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研究成果の概要（和文）：膠芽腫細胞株及び膠芽腫幹細胞株においてEphB4シグナルは遊走能、浸潤能を有意に
抑制した。細胞表現型の変化とAktリン酸化に相関関係を認めた。EphB4は腫瘍内部でのみ確認され浸潤膠芽腫細
胞では確認できなかった。これより腫瘍細胞密度の高い腫瘍内部ではephrin-B2によるEphB4シグナルがAktの脱
リン酸化を介してグリオーマ細胞の遊走能、浸潤能を抑制することが示唆された。一方、腫瘍と正常脳の境界で
はEphB4による細胞停留シグナルが解除されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：EphB4 was highly expressed in glioma cell lines and glioma stem cell lines. 
EphB4 phosphorylation by ephrin-B2 suppressed migration and invasion and downregulation of EphB4 
using small interfering RNA negated the suppression of migration and invasion induced by ephrin-B2. 
Stimulation of glioma cells with ephrin-B2 reduced the phosphorylated Akt levels dose dependently, 
which was abrogated by siRNA for EphB4. EphB4-positive cells existed only at the tumor core, whereas
 Ephrin-B2-positive cells existed both at invasive area and the tumor core. Ligand dependent EphB4 
signaling plays a role as “stay there” signaling. Extinction of its signaling promotes the release
 of tumor cell on its location.

研究分野：脳腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EphB4シグナルが腫瘍中心部で腫瘍細胞の浸潤能を抑制することを明らかにした。腫瘍浸潤部ではこのシグナル
から解放され、腫瘍細胞が周囲へと浸潤することを促進している可能性がある。この機構を利用し、EphB4を標
的とした膠芽腫治法開発へとつながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膠芽腫は原発性脳腫瘍の中で最も悪性である。摘出術、放射線、化学療法を駆使しても生存
期間は 18 か月と短く、新たな治療法の確立は重要な課題である。膠芽腫細胞の特性はその高
い遊走性、浸潤性、増殖性にある。それら細胞特性が変化する要因として細胞間接触、細胞運
動性、微小環境作用などがあげられる。 
細胞間接触によりシグナル伝達を惹起する Eph受容体は細胞増殖、分化、アポトーシス、血
管新生など様々な機能を制御する。種々の悪性腫瘍で高発現し、腫瘍増大、転移、血管新生な
どに関与している。Eph受容体のうち、特に EphB4受容体は様々な悪性腫瘍で高発現してお
り、治療標的として注目されつつある。しかしながら EphB4受容体の機能解明は途上であり、
膠芽腫での報告はほとんどない。 
 
２．研究の目的 
膠芽腫における EphB4 の作用機序、作用部位を解明するとともに抗腫瘍効果を引き起こす
シグナルを見出し、動物実験を行うことによって膠芽腫に対する新たな分子標的療法の可能性
を探る。 

 
３．研究の方法 
(1)膠芽腫細胞株(T98, U87, A138, A172, SNB19)における EphB4 発現とリン酸化を western 
blotting と免疫沈降法で確認する。 
(2)EphB4 シグナルによる細胞特性変化変化を解析する。遊走能は scratch migration assay と
transwell migration assay で評価する。浸潤能は transwell invasion assay、増殖能は
AlamarBlue を用いた proliferation assay にて評価する。siRNA による EphB4 の knockdown に
伴う形質の変化も評価する。 
(3)細胞特性変化に関連するシグナル経路を探索する。 
(4)膠芽腫幹細胞株2種類(KGS01, 06)を用いてEphB4シグナルによる細胞特性変化評価を行う。 
(5)当施設で樹立した膠芽腫幹細胞株をマウスに植え込んだのち 60日後に摘出した標本膠芽腫
摘出検体およびヒト摘出検体を免疫染色し EphB4、ephrin-B2 の腫瘍組織内局在を評価する。 
 
４．研究成果 
(1)U87 及び SNB19 にて EphB4 が高発現していた。またリガンドである ephrin-B2/Fc chimera
にて EphB4 がリン酸化することが確認された。 
(2)EphB4 リン酸化シグナルにより、遊走能、浸潤能は抑制された。増殖能は変化しなかった。
EphB4 を knockdown すると遊走能、浸潤能の抑制はキャンセルされた。 
(3)ephrin-B2 濃度依存性にリン酸化 Akt 発現量が減少しているのが確認された。一方 EphB 
knockdown 細胞では ephrin-B2 によるリン酸化 Akt の変化は認めなかった。 

 



(4)膠芽腫幹細胞株においても ephrin-B2 による刺激は遊走能・浸潤能を抑制した。 

 
(5)マウス摘出検体およびヒト摘出検体ともに、腫瘍中心部では EphB4, ephrin-B2 共発現を認
める一方、腫瘍浸潤部では EphB4 の発現は認めなかった。 

 
 
上記より ephrin-B2 依存性 EphB4 シグナルは、遊走能・浸潤能を抑制する停留シグナルであ
り、浸潤領域での停留シグナルの解除が腫瘍細胞の周囲組織への浸潤を促進すると考えられた。 
 ephrin-B2によるEphB4リン酸化シグナルは癌腫によって作用が異なることが言われている。
膠芽腫細胞および膠芽腫幹細胞においてリガンドである ephrin-B2 にて遊走能、浸潤能が低下
することを示したのは本研究が初めてである。EphB4 シグナルを標的とした治療が膠芽腫に対
して有効である可能性が高く、今後動物実験などを通して臨床応用への足掛かりを構築してい
く予定である。 
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