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研究成果の概要：悪性グリオーマの浸潤病態を解明するために、浸潤性グリオーマ動物モデル
を作成し、病理学的解析、分子生物学的解析を行った。動物脳内で浸潤性が異なるふたつの兄
弟細胞株をラット脳内に移植し、病理学的な特徴を、ヒトグリオーマサンプルと比較検討した
ところ、グリオーマの浸潤様式には少なくともふたつのパターンが存在し、用いた動物モデル
はそれぞれのパターンを個別に模倣していることが判明した。さらに、このような浸潤能を規
定する遺伝子を同定するために、DNA マイクロアレイ法を用いて、ふたつの兄弟細胞株の遺伝
子を網羅的に解析し、これらを比較することによって、浸潤規定遺伝子の候補をいくつか抽出
することに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

悪性グリオーマは、診断技術・治療方法の
進歩にもかかわらず、依然として予後不良の
疾患である。その原因のひとつは、腫瘍細胞
の浸潤能にある。すなわち、悪性グリオーマ
は、代償や再生ができない神経組織の中に腫
瘍細胞が浸潤性に発育するために、根治的切
除が不可能であり、また腫瘍選択性の高い治
療法がない。悪性グリオーマの非常に高い浸
潤能は他の臓器癌とは大きく異なる特徴で
あり、浸潤の病態を十分に解明することなく、
これを打破できる新規治療法の開発はあり
得ないと考える。 

しかしながら、従来の浸潤に関する研究に
おいて、様々な遺伝子あるいはタンパクの関
与が示唆されているにもかかわらず、実際に
動物モデルを用いてそれらが浸潤性に関与
していることを証明した研究はほとんどな
く、現在のところ本質的な遺伝子あるいはタ

ンパクは未だ捕らえていない可能性が高い
と思われる。 
一方で、現在実験室で用いられているほと

んどすべての動物脳腫瘍モデルは、境界が明
瞭な腫瘍塊を形成し、腫瘍のごく近傍にわず
かに島状の浸潤とおぼしき病変を伴うのみ
である。これは、ヒトの悪性グリオーマに比
べると極めて浸潤能の低いもので、実際の浸
潤病態を反映しているとは言いがたい。また、
我々の先行研究では、培養細胞でのアッセイ
が生体内での浸潤能の本質を反映している
とは限らないことを証明しており、浸潤能を
研究するためには、動物で真に浸潤性を示す
モデルが必要である。 
我々は、培養イヌ悪性グリオーマ株 J3T を

動物生体内でパッセージすることにより、病
理組織学的に浸潤能が大きく異なるふたつ
のサブクローン J3T-1 と J3T-2 を樹立してい
る。これらのサブクローンは、phenotype(浸
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潤性)は異なるが、ひとつの親株から採取さ
れた兄弟細胞株であり、genotype が極めて近
似しており、分子生物学的解析にも適してい
る。 
 
２．研究の目的 
我々は、ラット脳内に移植すると大きく異

なる浸潤性を示す、イヌグリオーマのサブク
ローン 2株(J3T-1 と J3T-2)を樹立している。
グリオーマ細胞の浸潤形態には、おそらくい
くつかのパターンがあると考えられている
が、我々の樹立した動物モデルが、ヒトグリ
オーマの浸潤パターンを反映しているかど
うかについて、ヒト標本の病理学的検討も行
い、比較検討を行う。 

そののちに、このふたつの兄弟細胞株を用
いて、DNA マイクロアレイ法による遺伝子解
析を行い、悪性グリオーマの浸潤能を規定す
る遺伝子を探索する。 

我々の研究の最終的な目的は、浸潤の病態
解明と、浸潤能を規定する遺伝子の特定であ
り、それによって、悪性グリオーマの予後を
大きく改善する新規治療法開発につなげる
ことである。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト悪性グリオーマサンプルの病理学的
解析 
5 例のヒト悪性グリオーマサンプルは、岡

山大学で診断と治療目的に周囲の皮質も含
めて外科的手術で摘出された初発症例が対
象で、これらの摘出組織は WHO 分類に基づい
て GBM と診断された。また、手術前に化学療
法、放射線療法が行われた症例はなかった。 
外科的摘出したヒト GBM 組織は、グリオー

マ細胞と血管との関係を評価するために
map2e 抗体と von willebrand factor (vwf)
抗体を使用して2重染色を行った。Map2eは、
map2 の splice variants のひとつで exon13
を含み、CNS neuroectodermal neoplasms で
発現を認めグリオーマ細胞の描出に適して
いると報告されている。摘出組織はホルマリ
ン固定後にパラフィン包埋を行い、脱パラ後
に内因性ペルオキシダーゼを不活化し、蒸留
水でオートクレーブ 121 度 15 分行い、1次抗
体に map2e を 5%skim milk 入りの PBS で希釈
し(1:20)室温で 60 分反応させ、
envision+(anti-mouse)を 60分反応させたの
ち DAB 発色を行い、十分に PBS 洗浄しその後、
2染色目の vwf 抗体（1:300）を 4℃で over 
night 反応させ二次抗体に、
envision+(anti-rabit)を 60分反応させたの
ち DAB-Ni で発色し透徹、封入を行い、顕微
鏡で観察した。 
(2)培養細胞 
今回我々が使用した細胞株は、J3T dog 

glioma cell line (Berens et al, 1993)を
免疫不全マウスの皮下で継代することによ
り得られた 2つのサブクローン J3T-1 と
J3T-2 である。これらは、J3T cells(5×106)
をヌードマウス(NCr/Sed, nu/nu, 20g)に皮
下移植し 6-8 week 後に発生した異なる皮下
腫瘍をそれぞれ清潔操作で培養し樹立した。
これらの細胞株は、100 units/ml の
penicillin が添加された 10%FBS 入りの DMEM
を培地として培養した。 
また、個々の腫瘍細胞を組織中で明瞭に観

察するために、これらの細胞株 J3T-1 および
J3T-2 にプラスミド(pAcGFP)で GFP 遺伝子を

導入し、G418 でセレクションし、GFP を定常
的に発現する細胞株である J3T-1G, J3T-2G
を作成した。 
(3)動物脳腫瘍モデル 
浸潤性のグリオーマ細胞株 J3T-1,J3T-2と

GFP 遺伝子を導入した J3T-1G, J3T-2G を生後
9週の athymic ラット(F344 nu/nu)へ 2×
105cell /μl の濃度で 5μlを右大脳基底核
へ移植した。移植法は、bregma より後方 1mm
で右側方へ 4mm の部位に頭蓋骨へ 18G 針で
burr hole を作成しハミルトンシリンジで脳
表より 5mm 深部へ 1mm/min の速度で挿入し、
細胞懸濁液を 1μl/min で注入し 5分待ち、
1mm/min の速度でハミルトンシリンジを抜去
し、burr hole は bone wax で頭蓋形成し皮膚
はナイロン糸で縫合した。作成した動物モデ
ルは 5週で還流固定しサクリファイスし評価
検討した。 
(4)MRI 撮影 
作成した浸潤性動物モデルは、ネンブター

ル(30mg/kg)で鎮静し 1.5T MRI(Signa 
Advantage version 5.4, General Electronic, 
Milwaukee, Wis)を使用して T1WI,T2WI 撮影
を行い、その後ガドリニウム(1.0 mL/kg)を
尾静脈より静注し、T1WI 撮影を行い腫瘍の造
影効果を検討した。 
(5)動物脳腫瘍の病理学的検討 
作成した浸潤性動物モデルは、5週目にサ

クリファイスし、4%PFA で潅流固定後に、パ
ラフィン包埋し、4μmの厚さで切片を作成し
HE 染色を行い組織学的評価を行った。また、
免疫染色は、それぞれの動物モデルを 5週目
にサクリファイスし 4%PFA で還流固定後に、
シュクロースで十分に置換し、凍結切片を 18
μm の厚さで作成し、血管染色を RECA-1 抗体
(1:20)で行い、2次抗体に CY3 結合抗体を使
用し蛍光顕微鏡で観察を行った。また、J3T-2
では腫瘍中心部から周囲正常脳へかけて、蛍
光顕微鏡でデジタル写真を 200倍率で撮影し
画像を image J soft ware で解析し、微小血
管密度測定を行った。 
(6)マイクロアレイ法による浸潤規定遺伝子
の候補抽出 
イヌグリオーマ細胞 J3T-1 と J3T-2 から、

カラム精製により total RNA を抽出した。こ
れらの検体のマイクロアレイ解析を行った
(受託解析)。解析結果より、J3T-1 あるいは
J3T-2 において、他方より著しく発現が上昇
している遺伝子を選定した。 
 
４．研究成果 
(1)浸潤性悪性グリオーマ動物モデルの確立 
我々の作成した浸潤性悪性グリオーマ動

物モデルの組織学的評価では、athymic ラッ
トに脳移植した際 J3T-1 では、腫瘍塊を形成
し、その中心部では、necrosis や
psudopalisading の像が観察され、辺縁部で
は小さな satellite tumors を多数形成して
おり、それらの satellite tumors の中心部
には拡張した新生血管が存在することが
RECA-1 抗体を使用した免疫染色で確認され
た。また、J3T-1 細胞株に GFP 遺伝子を導入
した J3T-1G 移植モデルでも拡張した新生血
管の周囲に腫瘍塊を形成する腫瘍細胞の存
在が明瞭に確認された。また、この J3T-1 移
植モデルでは、単細胞での周囲正常脳への浸
潤はほとんど認めなかった。一方、J3T-2 の
athymic ラットへの脳移植モデルを観察する
と、対照的に明らかな腫瘍塊は形成せずに腫



 

 

瘍中心部から周囲正常脳へかけて放射状に
細胞密度勾配を形成しており、びまん性に周
囲正常脳へ単細胞で腫瘍細胞が浸潤してお
り、前者で認めていたような拡張した新生血
管は認めなかった。また、GFP 遺伝子を導入
した J3T-2G 移植モデルでは、腫瘍中心から
遠隔まで単細胞で浸潤しているのが明瞭に
観察された。また、腫瘍細胞は単細胞で放射
状に皮質へ移動している傾向や corpus 
callosum などの神経繊維に沿った方向で移
動していることも確認できた。更にこの
J3T-2 移植動物モデルで、微小血管密度と細
胞密度を腫瘍中心部から周囲正常脳へかけ
て分割し測定すると血管密度の上昇は認め
ず、新生血管の増生は細胞密度が増加してい
るにもかかわらず確認されなかった。 

 

【図】ラット脳腫瘍モデルにおける、腫瘍近
傍の血管新生。J3T-1 の腫瘍塊辺縁部におい
て、腫瘍血管の径が拡大しており、活発な血
管新生が発生していると考えられた。 

 
また、それぞれの動物モデルを MRI で評価

を行うと、J3T-1 移植モデルの腫瘍部位は
T1WI 低信号、T2WI 高信号で、ガドリニウム
で造影 T1WI は、腫瘍部位と一致して造影効
果を認めた。一方、J3T-2 移植モデルの腫瘍
部位では T1WI では淡く低信号、T2WI 高信号
であった。しかし、J3T-1 移植モデルとは異
なり造影効果は認めなかった。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図】ラット脳腫瘍モデルの MRI 所見。J3T-1
は境界明瞭で均一に造影される腫瘍を認め、
J3T-2 では造影されない、びまん性の T2 高信
号を認めた。 

(2)ヒトサンプルにおける浸潤パターンの病
理学的解析と動物モデルとの比較 
我々は、glioblastoma の周囲正常脳へのグ

リオーマ細胞の浸潤形態について、特に血管
と腫瘍細胞の浸潤形態を観察するために
map2e 抗体と vwf 抗体の二重染色を行い検討
した。腫瘍辺縁部では、拡張した新生血管を
多数認め特にその血管周囲には map2e陽性の
腫瘍細胞が存在し、集団を形成していた。一
方、血管とは無関係にしかし方向性を持って
個々の腫瘍細胞が放射状に浸潤しているの
が観察された。また、更に腫瘍中心部より遠
位にいくと正常脳組織内に,map2e 陽性の細
胞が単細胞で存在しているのがはっきりと
確認された。このような部位には、拡張した
新生血管はほとんど認められず、辺縁部で認
められたような血管周囲の map2e陽性の腫瘍
細胞集団は観察されなかった。 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
【表】ヒト悪性グリオーマにおける MAP2e 免
疫染色の結果。5症例の標本を用いて染色を
行った結果、個々の症例、部位により染色の
程度に差が見られたが、いずれの症例におい
ても、単独で正常細胞に浸潤する細胞は強い
染色性を認めた。 
 
以上のように、ヒト glioblastoma の周囲

正常脳への腫瘍細胞の浸潤パターンには 2パ
ターンの浸潤形態が観察された。このような、
ふたつの異なる浸潤パターンは、我々が作成
した、ふたつの浸潤性ラット脳腫瘍モデルで
個別にみられた浸潤性に類似していた。従っ
て、我々の作成した、浸潤性グリオーマモデ
ルは、ヒトで実際にみられる浸潤性のうち、
ふたつのタイプを、個別に模倣したモデルで
あると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図】ヒト glioblastoma と動物グリオーマ
モデルの病理所見の比較 
血管周囲浸潤型は J3T-1 で、びまん性単細胞
浸潤型は J3T-2 で、非常に類似した所見を呈
していた。 
 



 

 

(3)マイクロアレイ法による浸潤規定遺伝子
の候補抽出  
浸潤能規定遺伝子の候補として、J3T-1 か

らは 10 個、J3T-2 からは 11 個の遺伝子を選
出した。これらの遺伝子の中には、細胞外器
質(ECM)、細胞骨格、膜タンパク接着因子、
などが含まれていた。一覧は表の如くである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

【表】マイクロアレイで抽出された浸潤遺伝
子一覧。これらの遺伝子がそれぞれの細胞に
おける浸潤性を規定する因子の候補と考え
られた。 
 
(4)考察 

今回我々は、まず臨床サンプルについて腫
瘍細胞を MAP2e抗体で免疫染色することによ
り、腫瘍細胞が周囲正常脳へ浸潤していく様
子を観察し、特に血管と腫瘍細胞の関係につ
いて検討した。その結果、GBM サンプルの腫
瘍辺縁部では、拡張した新生血管が多数観察
されその周囲に MAP2e陽性のグリオーマ細胞
が集塊を形成しているのが観察された。その
ような、腫瘍細胞集団が存在する一方、血管
とは無関係に周囲正常脳へ個々の MAP2e陽性
の腫瘍細胞が浸潤している様子も観察され
た。また、腫瘍中心部からより遠隔部の腫瘍
細胞が浸潤している周囲正常脳では、辺縁部
とは異なり拡張した新生血管はほとんど認
めず、血管とは無関係に個々の腫瘍細胞が浸
潤している様子が観察された。そこで我々は、
この結果より悪性グリオーマの腫瘍細胞が
周囲脳へ浸潤する形態には、 
１）Angiogenesis-dependent invasion と２）
angiogenesis-independent invasion の２つ
のパターンがあるのではないかと考えた。前
者は、拡張する新生血管の周囲に存在する腫
瘍細胞群で、後者は、血管とは無関係に個々
の単細胞で腫瘍辺縁部から周囲正常脳まで
浸潤していた細胞群である。 

これまで実験に用いられてきた悪性グリ
オーマ動物モデル細胞株は、腫瘍と周囲正常
脳との境界が明瞭なものがほとんどで実際
の悪性グリオーマの浸潤形態とは明らかに
異なっており、実際の悪性グリオーマの浸潤
形態を反映しているとは言い難く、実際の悪
性グリオーマに即した浸潤性の動物モデル
が必要とされている。我々は、イヌアストロ
サイトーマ細胞株J3Tをathymic マウスの皮
下で継代することにより得られたサブクロ
ーン J3T-1、J3T-2 を使用し athymic ラット
へ脳移植し脳腫瘍モデルを作成したところ
再現性を持って周囲正常脳へ高い浸潤性を
もった脳腫瘍が作成された。J3T-1 移植モデ
ルは、腫瘍塊を形成するが、拡張した新生血
管とその周囲に腫瘍細胞の細胞集団を形成
して周囲正常脳へ浸潤しており、臨床サンプ

ルで検討した angiogenesis-dependent 
invasion に類似していた。一方、J3T-2 移植
モデルでは、明らかな腫瘍塊は形成せずにび
まん性に腫瘍中心部から周囲正常脳へ放射
状に細胞密度勾配を形成しており、腫瘍中心
部からかなり遠隔にも単細胞で浸潤してい
る腫瘍細胞が確認された。また、血管密度を
測定した結果、細胞密度が上昇している腫瘍
中心部でも血管密度の上昇を認めなかった。
この J3T-2 の浸潤パターンは、
angiogenesis-independent invasion に類似
していた。このように、同じ遺伝的背景をも
つ二つのサブクローン J3T-1、J3T-2 は、悪
性グリオーマの混在する前出の二つの浸潤
パターンを個別に表現している動物モデル
ではないかと考えられた。悪性グリオーマを
根治するためには、このような二つの浸潤パ
ターンを呈する細胞群の両方を標的にする
必要があり、どちらか一方のみに対する治療
法では根治に至らず致命的となるものと考
えられた。従って、この二つの浸潤性グリオ
ーマ細胞株を用いた動物モデルは、悪性グリ
オーマの新規治療の治療モデルとして非常
に有用であると考えられる。 
このように、我々は実際の悪性グリオーマ

に混在する二つの浸潤パターンを個別に表
現する浸潤性悪性グリオーマ動物モデルを
確立したが、これらの浸潤性グリオーマモデ
ルは遺伝的背景が同一であるため、浸潤性を
規定する遺伝子、タンパクの同定に有用であ
ると考えられる。そこで今回はマイクロアレ
イ法により遺伝子の網羅的解析を行い、浸潤
能を規定する遺伝子の同定を試みた。その結
果、限定的ではあるが、候補遺伝子がいくつ
か抽出された。今後はこれらの遺伝子の機能
を、動物モデルを用いて探索ことにより、浸
潤機構の解明から、ひいては新規の治療ター
ゲットの開発につながるものと期待される。 
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