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研究成果の概要（和文）：ヒトグリオーマ幹細胞（GSC）の生存・増殖・未分化性維持に関わるニッチ解明を目指し、G
SC樹立、細胞特性および分子遺伝学的特性解析を実施した。56検体の腫瘍組織から長期培養可能腫瘍細胞凝集塊（LC-T
S）を11株樹立成功した。腫瘍組織型（grade4、再発・2次性腫瘍）、遺伝学的特性（野生型IDH1/2、TP53、TERTプロモ
ーター変異、MGMTプロモーター低メチル化、抗原X陽性）とLC-TS樹立効率との関連性を明らかにし、in vivo腫瘍形成
能が異なるLC-TSが存在し、複数の遺伝子発現差異が関与することを明らかにした。これらはGSCの特性解明に通じる成
果であると結論づけられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we isolated 11 long culture-tumorspheres (LC-TS) from 56 glioma 
tissues and examined their cellular and genetic properties to examine niche involved with survival, 
proliferation, and maintenance of undifferentiated state of glioma stem cells (GSC). It was shown that 
histological (WHO grade4, recurrent, and secondary tumors), and genetic (wild IDH1/2 and TP53, telomerase 
reverse transcriptase promoter mutation, O-6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) promoter hyper 
methylation, and antigen X-positive) features of tumors were concerned with efficiency of LC-TS 
establishment. It was also revealed that each LC-TS had different in vivo tumorigenicity, and suggested 
that it might be caused by difference of some gene expression. It is concluded that these findings will 
contribute to well understanding of GSC biology.

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
グリオーマ幹細胞（GSC）は、神経幹細胞
（NSC）と類似の特性を有する細胞と考えら
れ、今後の悪性グリオーマ治療戦略開発の新
しい標的細胞であり、GSC の生存・増殖・未
分化能維持に関わる分子メカニズムおよび
微小環境（ニッチ）解明の重要性が叫ばれて
いた。応募者はこれまでの研究から、NSC と
種々の前駆細胞・分化細胞が混在するヘテロ
な細胞集団から形成されるヒト neurosphere
構造は、ヒト NSC の in vitro における生存・
増殖・未分化能維持に好都合なニッチを提供
する3次元的構造体であることを見出してい
る。一方、グリオーマ細胞の tumorsphere 作
製効率は明らかに低く、GSC の生存・増殖・
未分化能維持に対する tumorsphere 構造の
生物学的意義は不明であり、これら従来の研
究成果を更に発展させて、本研究計画を計画
した。 
 
２．研究の目的 
（１）悪性グリオーマ細胞が in vitro で形
成する tumorsphere の特性解析 
 Neurosphere 法を用いて悪性グリオーマ組
織から樹立した tumorsphere の構造および
tumorsphere を構成する細胞集団の特徴を、
ヒトneurosphereと比較しながら詳細に解析
し、その特徴を明らかにする。 
 
（２）tumorsphere 構造の生物学的意義の検
討と in vitro における GSC の生存・増殖・
未分化能維持に関わるニッチの解明 
Tumorsphere の大きさ・内部環境と GSC の
生存・増殖・未分化能維持との関連性を検討
し、tumorsphere 構造の生物学的意義と in 
vitro における GSC の生存・増殖・未分化能
維持に関わるニッチを考察し、さらに GSC の
新規マーカーの探索を行う。 
 
（３）悪性グリオーマ組織における GSC の生
存・増殖・未分化能維持に関わるニッチの探索 
GSC の生存・増殖・未分化能維持との関連
性が示唆された in vitro における GSC のニ
ッチがグリオーマ臨床組織標本中に存在す
るかを検討し、in vivo における GSC のニッ
チの解明を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）GSC の樹立 
各種グリオーマ患者由来腫瘍組織から、増
殖因子（EGF,FGF2,LIF）を含む無血清培地を
使用した neurosphere 法を用いて GSCの樹立
を実施した。 
 
（２）GSC の細胞特性解析 
初 代 tumorsphere と 長 期 継 代 後
tumorsphere のそれぞれから RNA を作成し、
マイクロアレイ（Affymetrix 社製 Genechip）
を用いた網羅的解析を実施し、標的遺伝子に
関しては定量的 RT-PCR 解析を用いて検証を

行った。1%FBS を用いた分化誘導アッセイを
行い、各 tumorsphere の細胞分化能の評価を
実施した。樹立細胞の in vitro 細胞特性解
析として、tumorsphere と正常神経前駆細胞
（iPS 細胞由来）との共培養を行い、正常神
経系細胞に及ぼす影響を検証した。腫瘍形成
能評価として、免疫不全マウス（NOG マウス）
の脳内に定位的に移植を行い、形成腫瘍の組
織学的特性を解析した。 
 
（３）GSC の分子遺伝学的特性解析 
分子遺伝学的特性解析として、遺伝子変異
（IDH1/2、TP53、TERT プロモーター、ヒスト
ン H3 バリアント）、MGMT 遺伝子プロモーター
メチル化率、および抗原 X陽性率の評価を実
施した。 
 
４．研究成果 
１．長期培養可能な腫瘍細胞凝集塊（LC-TS）
の樹立効率 
 合計 56 検体のグリオーマ腫瘍組織（WHO 
grade 4：48 例、grade 3：4 例、grade 2：4
例）から tumorsphere 樹立を実施した結果、
初代 tumorsphere 形成数は 41 検体から作成
可能であった（樹立成功率：73.2%）。41 株中、
30 株は数継代以内に維持培養が困難となっ
た 腫 瘍 細 胞 凝 集 塊 （ short 
culture-tumorsphere:SC-TS）であり、長期
培 養 可 能 な 腫 瘍 細 胞 凝 集 塊 （ long 
culture-tumorsphere:LC-TS）は 11 株樹立さ
れた（樹立成功率：19.6%）。腫瘍組織型と
SC-TS および LC-TC 樹立との関連性の検討で
は、SC-TS および LC-TC の樹立成功率はそれ
ぞれ、WHO grade 4 腫瘍（75%、22.9%)、grade 
3 腫瘍（100％、0％）、grade 2 腫瘍（25%、
0%）であり、SC-TS は grade 4 および 3 の腫
瘍からは高率に樹立可能であるが、LC-TC は
全例 grade 4 腫瘍からの樹立に限定され、
grade 4 腫瘍でも初発例より再発腫瘍および
2 次性腫瘍でより樹立成功率が高い傾向が明
らかにされた。これら成果から、LC-TS 樹立
と腫瘍組織型との関連性が示唆された。 
 
２．LC-TS における遺伝子発現特性と in vivo
腫瘍形成能との関連性 
LC-TS の 2 株（GDC40 および GDC90）に関し
て、その詳細な特性解析を実施した。遺伝子
発現解析の結果では、GDC40 細胞と比較して、
GDC90 細胞では神経幹細胞で高発現する
NESTIN、PAX6 に加え、放射状グリア細胞で発
現が見られる GFAP および BLBP が高発現する
ことが明らかに成った。iPS 細胞由来神経前
駆細胞との in vitro 共培養系を用いた解析
では、GDC90 細胞は神経前駆細胞の神経分化
を強力に支援する特性を有し、逆に GDC40 細
胞にはそのような特性は見られないことが
明らかに成った。一方、NOG マウスの脳内移
殖実験では、GDC40 細胞は浸潤性の著明な大
きな腫瘍塊を形成する特性を有したが、
GDC90 細胞からは大きな腫瘍塊形成は見られ



ず、in vivo での腫瘍塊形成能力が非常に小
さいことが明らかに成った。以上の成果から、
同様の手法を用いて樹立した 2株の LC-TS に
おいて、in vivo での腫瘍形成能が大きく異
なる細胞が存在することが明らかになり、そ
の特性差に幾つかの遺伝子発現の差異が関
与すること可能性が示され、これら分子が
LC-TS の in vivo 腫瘍形成能に関与する可能
性が示唆された。 
 
３．LC-TC 樹立成功率と分子遺伝学的特性と
の関連性 
LC-TC 樹立成功率と分子遺伝学的特性との
関連性の検討では、野生型 IDH1/2、野生型
TP53、TERT プロモーター変異、MGMT 遺伝子
プロモーター低メチル化状態、の特性を有す
る腫瘍からLC-TCが樹立される割合が高い傾
向が明らかになった。また、抗原 X陽性腫瘍
からはLC-TCが樹立される割合が高い傾向が
明らかにされた。以上の結果から、これら同
定された分子遺伝学的特性がLC-TS樹立に関
与する分子マーカーになり得る可能性が示
唆され、グリオーマ幹細胞の生存・増殖・未
分化性維持に関わる in vitro ニッチの解明
につながる分子であると結論づけられた。 
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