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研究成果の概要（和文）：これまでに、髄芽腫細胞が分泌する『軸索誘導因子netrin-1』が髄芽腫細胞の浸潤性
や血管新生を誘導することを見出し、小児髄芽腫患者の尿サンプルを用いて髄芽腫の有無、悪性度、術後の経過
を予測するバイオマーカーとしての有用性を報告してきた。本研究期間においてはnetrin-1シグナルがTGFβ、
BMPシグナルと密接に関連して髄芽腫の癌幹細胞制御に関与しており、強力な転移能を獲得していることが明ら
かとなった。つまり、netrin-1が髄芽腫とその周辺組織（微小血管ネットワーク、細胞外基質や炎症など）に影
響を与える『癌微小環境制御因子』として機能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Netrin-1, a chemoattractant factor in the neuronal system, promotes tumor 
progression by enhancing angiogenesis and metastasis. Our recent studies demonstrate that netrin-1 
promotes medulloblastoma cell invasiveness and angiogenesis in vitro and in vivo. Here, we analyze 
biological mechanism of netrin-1 in medulloblastoma using mouse model. In a xenograft model, tumor 
growth was increased when medulloblastoma cells overexpressing netrin-1 were implanted vs. parental 
cells. Furthermore, immunohistochemical analysis of CD31-expressing endothelial cell demonstrated 
numerous blood vessels in netrin-1-medulloblastoma. As a molecular mechanism, we find that 
epithelial mesenchymal transition (EMT)-related molecules are upregulated in 
netrin-1-medulloblasoma.

研究分野： 分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軸索誘導因子（リガンド）およびそのレセプターは、神経軸索伸長の制御因子として同定、解析されてきた。そ
の後の解析によって、軸索誘導因子およびそのレセプターが腫瘍や血管新生にも影響をもたらすことが理解さ
れ、腫瘍の治療標的として研究が進んでいる。よって、本研究で明らかになった髄芽腫におけるnetrin-1の分子
機序をさらに解析することによって腫瘍・血管新生に対する阻害剤開発に貢献するだけではなく、その他の分野
（特に神経変性疾患、炎症関連疾患）への応用も可能であり創薬分野に大きく貢献できるものと考える。

※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 
小児脳腫瘍である髄芽腫は、小脳に発症する悪性腫瘍である。髄芽腫細胞は非常に細胞遊走・

転移能が高いため、小脳から脳実質、脊髄に播種転移する傾向があり、この場合、予後は非常に
悪い。髄芽腫に対しては外科的手術後、放射線や化学療法が一般的であるが、とくに高転移タイ
プ髄芽腫に対してはいまだ確立された治療法はなく、髄芽腫の発症メカニズムも含めてさらな
る基礎的研究が必要とされている。 
我々は、軸索誘導因子のひとつ netrin-1 とそのレセプター群（少なくとも 7 種類）によるシ

グナルが髄芽腫細胞の遊走・浸潤能を亢進させること、血管内皮細胞の遊走を促進して血管新生
を誘導すること、尿中 netrin-1 が髄芽腫バイオマーカーとして有用なことを報告してきた［1，
2］。さらに近年 netrin-1 が CD4 陽性 T 細胞の遊走を亢進させて、免疫・炎症反応に重要なシグ
ナルであることを見出した［3］。 

これまでに sonic hedgehog (Shh)とそのレセプターによるシグナルが髄芽腫形成や癌幹細胞
の維持に重要であると考えられているため、Shh阻害剤が髄芽腫治療薬として開発されてきが、
その治療効果は限定的であったことから癌幹細胞維持には複数の分子が関与していることが示
唆されている。そこで私は髄芽腫細胞を非接着環境下で培養して癌幹細胞集団を濃縮し、遺伝子
発現解析を行った。その結果、癌幹細胞集団では netrin-1 およびそのレセプターDCC, UNC5C
が顕著に上昇していること（図１）、TGFと BMP シグナルが活性化していることを見出した。
以上の結果から、netrin-1 は Shh や TGF、BMP シグナルと密接に関連して癌幹細胞維持機構
に関与していることが推察され、netrin-1 が髄芽腫とその周辺組織（微小血管ネットワーク、細
胞外基質や炎症など）に影響を与える『癌微小環境制御因子』として機能しているのではないか
と考えている。そこで、netrin-1 シグナルを抑制することによって髄芽腫の特性である浸潤能お
よび血管新生を抑制し、腫瘍細胞の転移を止めるこが可能ではないかという着想に至った。 

 
２．研究の目的 
髄芽腫は高い浸潤能を有するため播種転移する傾向があり、腫瘍の悪性度を評価する上で重

要な指標となる。私はこれまでに、髄芽腫細胞自身から遊離される netrin-1 が浸潤能の促進に
関わっていることを見出し、バイオマーカーとしての有用性を提案してきた。そこで本研究では
髄芽腫モデルマウス（自発発生モデルと髄芽腫細胞移植モデル）を用いて netrin-1 の髄芽腫に
与える影響を評価し、髄芽腫治療薬開発に向けた基礎的検討を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
髄芽腫モデル動物は、ヒト髄芽腫細胞株 D458 をヌードマウス小脳に移植することで作成した。

まず、D458 細胞にヒト netrin-1 遺伝子を導入し過剰発現細胞を作成した。さらに細胞にルシフ
ェラーゼ遺伝子を導入して in vivo imaging に使用できるようにした。作成した親株および
netrin-1 過剰発現細胞はヌードマウス（オス６週齢）小脳にハミルトンシリンジによって 5 x 
104個の細胞を移植した。移植後、in vivo imaging によってサイズ、転移の状況をモニターし
た。移植後、3週間後において、各マウスから小脳を摘出してパラフィン包埋したのちに、免疫
組織染色によって評価を行なった。 
 髄芽腫自発発症モデル（smo/smo）は、12-16 週齢マウスから小脳を摘出して解析を行った。
蛋白質発現はウエスタンブロットにて、遺伝子発現は定量 PCR にて解析を行った。 

  



 
 
４．研究成果 
髄芽腫モデルマウス作成に関しては、親株、あるいは netrin-1 過剰発現細胞を移植した両群

で比較検討を行った。その結果、netrin-1 を高発現する髄芽腫細胞を移植したマウスでは、親
株細胞移植群に比べて生存率が有意に低下していた。さらに in vivo imaging 手法を用いて評
価したところ、移植後 3週間後では腫瘍サイズが有意に（約 2倍）増加していることが明らかと
なった（図 2A）。また netrin-1 細胞移植群では脊椎への転移が確認された。腫瘍摘出後の小脳
検体の免疫組織染色では、CD31 陽性細胞である血管内皮細胞が netrin-1 細胞移植群で有意に上
昇（約 2倍）しており血管新生が増加していることを示唆していた（図 2B）。さらに細胞増殖マ
ーカーである Ki67 陽性細胞も約 3倍に増加しており（図 2B）、netrin-1 による髄芽腫増殖、転
移能が亢進していることが示唆された。これらの結果は、小児髄芽腫サンプルにおける結果と一
致するものであり、マウスを用いた髄芽腫移植モデルを作成することに成功したと考えている。 
 髄芽腫自発発症モデル（smo/smo）における解析では、小脳における netrin-1 リガンドおよび
レセプター群の発現を評価した。その結果、smo/smoマウスではnetrin-1およびneogenin, UCN5C
受容体が増加していることが明らかとなった。さらに EMT マーカーである vimentin, -catenin
が上昇していた。移植に用いた D458 細胞において EMT マーカー発現を評価すると、netrin-1 過
剰発現細胞において数種の EMT マーカーが上昇していることが明らかとなった。これらの結果
から、netrin-1 が EMT を誘導し髄芽腫の転移を促進している可能性が示唆された。 
 今後は、引き続き netrin-1 シグナルと TGFシグナルのクロストークを解析し、両者のシグナ
ルを制御することで髄芽腫の増殖、転移に効果があるのか検討を行う予定である。 
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