
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
 

平成 25 年 6 月 11 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

グリオーマ幹細胞（GSC）と正常神経幹細胞（NSC）における Sox11 と Plagl1 の発現と機能解析
を進め、以下の研究成果をあげた。（１）GSC における Sox11 の転写は、NeuroD/Neurogenin 依
存ではなく、別の転写制御を受ける（転写制御ゲノム配列（200bp）を決定）。（２）Plagl1 は、
NSC 維持や DNA 損傷修復に働いている。また、腫瘍形成に関わる遺伝子群の発現制御にも関与
している。（３）ヒトグリオーマ組織から腫瘍形成能を保持した GSC 株の至適調整法と培養法を
確立し、それらの遺伝子発現プロファイルを作成した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have examined about the expression of Sox11 and Plagl1 and their functions in glioma 
stem cells (GSC) and neural stem cells (NSC) and found the following results. (1) 
Expression of Sox11 in GSC is not regulated by either NeuroD or Neurogenin, both of which 
induce Sox11 expression in neural differentiation. We have identified the DNA domain 
(200bp) that regulates Sox11 expression in GSC. (2) Plagl1 is involved in both the 
maintenance of stemness in NSC and their DNA repair. (3) We have established efficient 
methods for human GSC preparation and their maintenance and examined their expression 
profiles. 
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１．研究開始当初の背景 

代表的な脳腫瘍であるグリオーマはその発

生臓器の重要性から治療方法は著しく制限

され、また生物学的にもその腫瘍を構成する

細胞の治療に対する抵抗性は高く、これまで

様々な治療法が開発・試行されてきたにも関

わらず、20 年以上予後の改善を見ていない。

近年、申請者及び様々な研究グループによっ
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て グ リ オ ー マ に グ リ オ ー マ 幹 細 胞

(Glioma-stem cells, GSC)の存在が明らかさ

れ、それがグリオーマの治療抵抗性の重要な

原因であることが証明された。つまり、GSC

を明確に同定し、それを精製且つ性状解析す

ることによって治療標的を同定することが、

本難治性疾患に対する唯一のアプローチで

あると考えられる。 

  現在までに様々な癌幹細胞濃縮法

（CD133 陽性細胞、side population 細胞等）

が報告されているが、その濃縮率は低く（１%

未満）、癌幹細胞の性状解析や新規癌治療方

法の創出には不十分である。この問題点を克

服するために、申請者らは p53 欠損神経幹細

胞(NSC)やオリゴデンドロサイト前駆細胞

(OPC)に発癌性 H-Ras を強制発現させ、腫瘍

形成能の極めて強い GSC 株を作製した(10 個

の細胞移植によりグリオーマを形成)。これ

ら人工マウス GSC株とヒトグリオーマ浮遊細

胞塊およびヒトグリオーマ組織を用いた網

羅的な遺伝子発現解析により、GSC が転写因

子 Sox11 陰性／転写制御因子 Plagl1 陽性で

あることを見いだした。更に、Sox11 と Plagl1

の機能を解析した結果、Sox11 は癌抑制因子

として働き、その機能の１つが癌遺伝子

Plagl1 の発現を抑制していることであるこ

とを発見した。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では申請者らが同定したグリオ

ーマ治療標的候補因子 Sox11 と Plagl1 の発

現制御機構と GSC維持機構について更に検討

を加えることを目的とした。加えて、様々な

ヒトグリオーマから腫瘍形成能を保持した

GSC 株の樹立を遂行し、今後の GSC 治療法解

析のための基盤整備を目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究課題について以下の３つの研究を遂

行し、Sox11 と Plagl1 の機能解析と各種ヒト

GSC 株の樹立を遂行した。 

（１）Sox11 転写調節領域の決定、Sox11 転

写制御因子の同定とその機能解析を試みる。 

（２）Plagl 分子の機能解析（NSC と GSC）、

GSCにおけるPlagl1の下流調節因子群の同定

とそれらの機能解析。 

（３）様々な悪性度のヒトグリオーマから腫

瘍形成能を保持した GSC株の樹立とそれらの

遺伝子発現プロファイルを作製し、今後の

GSC 研究の基盤を整備する。 

 

４．研究成果 

（１）Sox11に関わる解析結果 

正常NSCから神経細胞（ニューロン）への分化

にはNeuroDおよびNeurogenin1/2等の転写因

子の機能が必須である。これら転写因子は

Sox11の発現を誘導し、神経分化を誘導する。

これらの結果から、神経分化誘導転写因子の

強制発現がGICを神経細胞へ分化誘導し、腫瘍

形成を抑制するかについて検討した。予想に

反して、これら神経分化誘導因子はGICに

Sox11の発現および分化マーカーの発現を誘

導しなかった。GSCでは未解明のメカニズムに

より神経分化が抑制されているものと考えら

れる。 

   Sox11遺伝子の発現制御機構の解明を目

的として、ヒトSox11上流転写制御領域ゲノム

DNA（hSox11-pro、約5kbp）をクローニングす

ると共に、様々なhSox11-proの断片を作製し

、ホタルルシフェラーゼ遺伝子の上流に挿入

したSox11発現モニタリングベクター群を作

製した。これらベクター群をヒトおよびマウ

スGICと正常NSCに導入し、神経分化誘導過程

で働く転写調節領域（約200bp）を決定した。

この領域はヒト、マウス、ラット間で保存さ

れ、神経細胞分化に重要な配列であると考え

られる。 

 

（２）Plagl1に関わる解析結果 

正常NSCでの Plagl1の働きを検討するために

、抗Plagl1抗体を用いた胎生および成体マウ

ス脳の免疫染色を行った。その結果、Plagl1

は脳室下帯に存在するNestin陽性NSCに強く

発現することを発見した。この結果は、既に

報告されているin situ hybridizationのデー

タと一致している。また、胎生期14.5日胚か

ら調整した初代培養NSCの９０%以上がPlagl1

陽性であり、その発現が分化に伴い減少する

ことを確認した。更に、Plagl1の強制発現は

NSCの分化を抑制し、そのノックダウンがNSC

の増殖を抑制することも発見した。 

  マウスGSCにおけるPlagl1の機能解析を

すすめた結果、Plagl1がDNA修復に関与してい

ることを発見した。更に、人工マウスGSC株、

Plagl1の強制発現株、ノックダウン株を用い

た遺伝子発現解析の結果、1104遺伝子が

Plagl1により発現誘導され、1633遺伝子が抑

制されることが発見した（倍率変化が２以上

）。これら遺伝子群には、幹細胞性の維持、

浸潤能、細胞増殖や抗がん剤耐性に係る遺伝

子が複数含まれている。 

 

（３）新規ヒトGSC株の作製 

グリオーマサンプルの至適細胞分散方法と培

養方法を確立し、腫瘍形成能を保持した複数

のGSC株を樹立した。その中には、腫瘍形成能



を保持した世界初のAnaplastic 

oligodendroglioma(WHO grade III)とDiffuse 

astrocytoma(WHO grade II)株を含む。 

  これらヒト GSC 株を用いた遺伝子発現解

析を遂行し、GSC では Sox11 の発現が抑制、

Plagl1 の発現が亢進していることを確認し

た。また、ヒト GSC での Sox11 の強制発現が

Plagl1 の発現抑制と細胞増殖抑制に働く事

も再確認した。 
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