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研究成果の概要（和文）：難治性の悪性脳腫瘍から樹立したグリオーマ幹細胞(GSC)を用いて, 独自の融合フォ
スフォ/グライコ-プロテオミクス法にて, 新規の治療標的の検索を行った。GSCの分子シグナル解析では, 特に
リン酸化とo-GlcNAcylation(OG)の修飾連動が顕著であった。代謝標識試薬GlcNAzを用いたClick法によってGSC
維持と分化に連動する4336修飾分子群を同定し, OGと近傍リン酸化部位を有する23分子抽出に成功した. これら
は主に, クロマチンリモデリングや転写調節に関わる核因子群であり, リン酸化とOG修飾変換がGSCの分化シグ
ナルスイッチに関わり治療標的となることを初めて示唆した。

研究成果の概要（英文）：Glioma stem cells (GSCs) are considered responsible for the glioma 
malignancy. To understand the molecular mechanism, we established GSCs having potential to form 
glioblastoma, and subjected to transcriptome/proteome analyses coupled with phospho-glyco 
proteomics. The results showed that GSCs had the higher level of O-GlcNAcylation (OG) pathways. 
Suppressions of OG synthesis resulted in global decreases of OG proteins (OGPs), with the 
downregulation of GSC proliferations. To identify GSC-associated-OGPs, GSCs were metabolically 
labeled with GlcNAz and analyzed by LC-MS/MS searching with Ser/Thr phospho-/O-GlcNac-modified 
peptides. Among 4336 identified-proteins, we focused 23 OGPs possessing the 
phospho-transition/conversion sites. They involve in DNA-binding, the chromatin remodeling, 
transcriptions, and neural cell differentiations. The transition/conversion of O-GlcNAcylation to 
phosphorylation in nuclear factors may be an important mechanism for GSC differentiation to glioma 
cells.

研究分野：腫瘍生化学

キーワード： cancer stem cells　glioma　proteomics
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１．研究開始当初の背景 
悪性 glioma は化学療法が最も困難な高致
死率の疾患である．現在のところ, 予後予
測診断マーカーも存在せず, 患者の化学療
法感受性や治療効果を見極める効果的な診
断法や治療標的の開発は重要な課題とされ
ている. 近年, glioma 組織細胞由来のがん
幹細胞(GSC)樹立が行われ (Singh S, at el. 
Nature 2004; Pollard at el. Cell Stem Cell 
2009), 悪性グリオーマ再発にがん幹細胞
が関与していることが示唆されている. し
かし, 現在GSCのマーカー分子はもとより, 
GSC の生化学的特徴や機能を説明する分
子情報, さらにはがん幹細胞から非幹細胞
性腫瘍細胞への分化誘導のスイッチングに
関わる特定の遺伝子情報は非常に乏しい.  
 我 々 は , ヒ ト glioma 患 者 組 織 
(glioblastoma: 10 検 体 , anaplastic 
oligoastrocytoma: 1 検体) より, 9 クローン
のGSCを単離することに成功し, このうち
5クローンは 6-16週内にマウス同所性移植
にて, Ki67陽性の悪性グリオーマを形成す
ることを明らかにしている. これらを用い
てがん幹細胞から非幹細胞性腫瘍細胞への
分化モデルを構築し, 独自に開発した超高
感度融合プロテオミクス解析技術 (iTRAQ 
/2D-DIGE法/DNAマイクロアレイ法の融合
解析システム), 統合データ解析システム; 
iPEACH, MANGO (Mol. Cell. Proteomics 2008, 
Mol. Cell. Proteomics 2013) を用いて解析した
結果, プロテオミクスでは約 8,500 個の同
定蛋白質から定量的に有意な 4,191分子を, 
また DNA microarray では定量的に有意な
20,763 分子を同定した. 全てのデータを統
合マイニングし, 分化誘導によって変動す
る 1,458 分子を用いて分子ネットワーク解
析による活性化シグナルの抽出を行ったと
ころ興味深い分子ネットワーク群が検出さ
れた．分化誘導で上昇したシグナルネット
ワークの中には細胞外マトリクス（ECM）
とそのレセプター(Integrin Family)相互シグ
ナル, およびこれらを介した MAPK-PI3K
活性化シグナルが含まれており, 細胞生物
学的および同所性移植モデルを用いた検証
実験の結果, GSC は分化誘導刺激により細
胞自らが分化するための特異的な微小環境 
(分化ニッチ) を形成し, これを介して細胞
内分化と増殖シグナルを誘導していること, 
このシグナルを阻害することによって , 
GSC の抗癌剤抵抗性が感受性に転ずるこ
とが判明した(PLoS ONE 2013)．興味深いこ
とに, 表面に存在する ECM および接着因
子, プロテオグリカン群,これらに関連す
る糖転移酵素群の変動と, 細胞内シグナル
に 関 わ る 分 子 群 の リ ン 酸 化 , 及 び
o-GlcNAcylation とその責任酵素群の発現
変動が分化誘導前後で顕著に連動しており,
これらが GSC の幹細胞性維持と分化制御
に大きく関与していることが示唆された．
特に o-型糖鎖修飾および Ser/Thr リン酸化

の相互転移は, 蛋白質の構造変化に伴う局
在と機能制御,各種疾患発現に大きく関わ
ることが最近注目されており (Annu. Rev. 
Biochem. 2011), 腫瘍マーカーや治療ターゲ
ットとして期待されるが, 網羅的な解析は
なされておらず, GSC の研究分野において
も未だ報告がない . これらの背景から , 
GSC 細胞内外のリン酸化および糖修飾等
の, 詳細な翻訳後修飾の関わる分子シグナ
ル解析を行うことによって, GSC を起点と
したグリオーマ再発のメカニズムの一端が
明らかとなる可能性があり, 新規グリオー
マ治療薬開発に大きく貢献できることが期
待された. 
  
２．研究の目的 
本研究では, GSC のグリーマへの分化誘導
により多くのリン酸化修飾, 糖鎖修飾関連
分子・酵素群が発現変動して幹細胞維持と
分化に関わっていることに注目し, GSC の
分化に関与する分子群の新規解析法として, 
これまで我々が開発した融合プロテオミク
ス解析技術に, 複数のリン酸化および糖鎖
修飾解析技術を融合 (融合フォスフォ/グ
ライコ-プロテオミクス) し, 関わる責任遺
伝子から修飾蛋白質を紐づけた網羅的解析
方法論の確立を行い, この技術開発を介し
て GSC の新規治療薬標的となりうる GSC
特異的細胞内分子ネットワークを検索する
ことを計画した. 高感度融合グライコプロ
テオミクス法にリン酸化解析法を融合させ
るユニークな方法論はGSCのみならず, 広
くがん幹細胞(CSC)の研究に応用可能と考
えられ, CSC の幹細胞性維持と分化に関わ
る機能糖タンパク質を網羅的に同定し, 最
も中心的な機能構造体とその責任遺伝子の
抽出, およびこれらの機能解析を介して, 
悪性グリオーマ等の難治性がんの新規治療
薬・診断マーカー立案への基礎情報を得る
ことを目標にした. 
 
３．研究の方法 
悪性 glioma 患者組織及び培養グリオーマ
細胞よりマウス同所性移植によって
glioblastoma を発生させる glioma 幹細胞
(GSC)を新たに樹立した,  独自の融合プロ
テオミクス法を用いて 20,752 分子の同定
と, GSC の維持と分化に連動して経時的に
変動する約 1500 分子のネットワークプロ
ファイルから, GSC の維持と分化に関与す
る分子ネットワークの特徴として, 分化に
伴って変動する分子群の多くにリン酸化と
糖鎖の修飾連動が起こっていることに注目
し,これらの関連修飾分子とその責任酵素
群および関わるネットワークの探索を新規
融合フォスフォ/グライコ-プロテオミクス
法の確立を介して行った .すなわち , 
gliomablastoma 患者組織サンプルからの
GSC の単離とがん幹細胞評価法による特
性解析, GSC 分化誘導モデルの確立と最適



化, および, GSC/GSC 分化誘導腫瘍細胞を
用いて, 2D-DIGE 法, iTRAQ法およびDNA
アレイ法による融合プロテオミクスを用い
た GSC の維持/分化に関わる分子の網羅的
同定に加え, さらに, リン酸化-糖鎖修飾分
子解析システム(リン酸化特異的分子検出
法／レクチンマイクロアレイ法／レクチン
フィニティー法／GlcNAz 代謝レベル - 
Click-IT O-GlcNAc Enzymatic Labeling Syst
法／責任遺伝子 qRCRアレイ法／融合型質
量分析)を用いた融合フォスフォ／グライ
コ-プロテオミクス法の確立と, 関わる分
子群の網羅的同定・発現・機能プロファイ
リング, データ統合による特異的シグナル
ネットワークの抽出, 新規同定分子, 特に
リン酸化分子, 糖鎖関連分子, これらの責
任酵素遺伝子群についての紐づけネットワ
ーク解析法を開発して, o-型糖鎖修飾およ
び Ser/Thr リン酸化の相互転移の絞り込み
を行った. 更に同定重要分子群の siRAN, 
各種阻害剤等を用いた細胞生物学的/生化
学的検討による検証を行った. 
 
４．研究成果 
悪性グリオーマ患者組織から既存の 9種類
に加え新たな３クローンのグリオーマ幹細
胞 (GSC) を樹立し解析を進めた. 我々独
自開発の融合プロテオミクス法を用いて
GICの分化制御に関わる細胞外マトリック
ス(ECM)と主にインテグリン aV を代表と
する ECM レセプター群からなる「分化ニ
ッチ」の存在を検証し，GICの分化誘導機
構に分化ニッチ形成が重要であること, ま
た, これを阻害することによって, TMZ な
どの抗癌剤の感受性が増加し, 動物移植モ
デルでの顕著な延命効果が確認され、これ
らが治療ターゲットとなりうることを確認
した.  
興味深いことに, これまでの融合プロテオ
ミクスの結果から, 糖鎖修飾タンパク質群, 
これらの糖鎖を合成する糖転移酵素群が分
化誘導前後で顕著に発現変動することがわ
かった. 糖鎖は環境に応じて微細かつダイ
ナミックにその構造を変化させ, タンパク
質の安定性や溶解性だけでなく, タンパク
質の機能制御に関わって疾患につながるこ
とから, GSC の分化においても, 糖鎖構造
変化が重要であることが示唆される.しか
し, 糖鎖の複雑さゆえに網羅的な糖鎖構造
解析は困難を極めており, CSC の研究分野
においても未だ報告例がない.  
そこで, 分化に伴い変化する糖鎖構造およ
び糖鎖修飾原因遺伝子を融合グライコプロ
テオミクス (レクチンアレイ法 :45 種類の
固相化レクチン), 包括的糖鎖遺伝子定量
PCRアレイ法 (糖鎖遺伝子 192個搭載)) を
用いて解析した. その結果、分化誘導によ

り O-結合型糖鎖に関わるレクチン: Jacalin, 
ACA, ABA 陽性  (Sialyl-Galβ1-3GalNac- 
O-(Ser/Thr),  Galβ1-3GalNac 構造体) およ
び sWGA(GalNac-O-(Ser/Thr))との反応性が
減少すること, また, O-結合型糖鎖合成/転
移酵素群, 特にコンドロイチン硫酸プロテ
オグリカンを含むグライコサミノグリカ
ン: GAG 合成酵素遺伝子群 (5/15 種) およ
び OGT(o-GlcNac transferase), GFPT1 
(glutamine-fructose-6-phosphate transaminase)
が顕著に発現減少することが判明した.  
これらのデータからまず膜修飾コンドロイ
チン硫酸ペピチドグリカン(CSPG)および
その合成酵素群に注目し GAG 分解酵素処
理および CS 合成酵素 siRNA により, GIC
の細胞接着は亢進し, GFAP (分化マーカー) 
の発現が有意に増加することから, GAG糖
鎖減少がGSCの分化を誘導すること, すわ
なち GAG糖鎖が GICの維持に関わる可能
性を見出した.  
更に, o-型糖鎖修飾および Ser/Thrリン酸化
の相互転移に注目し, GlcNAz 代謝レベル- 
Click-IT O-GlcNAc Enzymatic Labeling 
System法および, sWGAアフィニテティー
クロマトグラフィーの最適化を介して, 質
量分析より同定した 全 4336分子より, 5ク
ローンの GIC に共通して O-GlcNAcylation
を強く発現している 26 分子に注目した. 
DAVID による分子クラスター解析および
GO 解析から, これらは主に, DNA 結合活
性, クロマチンリモデリング, 転写因子お
よびその制御, 神経系細胞分化等に関わる
分子群であることが判明した. 更にこれら
の同定分子の O-GlcNAcylation 修飾部位に
は, Ser/Thr がクラスターしており, 常にそ
の 近 傍 に リ ン 酸 化 修 飾 が 起 こ り , 
O-GlcNAcylation とリン酸化が GSC の分化
に連動して相互転換を行っていることが判
明した. クロマチンリモデリングに関わる
コンプレックス因子を用いた検証実験から, 
神経系の幹細胞分化に関わる因子群が
O-GlcNAcylation とリン酸化の修飾変化に
よってそのコンプレックス因子群の構成を
変化させ, GSC の分化を制御している可能
性を示唆した. 
これらの結果から, 一連の糖鎖修飾タンパ
ク質の構造変化が GSC の微小環境および
核内動態を変化させ, GSC の維持・分化を
制御することが示唆された. がん細胞の特
異的タンパク質は, 糖鎖修飾構造の変化お
よび, 同時に各種のリン酸化が大きく変動
することによって, 様々な機能変化を引き
起こして病態に関わることは明らかであり, 
修飾構造の変化およびコアタンパク質の質
的変化を同時に解析することが重要である. 
GSC の分化に伴って大きく変動するコア
タンパク質のみならず、機能糖鎖/リン酸化
修飾タンパク質を網羅的に探索・同定し, 
これらの糖鎖構造とタンパク質機能の詳細



を明らかにする事によって, 新規の標的分
子が明らかとなることがわかった.  
現在, 我々独自の高感度定量的プロテオミ
ク ス 法  (iTRAQ/TMT 法 , SILAC 法 , 
DDA/DIA 法, MRM/SWATH 法)に加え、レ
クチンアレイによって差異を示したターゲ
ット糖タンパク質のレクチンアフィニティ
ークロマトグラフィー , 同時進行として
IMAC/HAMMOC 法によるリン酸化ペプチ
ド分離同定をすすめており, これらから最
も GSC 維持および分化スイッチングに関
わるタンパク質の修飾構造とタンパク質構
造の同定および動態変化の解析を行ってい
る. これら一連の因子群を介して制御され
る細胞内シグナルが GSC の新規治療薬タ
ーゲットになると考えられる. 得られた全
てのデータは新規の独自開発データベース
(jPOST: http://jpost.org/)に格納し, 基礎情報
源として, 新規治療ターゲットへの臨床応
用できる可能性が高い.  
本研究により GSC の分子機能が詳細に解
明され, 悪性腫瘍再発のメカニズムの一端
が明らかとなることによって, 将来的には
脳腫瘍のみならず、がん幹細胞をターゲッ
トとする新規治療薬開発に大きく貢献でき
ることが期待される. 
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