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研究成果の概要（和文）：Wntの腫瘍内発現やPDL-1発現と治療効果の関係について研究を行ったが，膠芽腫にお
けるWnt5aとPD-L1の発現の相関は弱く，PD-L1の発現程度による膠芽腫患者の生存期間の差は明瞭ではなかっ
た．
Gene Expression Omnibus Databaseの解析では，Wnt-5aと高相関の遺伝子候補としてPD-1があったが，in vitro
ではWnt5a刺激による腫瘍細胞の免疫抑制に関する遺伝子発現の変化は捉えられず，マクロファージを介した作
用でも免疫チェックポイント関連遺伝子発現の著明な変化は認められなかった．

研究成果の概要（英文）：We studied the relationship between intratumoral expression of Wnt and 
expression of PDL-1 and therapeutic effect, but the correlation between Wnt5a and PD-L1 expression 
in glioblastoma was weak, and the expression level of PD-L1 in patients with glioblastoma did not 
show the difference in survival time.
In the analysis of Gene Expression Omnibus Database, there was PD-1 as a highly correlated gene 
candidate with Wnt-5a, but in vitro study the gene expression change related to immunosuppression of
 tumor cells by Wnt5a stimulation could not detected, and macrophage-mediated influence was no 
obvious in expression of immunity checkpoint-related genes.

研究分野： 脳神経外科学分野
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
グリオブラストーマを筆頭とする悪性グ
リオーマ（神経膠腫）は，脳実質組織か
ら発生し，浸潤性に発育する特徴を持ち，
患者を死に至らしめる．グリオーマの中
で星細胞系列の腫瘍が grade 2 の星細胞
腫から grade 3 の悪性星細胞腫，grade 4 
の膠芽腫（グリオブラストーマ）へと遺
伝子異常を蓄積しながら経時的に悪性化
するものと当初から膠芽腫として発生す
るものがある．Wnt シグナル系は，大腸
癌などで細胞の増殖/発癌に関するシグ
ナル伝達と細胞の運動（浸潤）に関係す
るシグナル伝達が互いに関連し合う領域
として注目されはじめていた．我々はWnt 
に関する初期の研究（悪性グリオーマに
おける Wnt シグナル活性化の検討と診
断・治療への応用，基盤研究（C））で，
悪性グリオーマにおける Wnt の発現は，
Wnt5a が多く，数種類のグリオーマ細胞
株に共通して高発現していることを確認
し，Wnt5a の発現とグリオーマの grade 
が相関していることを報告した．また，
in vitro において，Wnt5a を RNAi で抑
制するとグリオーマ細胞の運動能力が低
下し，逆に Wnt5a を添加することで，細
胞運動能が上昇すること，さらに Wnt5a 
をノックダウンすることで腫瘍細胞の
matrix metaro protease（MMP）の低下が
生じることを報告した．これは Wnt シグ
ナル経路として，従来の Wnt/β-catenin 
経路（canonical 経路）以外の Frizzled 
経路の確認へと繋がった（Wnt/Frizzled 
系腫瘍メッセージ経路探索による新しい
抗グリオーマ戦略．基盤研究（C））． 
一方，膠芽腫内には，多くのマクロファ
ージが認められる．通常，免疫細胞の組
織内進入は免疫系の活動上昇を示す現象
である．しかし，グリオーマの場合，悪
性度が上がるほどマクロファージの浸潤
が多くなるにもかかわらず，生存期間は
短くなる．膠芽腫では腫瘍細胞産生の
MCP1 により，マクロファージの誘導が引
き起こされるが，何らかの免疫機構の抑
制 が生じていることが予想された．この
ような中，2013 年，Wnt5a が CCL2/MCP1 
を介した血球系細胞の chemotaxis に関
与しているとの報告が見られた．そこで
誘導マクロファージを用いて確認したと
ころ，先の Wnt/β-catenin 経路以外の
Wnt5a のレセプターのいくつかが発現し
ていることが確認され，Wnt5a から始ま
るシグナルは，腫瘍内環境における免疫
応答にまで関与している可能性が推測さ
れた．また，2014 年，大腸癌で Wnt5a や
Wnt3a はマクロファージを介した炎症を
惹起し，この炎症は， TLR4 や MyD88 依
存性であるとの報告が見られた．以上の
ことを踏まえ，脳（膠芽腫）においても，
Wnt シグナルは，腫瘍内免疫担当細胞の

構成を制御している可能性が推測された．
さらに，リンパ球表面にある PD-1 
(programmed cell death protein 1)は活
性化リンパ球を抑制する（負のシグナル）
受容体であり，その関連抗体薬がメラノ
ーマの治療に利用されつつあるが，PD-1 
のリガンドである PDL-1 は，膠芽腫細胞
でも発現していることから，膠芽腫の免
疫抑制にも強く関与していると推測した． 
 
２．研究の目的 
Wnt5a，PD-1 や PDL-1 に関連した治療薬
や，がんワクチン療法が，グリオーマに対し
て利用される可能性があると考えられ，Wnt
の脳内，腫瘍内発現や PD-1, PDL-1 発現と治
療効果の関係を明らかにする事を目的とし
た． 
 
３．研究の方法 
（1）膠芽腫における Wnt 系シグナルと，
免疫活性化のシグナルの関与を明らかにす
るため，Wnt5a, MIB-1 LI と腫瘍免疫に関
与する PD-L1(programmed cell death 1 
ligand-1)の発現を免疫組織学的に検討し
た．【対象と方法】2 回以上の手術を行った
膠芽腫 39 例(男/女=19/20，平均年齢 53.9
歳)の，初回，二回目の手術標本について，
MIB-1 LI を求めた．また，Wnt5a ，PD-L1
の染色結果から腫瘍細胞の染色性を 3 段階
に分け，MIB-1 LI，Wnt5a ，PD-L1 発現
と初回手術，二回目手術からの生存期間の
関係を調べた． 
 
（2）グリオーマに特異的な局所の細胞間の
コミュニケーションの存在が疑われる．そ
こ で ， NCBI(National Center for 
Biotechnology Information) 上 の Gene 
Expression Omnibus (GEO) Database に
登録されているグリオーマサンプルの
DNAアレイデータを用いた検討を行った． 
Wnt-5a のシグナル値に注目して 3 階層に
分割し，Wnt-5a 高発現（上位）と低発現
（下位）のサンプルを比較し，Wnt-5a 発
現と相関の高い遺伝子の抽出を行った． 
 
（3）グリオーマ細胞株 U251 を Wnt5a で
刺激し，mRNA の発現変化をマイクロアレ
イで確認した 
 
（4）Wnt-5a で白血球系培養細胞を刺激す
るとサイトカイン産生が亢進せることが報
告されている．そこでグリオーマが放出す
る Wnt-5a がマクロファージに作用し，
PD-1，PD-L1 など免疫チェックポイント
と関係するのではないかと予想し，マウス
マクロファージ系培養細胞Raw264細胞と
ヒト単球系培養細胞THP-1をWnt-5a蛋白
で刺激し，IL-1，IL-6，ICAM-1,TNFα，
PD-1，MCP-1 などの遺伝子発現の変化を
リアルタイム PCR で解析した． 



 
（5）（2）～（4）の結果が思わしくなかった
ため，グリオーマ細胞が分泌する物質によ
るマクロファージへの作用をシステマティ
ックに解析することとし，グリオーマ由来
細胞株 U251 の培養上清（conditioned 
Medium, CM）でマクロファージ細胞株を
刺激して各種サイトカインの遺伝子発現の
変化をリアルタイム PCR で解析した.さら
に，あらかじめ U251 細胞と THP-1 細胞
を同一容器で共培養して作成した培養上清
を用いて，THP-1 を刺激し解析した． 
 
（6）①U251 培養上清や②THP-1 細胞上
清，③U251 細胞と THP-1 細胞を同一容器
で共培養して作成した培養上清内のサイト
カイン類を QplexELISA システムを用い
て測定した． 
 
（7）IL-1 アンタゴニスト存在下で作製した
U251 細胞培養上清で THP-1 細胞を刺激し，サ
イトカイン類の遺伝子発現の変化をリアル
タイム PCR で解析した．同様に IL-23 中和抗
体存在下に U251 細胞培養上清で THP-1 細胞
を刺激し解析した． 
 
（8）（1）で PD-L1 の免疫組織学的な発現
（一次抗体：Rabbit Monoclonal Antibody 
[Clone ID: OR-5E3]）と膠芽腫患者の生
存期間に関し調べているが，この当時の
判定は，検者目視による 3 段階評価であ
った．PD-L1 発現と膠芽腫の生存期間の
関係は重要であるため，再検討を行った． 
 
４．研究成果 
（1）MIB-1LI 平均値は初回 27.9％，二回
目 12.0％で差があった(p=0.0018)が，初回
と二回目の LI に相関はなかった．PD-L1
は全標本で発現を認め，二回目標本の染色
性は増加 11 例，不変 14 例，減少 14 例で，
初回と二回目に相関は認めなかった．
Wnt5aとPD-L1の発現の相関は弱かった． 
 PD-L1 発現程度による群分けでは初回標
本は初回手術からのカプランマイヤー生存
曲線の分離が悪かった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
二回目標本は二回目手術からの生存曲線を

分離していたが不完全であった． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）Wnt-5a と高相関の遺伝子候補として
Wnt-11，Wnt-5b，IL-6，IL-15，IL-23a，
IL-32，TNFSF7，XCL-1，XCL-2，CXCL-1，
CCL-5，CCL-20，CCL-26，MMP-1，MMP-2，
MMP-12，CSF-2，FGF-5，FGF-19，IGF-2，
VEGFC，PD-1 などが抽出された． 
 
（3）PTGES（Prostaglandin E Synthase）, 
PSTPIP2, SH3TC2, CECR5-AS1 などの
遺伝子発現上昇が認められた． 
 

 
（4）免疫チェックポイント関連遺伝子発現
の著明な変化は認められなかった． 

 
この結果を踏まえ，Wnt-5a と免疫の直接的関
連についての検討は断念した． 
 
（5）CM で刺激すると IL-1，IL-6，IL-8，
ICAM-1，TNFα，MCP-1 の遺伝子発現の
変化がそれぞれ，35 倍，5 倍，25 倍，45
倍，40 倍，20 倍と著明に亢進していた．

遺伝子名 対照群 Wnt5a処理群 発現比
PTGES 17 325.96 19.174
PSTPIP2 17 124.09 7.299
SH3TC2 18.73 99.47 5.311
CECR5-AS1 22.49 106.96 4.756
XLOC_012978 17.49 82.46 4.715
LOC100507161 17 79.94 4.702
LIG3 54.96 254.25 4.626
EGR1 524.21 2359.67 4.501
XLOC_013809 17.49 78.46 4.486
ATG16L2 188 770.91 4.101

グリオーマ U251 細胞を Wnt-5a 刺激した 
際 に 遺 伝 子 発 現 が 大 き い 遺 伝 子 



さらに，あらかじめ U251 細胞と THP-1
細胞を同一容器で共培養して作成した培養
上清を用いて，THP-1 を刺激すると上記の
遺伝子発現やマトリクスメタロプロテアー
ゼ類(特に MMP-9)の亢進がさらに増強さ
れることが明らかとなった． 
 

（6）③群（共培養）では他の群と比較して，
IL-1 が 10 倍多量，IL-6 が 4 倍，TNFαが
10 倍分泌され，また，①②群では全く検出
されなかった IL-23 が③では多量に分泌さ
れていることが明らかとなった．（5），（6）
より，サイトカインカスケードの亢進には
共培養時に分泌更新する IL-1や IL-23が関
与する可能性が高いと考え，（７）を実施し
た． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
（7）IL-1 アンタゴニスト存在下で作製した
U251細胞培養上清でTHP-1細胞を刺激した場
合，IL-8，IL-23，TNFα，MCP-1，MMP-9 の発
現に変化は認められなかった．さらに，IL-23
中和抗体存在下にU251細胞培養上清でTHP-1
細胞を刺激した場合，IL-8，IL-1，TNFα，
MCP-1，MMP-9 の発現に変化は認められなかっ
た．よって，IL-1 や IL-23 が，腫瘍細胞とマ
クロファージの間の情報伝達に関与してい
ると考えられる． 
（8）一次抗体の質をウェスタンブロット

で確認し，複数の抗体から非特異的反応
の少ない一次抗体（Rabbit Monoclonal 
Antibody [ab205921]）を選別し，免疫染
色を再度実施した．染色性評価も，color 
deconvolution 法を用い，恣意性を排除
して，コンピュータによる定量化を行っ
た結果，初回手術，2 回目手術の標本の
染色性共，カプランマイヤー法で生存期
間との間に明確な関係を示さなかった．
また，比例ハザードモデルを用いても，
PD-L1 発現は，有意な生存期間影響因子
ではなかった．この結果より，PD-L1 の
免疫組織学的な発現の状態と膠芽腫患者
の生存期間に関して，腫瘍組織中のPD-L1
発現が高ければ，腫瘍細胞が免疫機構か
ら逃れ，結果，患者の生存期間が短くな
るとの仮説が，膠芽腫患者においては成
立していない可能性も示唆された． 
 
まとめ 
臨床データの分析によると，膠芽腫における
Wnt5a と PD-L1 の発現の相関は弱く，PD-L1
の発現程度による膠芽腫患者の生存期間の
差は明瞭ではなかった． 
NCBI の Gene Expression Omnibus Database
の解析では，Wnt-5a と高相関の遺伝子候補と
して PD-1 があったが，in vitro では Wnt5a
刺激による腫瘍細胞の mRNA レベルでの免疫
抑制に関する遺伝子発現の変化は捉えられ
なかった．そこで，マクロファージを介した
関与を見たが免疫チェックポイント関連遺
伝子発現の著明な変化は認められなかった． 
このため，悪性グリオーマにおける Wnt-5a
と免疫機構の直接的関連の探索は断念し，腫
瘍とマクロファージの相互作用に関する研
究へと方向を変えた． 
グリオーマ細胞が産生するサイトカインの
マクロファージへの作用に次いで，グリオー
マ細胞とマクロファージが共存することに
より，さらに強い相互作用が生じており，実
際の腫瘍環境での MMP-9 発現の亢進，IL-1 や
IL-23 の発現に対する相乗効果が予測された． 
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