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研究成果の概要（和文）：膠芽腫には、高い造腫瘍性を持つ幹細胞が存在し、腫瘍再発や治療抵抗性に寄与して
いる。これまでに様々ながんで転移や浸潤、悪性度に関連するCD146遺伝子が膠芽腫幹細胞において高発現する
ことを見出していた。本課題において、CD146の抑制が膠芽腫幹細胞の増殖、自己複製能を抑制すること、細胞
周期を負に制御することを明らかにした。また、マウス脳腫瘍モデルにおいてCD146を標的とした遺伝子治療
は、強い抗腫瘍効果を示した。トランスクリプトーム解析により、CD146の下流分子となる候補遺伝子を同定し
た。本課題の結果から、膠芽腫に対する治療法開発においてCD146が有望な標的分子であることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma contains tumor stem cells or tumor-initiating cells possessing 
high tumorigenicity and resistance to chemotherapy and radiotherapy. We previously observed that 
CD146 gene involved with metastasis, invasion and malignancy of various tumors was highly expressed 
in glioma stem cells (GSCs). In this study, we revealed a function of CD146 involving cell growth, 
self-renewal activity and cell cycle regulation in GSCs. Furthermore, our results demonstrated that 
CD146 silencing was capable of eradicating experimental glioma. Also, candidates for downstream 
genes of CD146 were identified by transcriptome analysis. This study suggests that CD146 is a 
potential therapeutic target for malignant gliomas.

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： 膠芽腫　がん幹細胞　遺伝子治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性の原発性脳腫瘍である膠芽腫において、細胞の間葉系の形質が予後や治療感受性に関与することが報告さ
れている。我々が膠芽腫幹細胞で高発現する遺伝子として同定したCD146は、元来、様々ながんの浸潤や転移に
おいて機能する遺伝子として知られ、間葉系幹細胞のマーカーとしても報告されている。本課題において、
CD146が分裂期にある膠芽腫幹細胞で高発現し、細胞の増殖を制御することを明らかにしたことで、幹細胞に対
する治療効果を測定するマーカー遺伝子や膠芽腫の治療標的分子として有用であることを示すことが出来た。将
来的には、膠芽腫における間葉系形質の抑制を介した治療法の開発が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初の背景 
原発性脳腫瘍の約 10％を占める膠芽腫患者の平均余命は一年から一年半であり、今後とも既存
の治療法を試みる限り、飛躍的な治療効果は期待できない。膠芽腫には、造腫瘍性や治療抵抗性、
浸潤性が高い幹細胞が存在するために腫瘍の除去を困難にしていることから、この幹細胞を標
的とした治療法の開発が待ち望まれている。 
 我々は、これまでに膠芽腫幹細胞が間葉系幹細胞マーカーCD146 を高発現することを見出して
いる。CD146 は、様々ながんで高発現し、腫瘍の転移、浸潤、悪性度と関連することが報告され
ている。しかしながら、膠芽腫における CD146 の機能や治療標的分子としての評価はなされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
本課題では、様々な腫瘍の間葉系形質に機能する CD146 の膠芽腫幹細胞における機能の解明と
その阻害による新規治療法開発への可能性を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）膠芽腫細胞株や膠芽腫組織由来の初代培養細胞を従来の血清を用いた培養に加え、スフェ
ロイド培養を行い、幹細胞を多く含む細胞を得た。膠芽腫を含む神経膠腫組織から RNA とタンパ
クを抽出した。RT-PCR 法及び qRT-PCR 法、ウエスタンブロット法により、CD146、幹細胞マーカ
ーCD133、SOX2 の発現量を定量した。フローサイトメトリーと組織化学免疫染色法を用いて腫瘍
細胞及び組織における CD146 と CD133 の陽性率を算出した。プラスミドベクターによる shRNA や
siRNA を用いて CD146 をノックダウンし細胞増殖への影響を WST-8 試験、細胞周期の変動をフロ
ーサイトメトリーにより測定した。 
（2）CD146 を標的とする遺伝子治療の効果の検討は、マウスグリオーマ細胞 RSV-M の脳内移植
により作製したマウスグリオーマモデルを用いた。RSV-M 細胞に遺伝子導入したルシフェラーゼ
遺伝子の発光を in vivo イメージングにより定量することで腫瘍の増減を観察した。CD146 に対
する siRNA は葉酸を結合したキトサンから構成される 100 nm 程度のナノパーティクルを用いて
腫瘍組織へデリバリーされた。 
 
４．研究成果 
（1）フローサイトメトリーを用いた CD146 遺伝子の発現量の解析により、CD146 と CD133 との
二重陽性細胞が多く観察された。(図 1)  
神経膠腫組織においては、CD133 と CD146 陽性率の正の
相関性が得られた。細胞周期の解析により、CD146 は分
裂期にある膠芽腫幹細胞で高発現することが観察され
た。幹細胞マーカーCD133 も過去の異なるがん細胞にお
ける報告で分裂期にある細胞で高発現することが示さ
れているが、CD146 は CD133 のケースよりもさらに高い
頻度で分裂期にある細胞で発現することが明らかにな
った。 
（2）従来の血清を含む培養液で培養した分化細胞を多
く含む膠芽腫細胞株においてshRNAを用いてCD146をノ
ックダウンした場合、細胞増殖に大きな変化は観
察されなかった。一方、膠芽腫細胞株や膠芽腫腫
瘍組織からスフェロイド培養した未分化細胞を
多く含む細胞では、 強制発現の効果
は得られなかったが、CD146 のノッ
クダウンにより顕著な細胞増殖の抑
制が観察された。（図 2） 
この時に、細胞周期を解析すると
G0/G1 期の細胞が増加し、G2/M 期の
細胞が減少していた。（図 3） 
この結果から、CD146 は膠芽腫幹細
胞の増殖に必要な遺伝子であることが考えられた。 
（3）正常脳組織 10 と神経膠腫組織 86 を含む組織
アレイを用いて、CD146 の発現と腫瘍の悪性度の相
関性を解析した。CD146 の発現は、神経膠腫のグレードⅢ以上で有意に高頻度で認められた。



CD146は悪性神経膠腫のマーカー遺伝子として
有用であると考えられた。 
（4）次に、マウスグリオーマモデルを用いて
生体内における CD146 のノックダウンによる
発現阻止の腫瘍の増殖に対する抑制効果につ
いて検討した。葉酸を結合したキトサンナノパ
ーティクルに CD146 に対する siRNA をクロス
リンクさせ、尾静脈を介した投与により脳内の
腫瘍組織へ siRNA をデリバリーした。対照とな
る生理的食塩水またはスクランブル配列を含
む siRNA をクロスリンクしたナノパーティク
ルを投与した群では治療開始後 3-5 週で腫瘍の顕
著な増大を観察した。一方、CD146 に対する siRNA
をデリバリーした群では腫瘍の増殖は抑制され、完全に消失した個体も観察された。この実験の
腫瘍組織の組織化学的解析では、CD146 の発現阻害により細胞増殖の指標である Ki-67 の陽性率
の低下や膠芽腫の診断に用いられる間葉系マーカーVimentin の発現低下が観察された。この結
果から CD146 は膠芽腫の新規治療法開発に有用な遺伝子である可能性が示唆された。 
（5）さらに、CD146 のリガンドとして報告されている分子に関して、膠芽腫幹細胞の増殖との
関連性を検討した。CD146 リガンドのガレクチン 1と 3の組替えタンパクの添加は膠芽腫幹細胞
の増殖に影響を与えなかった。しかしながら、OTX-008 によるガレクチン 1の阻害は膠芽腫幹細
胞の増殖を抑制した。ガレクチン 1 の組替えタンパクの添加により部分的に増殖を回復させた
ことから、この分子が膠芽腫の増殖に作用していることが考えられた。また、siRNA を用いて 14
の CD146 の候補リガンドをノックダウンし、膠芽腫幹細胞の増殖への影響を観察した。そのう
ち、FGF4 と NTN1 をノックダウンした場合、それぞれ用いた 6つの全て及び 5つの細胞で増殖抑
制を示した。 
（6）最後に CD146 の下流に存在する情報伝達経路について、マイクロアレイを用いて CD146 ノ
ックダウン細胞において発現変動する遺伝子を解析した。CD146 は G タンパク質共役受容体の経
路と相互作用することが考えられた。 
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