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研究成果の概要（和文）：本研究は、免疫関連分子であるOX40がグリオーマの治療の分子標的に成り得るか検証
した。グリオーマ由来のがん幹細胞において、OX40リガンドのタンパク質の発現を認めた。しかし、OX40は検出
されなかった。グリオーマの病巣において、がん細胞はOX40リガンドを発現していた。以上の成果は、OX40リガ
ンドがグリオーマの治療の標的に成り得る可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：This study examined whether the immune-related molecule OX40 could be a 
molecular target for glioma treatment. Expression of the OX40 ligand protein was observed in 
glioma-derived cancer stem cells. However, OX40 was not detected. In glioma lesions, cancer cells 
expressed OX40 ligand. These results suggest that OX40 ligand may be a potential therapeutic target 
for glioma.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： グリオーマ　がん幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫はあらゆる年齢に発生し、原発性脳腫瘍で最も多い腫瘍である。平均生存期間は約1年の難治性腫瘍のひ
とつである。近年、がん治療において免疫治療の有効性が証明されている。我々は、膠芽腫に対する免疫治療を
開発するため、がん幹細胞株を樹立した。本研究成果は、治療の分子標的を提唱した。

※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 
 膠芽腫はあらゆる年齢に発生し、原発性脳腫瘍で最も多い腫瘍である。外科的摘出・放射線治
療・化学療法などの集学的治療を行っても、腫瘍は再発し腫瘍死を免れない。平均生存期間は約
1年で、ここ数十年目立った予後の改善がない難治性腫瘍のひとつである。治療抵抗性の原因と
して、がん幹細胞の存在が提唱されている。がん幹細胞は少数でも残存してしまうことで、がん
根治が困難となっているという概念である。しかし、がん幹細胞が治療抵抗性を示す詳細な機序
は、完全には明らかにされていない。これらを解明していくことは、悪性腫瘍に対する根治的治
療概念の確立を目指す上で、大変重要な意味を持つと考えられる。近年、がん治療において免疫
治療の有効性が証明され、膠芽腫に対しても PD-1 を標的とした臨床試験が行われたが、その有
効性を証明することはできなかった。 
 我々は、膠芽腫に対する免疫治療を開発するためヒト膠芽腫の腫瘍組織から、がん幹細胞株を
樹立し、免疫応答に関連する分子について cDNA マイクロアレイを用いて網羅的に探索を行った。
その結果、mesenchymal type のがん幹細胞において、OX40 が発現していることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 これまでに、免疫細胞以外で OX40 を発現していることは知られていない。一方で、膠芽腫や
様々ながん腫が OX40 リガンド（OX40LG）を発現し、腫瘍免疫に関連していることが報告されて
いる。樹状細胞において、OX40LG は周囲のサイトカイン環境に応じてヘルパーT細胞の分化方向
を決定している（J Exp Med, 2005）。樹状細胞が発現する OX40LG の刺激は、IL-12 の存在下で
は Th1 細胞への分化を促進する。一方で，上皮細胞や間質細胞由来サイトカインである Thymic 
stromal lymphopoietin（TSLP）の存在下では、Th2 細胞の分化を誘導する。乳がんや膵がんに
おいて，腫瘍細胞あるいは間質の線維芽細胞が産生する TSLP は、樹状細胞を介して腫瘍組織内
の Th2 細胞の割合を増加させ，予後不良に働くことが報告されている。また、OX40LG は ICOSLG
により誘導される IL-10 産生性制御性 T 細胞の増幅を抑制し、相補的に免疫調整を行っている
(Proc Natl Acad Sci U S A, 2006)。 
 本研究は、OX40 がグリオーマ治療の分子標的に成り得るかどうかを明らかにすることを目的
とした。そのために、グリオーマのがん幹細胞における OX40 の発現を解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) グリオーマ由来のがん幹細胞から 3株を使用した（Neuro Oncol, 2020）。超低接着表面デ
ィッシュ（100 mm；Corning）で培養した。培養は、5％ CO2／95%空気、37℃の湿潤な環境で行
った。細胞培養液は、D-MEM/Ham’s F-12（和光純薬）に、NaHCO3（49 mM）、グルコース（26 mM）、
L-グルタミン（3 mM）、MACS NeuroBrew-21（5 mL；Miltenyi Biotec）、上皮成長因子（EGF，20 
ng/mL；PeproTech）、線維芽細胞増殖因子（bFGF，20 ng/mL；PeproTech）、およびペニシリン（100 
U/mL）とストレプトマイシン（0.1 mg/mL）を添加したものを使用した。 
(2) グリオーマ・モデルマウスを作製した。免疫不全マウス（BALB/cAJcl-nu/nu，5–8 週齢，
雌）は 2週間順化させた。三種混合麻酔で苦痛を与えないよう配慮したうえで、処置した。脳定
位固定装置（SR-6M-HT）を用いて、頭部を保持し、前頭部皮膚を切開した。ブレグマより 2 mm
右側方・1 mm 前方で、3 mm の深さにて、がん幹細胞（1万-100 万細胞）を 5分かけて注入した。
マウスを 14 日間観察し、脳機能の異常に基づく痙攣や傾眠などの神経学的異常行動が見られた
場合をエンドポイントとした。三種混合麻酔下において、10%中性緩衝ホルマリン溶液を用いて
灌流固定した。脳を摘出し、パラフィン包埋組織切片を作製した。 
(3) 免疫関連分子である OX40（CD134）を検出するための一次抗体として、抗 CD134 抗体
（ab203220；abcam）を 200 倍に希釈して使用した。OX40LG（CD252）を検出するための一次抗体
として、抗 OX40LG 抗体（MM0505-8S23，NBP2-11969SS；Novus）を 50倍に希釈して使用した。が
ん幹細胞マーカーである CD44 を検出するための一次抗体として、抗 CD44 抗体（LS-B16702；
LSBio）を 200 倍に希釈して使用した。二次抗体は、Alexa Fluor 488 標識抗マウスイムノグロ
ブリン抗体（A32766; Invitrogen）、Alexa Fluor 555 標識抗ウサギイムノグロブリン抗体
（A32794; Invitrogen）、および Alexa Fluor 647 標識抗ヤギイムノグロブリン抗体（A32849; 
Invitrogen）を使用した。がん幹細胞を 4%パラホルムアルデヒド溶液で固定した。0.2% TritonX-
100 により細胞膜の透過処理を行った。10%正常ロバ血清（D9663；Sigma-Aldrich）によりブロッ
キングを行い、一次抗体（抗 CD134 抗体、抗 OX40LG 抗体、および抗 CD44 抗体）と蛍光二次抗体
を反応させた。DAPI（4',6-Diamidino-2-phenylindole, 1 μg/ml；同仁化学研究所）を用いて
細胞核を染色した。蛍光は共焦点レーザー顕微鏡（LSM510 META; Carl Zeiss）を用いて観察し、
画像を取得した。 
(4) RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて、がん幹細胞から RNA を抽出した。バイオアナライザ
電気泳動システム（Agilent 2100；Agilent）を用いて、RNA の品質を確認した。strand-specific
ライブラリー調製法（NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module；New England Biolabs）
でシーケンスライブラリーを作製した。次世代シーケンサー（NovaSeq 6000；Illumina）を用い



て、ライブラリー調製したサンプルの塩基配列を 1 検体あたり 12 GB で取得した。ソフトウエ
ア FastQC を用いて、クオリティスコアを確認し、シーケンスの品質に問題がなかった。ソフト
ウエア Trimmomatic を用いて、シーケンスリードをトリミングした。ソフトウエア HISAT2 を用
いて、トリミング後のシーケンスリードをリファレンスゲノム（hg38）へマッピングした。リー
ドのマップ率は 86-98%であった。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされた raw 
リード数をカウントした。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされたフラグメン
トのカウントを行い、TPM 値を算出した。 
 
４．研究成果 
(1) 免疫組織化学法を用いて、グリオーマ由来のがん幹細胞における OX40LG タンパク質の発
現を解析したところ、OX40LG はがん幹細胞の細胞膜に発現していた（図 1A）。しかし、OX40 は
検出されなかった（図 1B）。 

(2) がん幹細胞を移植したグリオーマ・モデルマウスの病巣において、OX40LG の発現を CD44
陽性のがん幹細胞の細胞膜で認めた（図 2A, D）。OX40 と CD44 の発現は一致していなかった（図
2B, E）。OX40LG 発現細胞と OX40 発現細胞は近接していた（図 2C）。OX40 発現細胞はマウス内在
性の細胞と考えられる。 

図 1 がん幹細胞における蛍光免疫染色。（A）OX40LG（矢頭）、（B）OX40、および（F）
CD44。（C）は（A）と（B）のマージ。（D）は（A）と（F）のマージ。（E）は（B）と（F）
のマージ。青は核染色。スケールは 20 μm 

図 2 グリオーマ病巣における蛍光免疫染色。（A）OX40LG（矢頭）、（B）OX40（矢頭）、
および（F）CD44。（C）は（A）と（B）のマージ。（D）は（A）と（F）のマージ。（E）は
（B）と（F）のマージ。青は核染色。スケールは 20 μm 



(3) グリオーマ由来のがん幹細胞における免疫関連分子の発現を RNA シーケンス解析で調べた。
8症例を解析した。OX40LG をコードする TNFSF4（14 TPM）を認めた。OX40 をコードする TNFRSF4
の発現は検出できなかった。 
 以上の研究成果は、OX40LG はグリオーマの分子標的に成り得る可能性を示唆する。 
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