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研究成果の概要： 

 最近、悪性脳腫瘍においても腫瘍幹細胞の存在を裏付ける証拠が報告され、新たな治療ター

ゲットとして注目されている。腫瘍幹細胞は腫瘍中にわずかに含まれる自己複製能、多分化能

を有した細胞群で、腫瘍の増大、放射線治療や化学療法後の再発に大きな役割を演じていると

考えられている。そこで、今回、ヒト悪性グリオーマ手術摘出組織の初代培養ならびにヒト悪

性グリオーマ細胞株 U251 細胞を用いて、腫瘍幹細胞の分離・同定を試みた。それぞれの細胞を

無血清増殖因子添加培地にて培養することにより、腫瘍幹細胞の性質を有する細胞群の分離が

行えた。本グリオーマ幹細胞は、CD133 陽性細胞であり、自己複製能、神経細胞への分化能を

示した。また、ヌードマウス皮下での腫瘍形成能おいて、親細胞では 106 個の細胞移植で約半

数に腫瘍形成がみられたのに対し、グリオーマ幹細胞では 104 個の細胞移植により全例で腫瘍

形成がみられた。本グリオーマ幹細胞は in vitro において強い運動能および浸潤能を示し、ラ

ット脳スライスモデルにおいても高い浸潤能を示した。そのメカニズムとして、グリオーマ幹

細胞においては matrix metalloproteinase13 が高発現しており、この酵素の阻害剤により、

ラット脳スライスモデルにおける浸潤能の抑制が見られたことより、腫瘍浸潤の一因を担って

いることが示唆された。また、これらのグリオーマ幹細胞は、親細胞と比較して、OCT3 の高発

現がみられ、腫瘍幹細胞化に重要な役割を担っていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍の発生及び治療抵抗性の原因に腫瘍内

に存在し得る癌幹細胞の関与が提唱され、悪

性グリオーマにおいても腫瘍幹細胞の存在

が報告されている。これら腫瘍幹細胞は自己

複製能および多分化能を有しており、初期治

療寛解後の腫瘍再発の責任細胞になってい

ることが考えられる。悪性グリオーマ、特に

膠芽腫は極めて治療抵抗性の悪性腫瘍で、そ

の原因解明ならびに新しい治療法の確立が

急務となっている疾患である。悪性グリオー

マ細胞の中に腫瘍幹細胞が実際に存在し、そ

れが本腫瘍の難治性に関与しているか否か、

また、腫瘍幹細胞がどのような特性を有して

いるかを明らかにすることは、治療法の開発

に繋がる重要な研究と考えられる。 

 

２．研究の目的 

悪性グリオーマにおいてもニッチと考えら

れる腫瘍周囲に腫瘍幹細胞が浸潤細胞とし

て存在している可能性がある。そこで、本研

究では、ヒト膠芽腫の手術摘出材料ならびに

ヒト悪性グリオーマ細胞株を用いて腫瘍幹

細胞を同定・分離し、その特性を明らかにす

ることを目的とする。また、分化能、自己複

製能、腫瘍形成能を調べるとともに、特に、

腫瘍の運動能、浸潤能との関係を検討する。 

 

 

３．研究の方法 

(1)ヒト悪性グリオーマ（膠芽腫）の手術摘

出標本の初代培養ならびにヒト悪性グリオ

ーマ細胞株（U251）より、SP 法あるいは

neurosphere 法を用いて、腫瘍幹細胞の分

離・同定を行った。細胞培養は、表皮成長因

子、血小板由来成長因子-AA、塩基性線維芽

細胞成長因子を含む無血清培地を用いた。 

 

(2)得られた sphere 細胞（腫瘍幹細胞と想定

される）の遺伝子発現を検討した（CD133, 

Sox2,Oct3,cMyc）。自己増殖能については

Alamar blue 法にて、神経細胞への分化は

cAMP 上昇剤を用いて行った。 

 

(3)ヌードマウス皮下での腫瘍形成能を調べ

るため、103〜106 の細胞を下腹部皮下に移植

し、腫瘍形成に至る日数、腫瘍のサイズを計

測した。 

 

(4)sphere 細胞の運動能、浸潤能 (in vitro)

腫瘍細胞の運動能は Boyden Chamber 法を、

浸潤能はマトリゲルを用いた chemoinvasion 

assay 法を用いて行った。 

 

(5)特に脳内浸潤能の評価法として、ラット

脳スライスモデルを用いて検討した。生後 2 

日目のラット脳を摘出し全脳のスライス切

片を作成し、培養後 7日目のスライスを腫瘍

細胞と共培養した。GFP で標識した腫瘍の浸

潤過程は、共焦点レーザースキャン顕微鏡に

て解析した。 

 

(6)浸潤に関与する因子として、各種の MMP、

integrin の発現を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)ヒト悪性グリオーマの初代培養ならびに

グリオーマ細胞株 U251 細胞において、自己

複製能、多分化能を有する幹細胞様の sphere 

細胞を分離し得た。 

 

(2)これらのグリオーマ幹細胞は、CD133 を

発現するとともに、親細胞に比べ Oct3 の高

発現がみられた。 

 

(3) U251 細胞株由来の sphere 細胞は 1 万個

の細胞数でヌードマウス皮下で腫瘍を形成

した。一方、親細胞では、106個の細胞数の移

植でも腫瘍形成は半数にしかみられなかっ

た。 

 

(4)上記グリオーマ幹細胞は、親細胞と比較

して、in vitro assay 系にて、有意に高い運

動能、浸潤能を示した。 



 

(5) ラット脳スライスモデルでは、グリオー

マ幹細胞は親細胞に比べ、脳スライス内への

強い浸潤が見られ、定量的解析においても有

意に浸潤能の亢進が確認できた。 

 

(6)グリオーマ幹細胞は、ほぼ全てのインテ

グリンの発現亢進を示した。また、MMPs の中

で、特異的に MMP13 の強い発現を認めた。 

 

(7) MMP13 の阻害剤を用いた、ラット脳スラ

イスモデルでの浸潤実験では、グリオーマ幹

細胞の浸潤は本阻害剤により有意に抑制さ

れた。 
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