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研究成果の概要： 

悪性グリオーマの強い浸潤能と治療抵抗性を規定する分子シグナルを明らかにし、それらに基

づく新たな治療戦略の基礎を構築することを目的として研究を行った。具体的には：①悪性グ

リオーマの浸潤能は細胞外マトリクスの産生能と極めて強い相関を示すので、マトリクスの産

生を評価するアッセイ系を確立し、そのアッセイを用いて浸潤能を抑制できる低分子化合物の

候補を取得した。②抗がん剤効果が細胞分裂期での停止時間と相関することを見出し、その概

念を用いて抗がん剤の効果を判定するシステムを構築した。③ヒトグリオブラストーマおよび

PNET に類似した組織型を持つマウス脳腫瘍モデルを構築した。 
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１．研究開始当初の背景 
悪性グリオーマ、特にグリオブラストーマの
予後は診断・治療技術の向上にもかかわらず
依然として改善せず､その原因は腫瘍細胞の
強い浸潤能、そして化学治療・放射線治療に
対する抵抗性にあると考えられる。経口型の
ニトロソウレア系アルキル化剤が登場した

ことによって、わずかでもその治療成績が向
上することが期待されるが、本質的に現有の
抗がん剤の効果には限界があり、本腫瘍に対
しては新たな発想に基づく治療戦略を考案
する必要があった。 

申請者らは過去に行った研究により、高
浸潤性、薬剤抵抗性という悪性グリオーマ
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治療における二つの問題点の原因となる分
子背景を見出していたので、それらの分子
シグナルを標的とした診断治療モデルの構
築を行うべき時期に来ていた。 
 

２．研究の目的 
本研究は、悪性グリオーマの強い浸潤能と治
療抵抗性を規定する分子メカニズムに基づ
いた新たな診断治療戦略をデザインし、創薬
を推進するための基盤を構築することを目
的として行った。具体的には： 
(1) 悪性グリオーマの浸潤能は細胞外マトリ

クスの産生能と極めて強い相関を示すこ
とを見出しているので、マトリクスの産
生を評価するアッセイ系を確立し、各種
低分子化合物を用いてスクリーニングを
行う。 

(2) 三次元培養システムを応用し、悪性グリ
オーマの浸潤性を評価すアッセイシステ
ムを構築し、候補となる化合物をテスト
する。 

(3) 抗がん剤の効果を細胞の酸化ストレスの
上昇で検知するシステムを構築し、抗が
ん剤効果を予測する方法を開発する。 

(4) 悪性グリオーマの動物実験モデルを構築
し、上記のアッセイで取得した化合物の
効果についてモデル動物を用いてテスト
する。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞外マトリクス産生能検出アッセイを

用いた浸潤抑制剤の探索 
ARPE-19網膜上皮細胞にTGF-βとTNF-αを加
えることによってフィブロネクチンとヒア
ルロン酸が多量に産生され、細胞が間葉系性
質を獲得するアッセイを用いて構造的にバ
リエーションが多く、重複の少ない数千の低
分子化合物ライブラリーをスクリーニング
した。スクリーニングによって同定された低
分子化合物の構造に基づいて類似化合物を
入手し、それらの効果を再びアッセイ系によ
って検定した。つづいて活性を持つ構造を基
本にして低分子化合物に対して合成展開を
行った。 
(2) ヒット化合物による脳腫瘍細胞マトリク

ス内浸潤能抑制の検定 
すでに ADAM17、CD44、ヒアルロン酸合成酵素
HAS3 の siRNA で、マトリゲル中における培養
脳腫瘍細胞の浸潤能が抑制できることを確
認しているので、同じアッセイ系を用いて上
記の実験で得た低分子化合物の評価を行っ
た。 
(3) 抗がん剤感受性を評価するシステムの構

築 
抗がん剤が腫瘍を殺すメカニズムを明らか
にし、それに基づいて抗がん剤の効果を判定
する方法を開発した。 

(4) 脳腫瘍発生モデルの構築 
マウス神経幹細胞分画に Ras、Myc などのが
ん遺伝子を導入し、マウス脳内に移植する実
験を行い。脳腫瘍モデルの構築を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外マトリクス産生能検出アッセイを

用いた浸潤抑制剤の探索 
ARPE-19網膜上皮細胞にTGF-βとTNF-αを加
えることによってフィブロネクチンとヒア
ルロン酸が多量に産生されると、特徴的な細
胞とマトリクスによるフォーカスが形成さ
れることが分かった。（図１） 

図１ TGF-β/TNF-α処理によって形成される

fibrotic focus 

 

このフォーカス形成能を指標として化合物
ライブラリーのスクリーニングを行ったと
ころ、約 20 種類の化合物がフォーカス形成
を有意に抑制した。そのうち compound X と
名付けた化合物は、1μMでフォーカス形成を
抑制し、さらに脳腫瘍細胞及び転移性乳がん
細胞の浸潤を二次元、三次元の双方のアッセ
イにおいて抑制することが分かった（図２）。
本化合物の作用機序解析、並びに合成展開は 
現在進行中である。 

図２ Compound X によるヒト脳腫瘍細胞（U251）、

マウス転移性乳がん細胞（4T1）のマトリクス内浸

潤能の抑制 

 

(2) 抗がん剤感受性を評価するシステムの構
築 

抗がん剤が腫瘍を殺す際、分裂中期での細胞
周期停止時間とその殺細胞効果が比例する
ことを見出した。分裂中期停止時に活性化す
るシグナルを探索したところ、p38MAPK が活
性化していることを見出した。p38MAPK は活



 

 

性酸素（ROS）の上昇によって活性化するこ
とが知られているため、分裂中期停止時の
ROS を測定したところ、停止時間に比例して
ROS が上昇していることが分かった（図３）。 

 

図３ Paclitaxel 処理によって誘導される分裂

停止による ROS の上昇 

分裂期に ROS が上昇するのは、分裂期停止時
に糖の取り込みが低下してミトコンドリア
依存性にエネルギーが産生されることが一
因であることが実験的に示された。そのため
糖の取り込みを指標にした抗がん剤の効果
判定システムの開発を現在行っている。 
 
(3) 脳腫瘍発生モデルの構築 
ヒト悪性脳腫瘍に近似したマウスモデルの
構築を行った。まず腫瘍起源細胞の一つと考
えられている傍脳室領域（subventricular 
zone: SVZ）に存在する神経幹細胞（neuronal 
stem cell: NSC）および早期前駆細胞を未分
化な状態で培養し（具体的には無血清、増殖
因子添加培地中で浮遊培養を行う）、それに
活性型 H-RasV12 または c-myc をレトロウイ
ルスを用いて過剰発現させ同系マウスの脳
内に移植することで腫瘍が発生するのか否
かについて検討を行った（図４）。 
 野生型マウスの SVZから準備した NSCにが
ん遺伝子を導入しても、腫瘍形成には至らな
かった。しかし Ink4a/Arf−/−マウスから NSC
を準備したところ、活性型 Ras（RasV12）を
導入した場合は100%のマウスが2か月以内に
脳腫瘍を発症して死亡した。 
c-mycを導入したマウスの腫瘍発症はRasV12
導入に比べて遅いが、半年で半数のマウスが
発症している（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 神経幹細胞（及び早期前駆細胞）へのがん

遺伝子の導入 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ がん遺伝子導入神経幹細胞脳移植マウスの

生存曲線 

 

図６ RasV12導入NSC移植によるマウスグリオブ

ラストーマ様腫瘍の形成 

 

RasV12 では図６に示すように、高い浸潤性を
示すグリオブラストーマ様の腫瘍が形成さ
れた。また necrosis、巨細胞形成、血管周囲
への浸潤などヒトグリオブラストーマに特
徴的な病理所見が見られた。 

 
図７ c-myc導入 NSC移植によるマウスPNET様腫

瘍の形成 



 

 

 

それに対して、c-myc を導入した細胞は未分
化な均一な形態を持つ細胞によって構成さ
れ る primitive neuroectodermal tumor
（PNET）様腫瘍を形成することが分かった
(図７)。現在これらのモデルを用いて治療実
験を行っている。 
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