ統合による特異的シグナル分子群

の選択とシグナルネットワークの抽出 

 こ れ ま で の 融 合 プ ロ テ オ ミ ク ス 

(iTRAQ/2D-DIGE 法/DNA マイクロアレイ法

の融合解析システム) の解析データに糖鎖解

析データを結合し, 発現変動候補分子群を分

子ネットワーク解析ソフトKeyMolnetにより

抽出し, GSCの分化ニッチを構成する分子群

および分化制御に関わる分子ネットワーク

の同定を行った.  

 

4. 同定分子群の細胞内機能解析 

 全てのクローンで共通して分化誘導時に

連動して初現が変動するか western blottingを

用いて確認した. また, 同定された分子群あ

るいは同定された分子ネットワークの中で

GSC の分化制御機構に重要と思われる分子

群のノックダウンの影響, また抗がん剤によ

る細胞増殖/毒性を評価し, タイムラプス顕

微鏡による形態変化の観察を行った.  

 

４．研究成果 

1. 単離 GSC のがん幹細胞評価法およびプロ

テオミクス法による特性解析 

① がん幹細胞評価法 

 本研究では, グリオーマ患者組織から特殊

培養条件下において GSC07Uを単離・クロー

ン化し, 生化学的/細胞生物学的手法により, 

特性解析を行った. CCK-8 試薬を用いた細胞

増殖実験の結果から, GSC07U は他のクロー

ンと比較して, 細胞増殖速度が早いことがわ

かった. また, GSC07Uでは CD133や SOX2, 

Nestin などの幹細胞マーカーの発現は認めら

れなかったが , 悪性腫瘍マーカーである

CD44や Vimentinが発現していることがわか

った. 血清刺激による分化誘導時において, 

これらマーカータンパク質の発現に変化は

認められなかった. また, GSC07U はマウス

同所性移植実験の結果から , 低細胞数 

(1x102-103 cell) で Ki67 陽性の悪性グリオー

マを短期間 (約 6 週) にて形成することを明

らかにした.  

 

② プロテオミクス法による分化誘導前後に

おける発現変動タンパク質の解析 

 GSC07U は他のクローン (GSC03A/03U な

ど) と比較してマーカータンパク質の発現, 

腫瘍形成能などに大きな相違点が認められ

たことから, GSC07U の発現タンパク質を詳

細に解析することで, GSC維持や腫瘍形成に

関与するシグナル分子群が明らかになるの

ではないかと考え, GSC07U と分化誘導細胞

に発現するタンパク質及び発現変動分子群

の網羅的な解析を試みた. GSC07U と分化誘

導細胞をそれぞれ経時的に培養し (培養から

2日, 5日目), 可溶化タンパク質を抽出したサ

ンプルに脱塩・濃縮処理を行い, トリプシン

消化後に iTRAQ 標識を行った. 標識後のサ

ンプルは zip-tip で脱塩し , nanoLC-ESI-Q 

Exactive MS/MS (Thermo) による解析を行っ

た. 得られた解析データを Protein Pilot4によ

って解析した結果, iTRAQ法では約 13,000個

のタンパク質を同定し, そのうち定量的に有

意な 5,567 分子を同定した. 現在, 同定され

た分子に対して Gene Ontology (GO) 解析を

行い, GSC07U において特異的に発現するシ

グナル分子群/ネットワークについて検討を

行っている.  

 

2. 新規融合グライコプロテオミクスを用い

た GSC の分化ニッチ構成因子群および分化

誘導関連分子群の探索と同定 

 前述で示した GSC07Uを含め, これまでに

単離・クローン化し, 特性解析が終了してい

るGSC03A及びGSC03Uの３クローンを用い

て, 分化ニッチ構成因子群及び分化誘導関連

分子群を融合グライコプロテオミクス (レク

チンアレイ法, 包括的糖鎖遺伝子定量PCRア

レイ法) を用いて解析した. これらの解析結

果から, 分化誘導により, O-結合型糖鎖に関

わ る レ ク チ ン : Jacalin, ACA, ABA 

(Sialyl-Gal1-3GalNac-O-(Ser/Thr), 

Gal1-3GalNac 構造体) と反応する糖タンパ

ク質が減少すること, また, O-結合型糖鎖合

成/転移酵素群, 特にコンドロイチン硫酸プ

ロテオグリカンを含むグライコサミノグリ

カン: GAG 合成酵素遺伝子群 (5/15 遺伝子) 



が顕著に発現減少することが判明した.  

 

3. データ統合による特異的シグナル分子群

の選択とシグナルネットワークの抽出 

 そこで, 融合プロテオミクスのデータから,

プロテオグリカンやこれらを合成する酵素

群を抽出したところ, コンロドロイチン硫酸

鎖を持つプロテオグリカンを始め, ケラタン

硫酸・ヘパラン硫酸プロテグリカン群が同定

された (図 3). 一方, 糖鎖関連酵素群におい

ては, コンドロイチン硫酸鎖合成及び, これ

に関わる糖転移酵素群が分化誘導に伴い発

現減少することが明らかとなった. これらの

結果から, GSC の分化は, コンドロイチン硫

酸プロテオグリカンが関与していると考え

られた.  

 

4. 同定分子群の細胞内機能解析 

 そこで, GSCにおけるコンドロイチン硫酸

の機能を検討するため, コンドロイチン硫酸

分解酵素 chondroitinaseABC (chABC) を用い

て GSC 維持及び分化に対する影響を検討し

た. その結果, 非血清存在下にも関わらず, 

chABC処理により, GSCの細胞接着が亢進し, 

分化マーカーである GFAPの発現が有意に増

加することがわかった. また, 血清存在下に

おいても, GFAP の発現は顕著に亢進したこ

とから, コンドロイチン硫酸鎖の分解は GIC

の分化を誘導することが示された (図 4).  

また, コンドロイチン硫酸を添加し, GSC へ

の影響について検討した結果, 非血清存在下

において, GSC の増殖は亢進した. また, 血

清による分化誘導細胞にコンドロイチン硫

酸を添加すると, 分化が抑制されることが分

かった. これらの結果から, コンドロイチン

硫酸は GSCの維持・分化を制御していること

が分かった.   

 次に, GSCの分化を誘導するコンドロイチ

ン硫酸プロテオグリカン同定を行った. その

結果, 融合グライコプロテオミクスにより同

定されたコンドロイチン硫酸プロテオグリ

カン群の中から, 分化誘導前後において最も

発現変動が顕著であった CSPG4 に注目し, 

CSPG4 のコンドロイチン硫酸鎖が GSC の維

持・分化に関与するか検討した. 初めに, 各

GSC クローン及びこれらの分化誘導細胞に

おける CSPG4の発現を検討した (validation). 

そ の 結 果 , CSPG4 は GSC に お い て

CSPG4-naked 体とコンドロイチン硫酸 (CS) 

体にて発現しており, 分化誘導によってこれ

らの発現が減少することが明らかになった 

(図５).  

 現在, GSCに対する詳細なCSPG4の機能を

ノックダウン実験により詳細に検討してい

る. また, 融合グライコプロテオミクスによ

って同定された糖転移酵素 Xylosyltransferase 

1/2 (XYLT1/2) の検証実験, ノックダウン実

験による GSCの維持・分化に対する影響につ

いて解析中である.   

 本研究成果から, 一連のプロテオグリカン 

を含む糖鎖修飾タンパク質の構造変化が

GSCの微小環境を変化させ, GSCの維持・分

化を制御することが示唆された.  
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