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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、転移性脳腫瘍におけるグリア細胞の関与を検討するためのアッセイ
として、グリア細胞同士の相互作用を保ったまま1ヶ月以上の長期間に渡り安定的に培養することが可能なMGS法
（Mixed- glial culture on soft substrate）を開発した。この培養法を用いて、転移性脳腫瘍におけるグリア
細胞に重要な因子を薬剤スクリーニングにより網羅的に探索した結果、脳転移微小環境におけるがん細胞の運命
を制御するアストロサイトの膜タンパク質Xを同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the involvement of glial cells in brain metastasis, 
I successfully developed a simple and stable culture method MGS (Mixed- glial culture on soft 
substrate) for prolonged observation of astrocytes and microglia. By using this culture method, I 
performed drug screening to identify key molecules for brain metastasis-associated glial cells. As a
 result, I successfully identified a membrane protein X which is important for the cancer promotive 
phenotype of astrocytes.

研究分野： 腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの転移性脳腫瘍研究では適切なin vitroモデルが存在しておらず、マウスを用いたin vivo研究により
転移性脳腫瘍の分子メカニズムの解明が行われてきた。そこで、本研究課題で開発したMGS法により、in vitro
において脳転移微小環境を模倣することが可能となり、薬剤スクリーニングなどのハイスループットスクリーニ
ングを行うことが可能になった。これにより、極めて予後不良である転移性脳腫瘍の根治療法へとつなげること
ができると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がんに対する集学的治療は一定の効果を示しているが、手術により根治が難しい症例や遠隔
転移のある症例では、経過中に出現する治療耐性が大きな問題となっている。この一因としてが
んの不均一性が指摘されており、ゲノム不安定性から絶えず多様性を生み出すがん細胞のみを
標的とすることへの限界が指摘されている。これを克服するアプローチとして腫瘍微小環境を
標的とした治療戦略が提案されており、線維芽細胞やマクロファージ、血管内皮細胞を標的とし
た治療法の開発が進んでいる(Kienast et al., Nat Med 2010)。一方、脳組織の微小環境は他臓器
とは大きく異なっており、がん脳転移における微小環境を標的とした治療戦略の研究開発は大
きく遅れている。申請者の所属する研究室での先行研究において、ヒトおよびマウスの肺がん、
乳がん細胞株の心腔内接種によるがん脳転移マウスモデルを樹立し、脳転移形成機構の詳細な
解析を行った。その結果、脳転移形成の超初期において、活性化アストロサイトによる脳転移が
ん細胞のエピジェネティックリプログラミングが、がん細胞のその後の運命を決定することが
明らかになった。この結果より、がん脳転移の形成にはがん細胞の周囲に存在するアストロサイ
トが重要な役割を担っていることが明らかになった。しかし、現在までにがん脳転移関連アスト
ロサイトの制御メカニズムは明らかになっておらず、アストロサイトを標的としたがん脳転移
治療法の確立には至っていない。この主な原因として、がん脳転移関連アストロサイトを解析、
評価するモデル系が確立されてこなかったことが挙げられる。また、近年、活性化アストロサイ
トの多様性が指摘されている。実際に、予備実験において、脳転移がん細胞に対してすべてのア
ストロサイトが同様の表現型を示さなかったことから、申請者は、がん脳転移関連アストロサイ
トの機能は、アストロサイトとがん細胞の相互作用だけではなく、多様性を持つアストロサイト
同士の相互作用によって制御されているのではないかと考えた。そこで本研究では研究課題の
核心をなす学術的な「問い」として、「脳転移がん細胞の周囲のがん脳転移関連アストロサイト
の機能はどのようなメカニズムで制御されているのか？」を設定し、脳転移がんの出現により生
じた多様なアストロサイト同士の相互作用を解析するモデル系の構築を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
従来のアストロサイトの研究では、脳転移がん細胞が隣接するアストロサイトにどのような

影響を与えるのかについて着目されており、脳転移がん細胞に隣接するアストロサイトとその
周囲のアストロサイトなど、アストロサイト同士の相互作用に着目した研究は行われてこなか
った。そこで、本研究ではがん細胞の出現により多様性を獲得したアストロサイト同士の相互作
用に着目して in vitroモデルを構築する。本研究により、がん細胞とその周囲の間質細胞の相互
作用だけではなく、がん細胞の出現により多様性を獲得した間質細胞同士の相互作用が初期転
移ニッチの形成に重要であるという新たな概念を提示するとともに、アストロサイトが作り出
す初期脳転移ニッチの形成メカニズムを明らかにすることで、微小環境を標的としたがん脳転
移を根治する革新的な治療戦略の基盤を創出する事ができると考えている。 
 
 
３．研究の方法 
 転移性脳腫瘍における脳微小環境の解析を行うために、in vitro脳転移モデルの構築を試みた。
具体的な手法としては、新生仔マウス（Day1〜3）から脳を抽出し、Neural Tissue Dissociation Kits 
(Miltenyi Biotec)を用いて脳の構成細胞をバラバラに単離した後、脳内の硬さを再現した Type-I コ
ラーゲンゲルの上で培養を行った。このように培養したグリア細胞の性質や遺伝子発現を従来
の培養法と比較して解析した。さらに、この培養法（MGS 法）にがん細胞を組み込むことによ
り in vitro脳転移モデルを構築した。 
このようにして構築した in vitro脳転移モデルを用いて、脳転移がん細胞と周囲のグリア細胞
の相互作用を解析した。さらに、がん-グリア間相互作用がどのような分子メカニズムにより制
御されているのかを明らかにするべく、金沢大学が所有する薬剤ライブラリーを用いて薬剤ス
クリーニングを行った。 
 
 
４．研究成果 
 従来のアストロサイト培養法では、培養を続けることによりアストロサイトの性質が徐々に
失われてしまって行くことが問題点であった。そこで、アストロサイトを含むグリア細胞の新た
な培養法を構築すべく、新生仔マウス（Day1〜3）から脳を抽出し、Neural Tissue Dissociation Kits 
(Miltenyi Biotec)を用いて脳の構成細胞をバラバラに単離した後、脳内の硬さを再現した Type-I コ
ラーゲンゲルの上で培養を行った。その結果、従来の培養法で失われてしまっていたアストロサ
イトの性質や可塑性を１ヶ月以上の長期間に渡り保つことに成功した。このMGS法（Mixed-glial 



 

 

culture on soft substrate）では、アストロサイトとミクログリア間の相互作用と基質の柔らかさが
グリア細胞の性質を保つことに重要である
ことも明らかにした。この MGS 法にがん
細胞を組み込み、三次元培養をすることで
in vitro脳転移モデルを構築した。はじめに、
脳転移指向性肺がん細胞株である PC9-
BrM4を用いて in vitro脳転移モデルの評価
を行った。PC9-BrM4 細胞は脳転移研究に
用いられる細胞であり、PC9 の親株をマウ
スに心腔内接種し、脳に転移した細胞を回
収するという操作を繰り返すことにより、
親株と比較してより脳に転移しやすくなる
性質を持っている（Bos et al., Nature, 2009）。
in vitro 脳転移モデルにおいては、親株の
PC9 細部と比較して、転移指向性細胞株で
ある PC9-BrM4 細胞の細胞数が増加してい
た。この結果は、in vivoのマウス脳内にお
けるがん細胞の挙動と一致しており、in 
vitro脳転移モデルは脳転移微小環境を模倣
していることが明らかになった【図 1】。 
 脳転移微小環境にお
いて、がん細胞の運命が
mixed gliaによりどのよ
うに制御されているの
か検討するためにタイ
ムラプスイメージング
を行った。その結果、グ
リア細胞の一種である
ミクログリアが PC9 を
積極的に殺し、排除して
いる様子が観察された
【図 2】。また、金沢大学
薬剤ライブラリーを用
いた薬剤スクリーニングにより、がん細胞を排除する際にミクログリア内で活性化される
Kinase-Xを同定した。 
 本研究課題では、転移性脳腫瘍における in vitroモデルを新たに構築したことにより、転移性

脳腫瘍に関わる重要な因子を薬剤スクリーニングなどのハイスループットスクリーニングで網

羅的に探索することが可能になった。これまでの脳転移研究では、マウスの脳内にがん細胞を接

種し、がん細胞や脳微小環境の phenotypeを免疫染色法やルシフェラーゼを用いた解析により評

価を行ってきた。この方法では、１つの薬剤に対してマウス１匹を使用することになり、倫理的、

費用的、手間的にも現実的ではなかった。これらの理由より、申請者が開発した in vitro脳転移
モデルは脳転移研究において in vivo実験に取って代わる可能性が高く、非常に意義深い研究で

ある。将来的には MGS 法を用いて、転移性脳腫瘍だけではなく精神疾患、神経変性疾患など、

脳に関わるあらゆる疾患のモデルを構築することが可能になると考えている。 
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