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研究成果の概要（和文）：217例の自験例とTCGAのデータでは、共にFMNL1は予後不良因子であった。GSEAでは
FMNL1は浸潤や遊走、アクチン重合に関連していた。FMNL1をノックダウンすると膠芽腫の浸潤・遊走能が抑制さ
れ、アクチン重合が阻害されることにより形態学的変化をもたらした。この時、mDia1とGM130は発現が低下して
おり、mDia1を介して遊走能を、GM130を介して浸潤能を制御していることを見出した。さらにFMNL1をノックダ
ウンすることによる浸潤能抑制効果は、MMP9活性の低下と相関していた。FMNL1は膠芽腫の浸潤・遊走能を制御
しており、治療標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to elucidate the FMNL1 function in the acquisition 
of malignant features of GBM. Our study showed FMNL1 was an independent predictor of poor prognosis 
in a cohort of 217 glioblastoma multiforme cases (P < 0.001). Furthermore, FMNL1 expression was 
significantly higher in the mesenchymal subtype. FMNL1 upregulation and downregulation were 
associated with mesenchymal and proneural markers in the GSEA, respectively. These data highlight 
the important role of FMNL1 in neural-to-mesenchymal transition. Contrarily, FMNL1 downregulation 
suppressed glioblastoma multiforme cell migration and invasion via DIAPH1 and GOLGA2, respectively. 
FMNL1 downregulation also suppressed actin fibers assembly, induced morphological changes, and 
diminished filamentous actin. FMNL1 is a promising therapeutic target and a useful biomarker for GBM
 progression.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 膠芽腫　FMNL1　浸潤・遊走能

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は、悪性脳腫瘍の中で最も頻度が高く、高い増殖能、遊走・浸潤能が特徴である。FMNL1は、膠芽腫が悪
性性質を獲得する上で重要な役割を果たしている可能性がある分子として我々が見出したアクチン重合因子であ
る。膠芽腫の治療において、高い浸潤・遊走能は克服しなければならない大きな問題である。本研究は、これま
で明らかにされていないFMNL1を中心とした新規の浸潤・遊走機構を解明することで、膠芽腫の新たな治療標的
を同定できる可能性がある。 

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Glioblastoma(GBM)は、悪性脳腫瘍の中で最も頻度が高く、予後の悪い腫瘍である。現在使用可

能な治療のみでは GBM を治療することが困難であり、さらなる新しい治療を模索することが必

要な状況である。GBMは浸潤性に増大し、しばしば eloquent areaに及ぶため、手術で除去しき

れず、腫瘍細胞が浸潤・遊走して転移巣が出現し、腫瘍増大し死に至る。そのため GBMの治療に

お い て 、 高 い 浸 潤 ・ 遊 走 能 は 克 服 し な け れ ば な ら な い 大 き な 問 題 で あ る (J 

Neurooncol.2004;70(2):217-28)。腫瘍細胞の浸潤・遊走には運動能の亢進が重要であり、細胞

動にはアクチン線維などから構成される細胞骨格のダイナミックな変化が関わっている。細胞

遊走時にはアクチン線維の伸長が細胞膜を突出させる原動力となる。そして、多くのアクチン細

胞骨格調節タンパク質が協調的に働き細胞遊走を制御しているが、腫瘍細胞においては、悪性化

に伴いアクチン細胞骨格の動態を司る分子システムに異常が生じ、高い浸潤・遊走能を獲得する

と考えられている(Oncogene (2005),24, 1309-1319)。細胞浸潤に関して、腫瘍細胞は浸潤突起

と呼ばれる構造を形成して細胞外基質を破壊し、浸潤・転移することが明らかになっている。浸

潤突起の中心構造はアクチン線維であり、これを制御する様々なアクチン細胞骨格制御タンパ

ク質が局在する。フォルミンファミリーは、細胞質分裂や細胞極性、アクチンストレス線維形成

に必要なアクチン線維を供給するアクチン重合促進因子であり、腫瘍細胞の浸潤・遊走に関わる

(Cell Cycle.2015 Sep;14:17,2835-2843)。フォルミンファミリーには 15 種類のタンパクが存

在し、7つのサブグループに分類される。The Cancer Genome Atlas(TCGA)のデータを用いてフ

ォルミンファミリーを網羅的に解析を行い、FMNL1 が予後不良因子であることを同定した。 

 

２．研究の目的 

以上の結果から、FMNL1 の機能に着目して、GBM の浸潤・遊走能におけるメカニズムとその意義

を解明することを目的とした。  

 

３．研究の方法 

（1）217 例の GBM患者の病理検体を用いて、FMNL1 の免疫染色を行いその発現と臨床病理的因子   

と予後との関連の検討を行った。 

（2）The Cancer Genome Atlas(TCGA)の発現データベースを用いて予後解析や Gene set 

enrichment analysis(GSEA)を行った。 

（3）in vitro で FMNL1 をノックダウンし、遊走・浸潤能、Matrix metalloproteinases(MMP)

活性、重合アクチン(F アクチン)の染色と F アクチン/G アクチンの量的比較、形態学的

変化の検討を行った。 

（4）FMNL1 を過剰発現させ、遊走・浸潤能の検討を行った。 

（5）FMNL1 の下流分子である DIAPH1 と GOLGA2 をノックダウンし同様の解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

（1）FMNL1発現と臨床学的特徴との検討 

217 例の GBM 患者の病理検体を用いて、FMNL1 の

免疫染色を行い FMNL1 の発現を検討した。FMNL1

高発現群では有意に予後不良であった。また

FMNL1 高発現群では、高齢であり(p=0.006)、KPS

が低く(p=0.039)、手術摘出度が低い(p=0.01)と

いう特徴を有していたが、性差や腫瘍局在には差

は見られなかった。 

 

（2）TCGAデータベースを用いた in silico 解析 

TCGA データベースを用いて予後解析を行ったと

ころ、FMNL1 高発現群は予後不良であった。また

GSEA では FMNL1 は浸潤や遊走、アクチン重合に

関 連し てい た。ま た、 FMNL1 高発 現群は

mesenchymal subtype に関連し、FMNL1 低発現群

は proneural subtype に関連していた。 

 

（3）FMNL1の発現抑制による細胞への影響 

FMNL1 が高発現している U251MG 細胞株と DBTRG-05MG細胞株で、siRNA を用いて FMNL1 をノ

ックダウンすると浸潤能、遊走能共に低下を認めた。またこの時、MMP9 活性も低下してい

た。また FMNL1 をノックダウンすると DIAPH1 と GOLGA2 の発現が低下した。 

 

（4）FMNL1 の過剰発現による細胞への影響 

FMNL1 の発現が低い U87MG細胞株と KNS81 細胞株で、FMNL1 を過剰発現させると浸潤能は変

化を認めなかったが、遊走能の亢進を認めた。この時、DIAPH1 の発現は亢進したが、GOLGA2

の発現は変化を認めなかった。また、FMNL1 過剰発現細胞株では mesenchymal subtype のマ

ーカーの mRNAの上昇を認めた。 

NES:1.627

P-value:0.0

FDR:0.0

NES:-1.603

P-value:0.004

FDR:0.004

TCGA Cohort

Dataset
TCGA array FMNL1 20180316_collapsed_to_symbols.TCGA FMNL1 exp 20180316.cls
#FMNL1_high_versus_FMNL1_low.TCGA FMNL1 exp 20180316.cls
#FMNL1_high_versus_FMNL1_low_repos

Phenotype TCGA FMNL1 exp 20180316.cls#FMNL1_high_versus_FMNL1_low_repos

Upregulated in class 1

GeneSet VERHAAK_GLIOBLASTOMA_MESENCHYMAL

Enrichment Score (ES) 0.8869257

Normalized Enrichment Score (NES) 1.6265204

Nominal p-value 0.0

FDR q-value 0.0

FWER p-Value 0.0

Table: GSEA Results Summary

Fig 1: Enrichment plot: VERHAAK_GLIOBLASTOMA_MESENCHYMAL    
Profile of the Running ES Score & Positions of GeneSet Members on the Rank Ordered List

PROBE
GENE

SYMBOL
GENE_TITLE

RANK IN
GENE LIST

RANK METRIC
SCORE

RUNNING
ES

CORE
ENRICHMENT

1 FCGR2B
FCGR2B
Entrez,
 Source

Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32) 0 0.516 0.0110 Yes

2 SLC11A1
SLC11A1
Entrez,
 Source

solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion transporters), member 1 1 0.495 0.0216 Yes

3 C5AR1
C5AR1
Entrez,
 Source

complement component 5a receptor 1 7 0.463 0.0310 Yes

4 KYNU
KYNU
Entrez,
 Source

kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 10 0.455 0.0406 Yes

5 CSTA
CSTA
Entrez,
 Source

cystatin A (stefin A) 12 0.451 0.0501 Yes

6 ALOX5
ALOX5
Entrez,
 Source

arachidonate 5-lipoxygenase 15 0.444 0.0594 Yes

7 ITGAM
ITGAM
Entrez,
 Source

integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit) 16 0.442 0.0688 Yes

8 LAIR1
LAIR1
Entrez,
 Source

leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 1 19 0.438 0.0780 Yes

9 NCF2
NCF2
Entrez,
 Source

neutrophil cytosolic factor 2 (65kDa, chronic granulomatous disease, autosomal 2) 20 0.437 0.0874 Yes

10 IL1R1

IL1R1
Entrez, interleukin 1 receptor, type I 21 0.437 0.0967 Yes

Table: GSEA details [plain text format]

Dataset
TCGA array FMNL1 20180316_collapsed_to_symbols.TCGA FMNL1 exp 20180316.cls
#FMNL1_high_versus_FMNL1_low.TCGA FMNL1 exp 20180316.cls
#FMNL1_high_versus_FMNL1_low_repos

Phenotype TCGA FMNL1 exp 20180316.cls#FMNL1_high_versus_FMNL1_low_repos

Upregulated in class 0

GeneSet VERHAAK_GLIOBLASTOMA_PRONEURAL

Enrichment Score (ES) -0.85637194

Normalized Enrichment Score (NES) -1.6031498

Nominal p-value 0.0038834952

FDR q-value 0.0038834952

FWER p-Value 0.002

Table: GSEA Results Summary

Fig 1: Enrichment plot: VERHAAK_GLIOBLASTOMA_PRONEURAL    
Profile of the Running ES Score & Positions of GeneSet Members on the Rank Ordered List

PROBE
GENE

SYMBOL
GENE_TITLE

RANK IN GENE
LIST

RANK METRIC
SCORE

RUNNING
ES

CORE
ENRICHMENT

1 PCDH11X
PCDH11X
Entrez,
 Source

protocadherin 11 X-linked 6860 -0.013 -0.5546 No

2 PDE10A
PDE10A
Entrez,
 Source

phosphodiesterase 10A 8388 -0.028 -0.6771 No

3 ALCAM
ALCAM
Entrez,
 Source

activated leukocyte cell adhesion molecule 8469 -0.029 -0.6824 No

4 EPB41
EPB41
Entrez,
 Source

erythrocyte membrane protein band 4.1 (elliptocytosis 1, RH-linked) 8649 -0.032 -0.6956 No

5 TSPAN3
TSPAN3
Entrez,
 Source

tetraspanin 3 9075 -0.037 -0.7286 No

6 RALGPS2
RALGPS2
Entrez,
 Source

Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 2 9205 -0.039 -0.7375 No

7 MARCKS
MARCKS
Entrez,
 Source

myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate 9501 -0.043 -0.7596 No

8 GSK3B
GSK3B
Entrez,
 Source

glycogen synthase kinase 3 beta 9624 -0.045 -0.7677 No

9 RAP2A
RAP2A
Entrez,
 Source

RAP2A, member of RAS oncogene family 9697 -0.047 -0.7717 No

10 ACTR1A

ACTR1A
Entrez, ARP1 actin-related protein 1 homolog A, centractin alpha (yeast) 9933 -0.051 -0.7887 No

Table: GSEA details [plain text format]

VERHAAK_MESENCHYMAL VERHAAK_PRONEURAL
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ＦＭＮＬ１高発現群はmesenchymal typeの性質を持っている

FMNL1ノックダウン細胞で遊走・浸潤とMMP9活性の低下が見られた

FMNL1 knock down(U251MG)
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（5）DIAPH1 および GOLGA2 の発現抑制による細胞への影響 

FMNL1 の下流分子である DIAPH1 をノックダウンすると遊走能のみが抑制され、FMNL1 の下

流分子である GOLGA2 のノックダウンでは、主に浸潤能が抑制された。 

 

 

（6）アクチン重合および細胞形態に及ぼす影響 

FMNL1 をノックダウンすると、アクチン重合が減少し、形態学的変化を伴っていた。 

また FMNL1 の下流分子である DIAPH1 および GOLGA2 に対する siRNA を用いた検討の結果、

DIAPH1 のノックダウンでアクチン重合が減少し、FMNL1 ノックダウン時と同様の細胞形態

の変化を認めたのに対し、GOLGA2 のノックダウンではアクチン重合、細胞形態共に変化を

認めなかった。 
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上記の研究成果より、本研究は、GBM における FMNL1 の発現と臨床学的因子の関連を検討したも

のであり、その結果 FMNL1 は GBM での予後不良因子であった。In vitro では FMNL1 の発現上昇

は DIAPH1 を介して遊走能を、GOLGA2 を介して浸潤能を亢進させていた。また FMNL1 は

mesenchymal subtype GBM の良い分子マーカーであり、治療標的となる可能性が示唆された。 
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