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研究成果の概要： 
グリオーマ・脳腫瘍幹細胞（brain cancer stem cell;BCSC）共通抗原を標的とした免疫療法

を開発するため、分離したBCSCの遺伝子解析を行った結果、新規BCSC抗原遺伝子（A）を同
定した。また、転写因子SOX6がグリオーマ・BCSC共通抗原であることを明らかにして、SOX6
由来のHLA-A02結合性T細胞エピトープペプチドを同定し、BCSC傷害性T細胞の誘導能を証明
した。 
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞研究の進展に伴って、さまざまな悪
性腫瘍においても自己複製能、多分化能を有
する少数の癌幹細胞が存在することが明ら
かとなり、また抗癌剤や放射線療法に抵抗性
を示すことから、癌治療のための重要な標的
としてその性状解析が急速に進められてい
る。さらに癌幹細胞が抗癌剤に抵抗性を示す
原因の一つとして、薬剤を排出する力を有す
る ATP-binding-cassette(ABC)トランスポー

ターを高発現していることが明らかにされ
たことから、薬剤(Hoechst33342)排出能の高
いSide Population (SP)分画から癌幹細胞の
分離が試みられている。実際に、これまで複
数のグループにより、脳腫瘍組織（髄芽腫、
グリオーマ、上衣細胞種）および脳腫瘍細胞
株から脳腫瘍幹細胞（brain cancer stem 
cell;BCSC）が分離されている。しかし、現
在の手法では癌幹細胞の濃縮はできても精
製できないため、正確な性状解析はできず、
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BCSC特異分子は同定されていない。一方、こ
れまで我々は、グリオーマと神経幹細胞との
関連性に着目した解析を行っており、神経幹
細胞の増殖因子のスクリーニング法を確立
し、新たな神経幹細胞増殖因子を同定した
（国際特許出願PCT/JP2006/302259）。さらに
最近、ヒトグリオーマ細胞株の SP細胞分画
からBCSCの分離に成功している。 
細 胞 障 害 性 T 細 胞 (cytotoxic T 
lymphocyte: CTL)に認識されるヒト腫瘍抗原
が同定されたことにより、癌に対する免疫応
答を人為的に操作することが可能となり、T
細胞は癌ワクチン療法における中心的な役
割を担っている。実際に、癌抗原ペプチドを
用いたグリオーマに対する免疫療法の臨床
研究が行われ、その安全性と有効性が示され
ている。一方、これらの臨床研究の結果、無
効な症例の存在も明らかになり、その原因の
一つとして、グリオーマがheterogeneousな
腫瘍であり、BCSCを含む多様な細胞を標的と
した抗原が同定されていないことが挙げら
れる。また、化学療法剤が遺伝子解析結果に
基づいて選択されるように、科学的根拠に基
づいた免疫療法の確立が望まれており、標的
細胞に対する抗原を同定することが重要で
あり、その結果、患者個々の免疫応答を解析
し、標的細胞特異的なCTLを誘導することが
可能になる。しかし、これまでCTLに認識さ
れるグリオーマ抗原の報告は数少なく、BCSC
抗原は同定されていない。これまで我々は、
グリオーマ特異抗原の同定、解析を先駆的に
行 な っ て お り 、 SEREX 法 (serological 
identification of antigens by recombinant 
expression cloning) およびCTL発現クロー
ニング法を用いて、10種類以上のグリオーマ
抗原を同定した。またグリオーマ抗原 SOX6
のHLA-A24拘束性のCTLエピトープペプチド
の同定に成功している（国際特許出願
PCT/JP2006/300764）。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、第一に、これまで我々が確立
した解析技術を基盤に複数のグリオーマ細
胞株およびグリオーマ組織から BCSC を分
離して、神経幹細胞、グリオーマ細胞、グリ
オーマ組織、および正常脳組織との比較によ
る遺伝子・タンパク発現解析により、BCSC
特異分子の同定を試みた。 
第二に、新たなグリオーマ・癌幹細胞を標
的とした免疫療法の開発を目的として、T細
胞に認識される BCSC抗原の同定、さらに治
療戦略上でより理想的な標的抗原となりう
るグリオーマ・BCSC共通抗原の同定を試み
た。 
 
 

３．研究の方法 
(1)BCSCの分離および性状解析 
Hoechst33324 染色による排泄能の高い

SP分画と BCSC・神経幹細胞の共通マーカ
ーである CD133 発現を基本に、我々が確
立した神経幹細胞の低密度培養法を用いて、
患者腫瘍検体およびグリオーマ細胞株から
BCSC の分離・精製を行った。神経幹細胞
培養条件でのスフェア形成能、自己増殖能、
多分化能（ニューロン、オリゴデンドロサ
イト、アストロサイトへの分化）を解析し、
分離BCSCを様々な細胞数で免疫不全マウ
ス脳内に移植して、腫瘍形成能を解析した。
また、分離した BCSC の表面抗原 CD133
の発現を flow cytometryにより検証した。 

 
(2)BCSC特異分子の同定 
分離BCSCとグリオーマは基本的に遺伝
子・蛋白発現でかなり共通したパターンを
呈することが予測されるため、BCSC の検
体数を増やして、グリオーマ、神経幹細胞
との比較によるAffimetrix社製Gene Chip
を用いた網羅的遺伝子発現解析を行ない、
BCSC 間で共通した発現パターンを示す新
規分子の同定を試みた。また、遺伝子発現
プロファイルからBCSCにおける高発現遺
伝子群としてクラスタリングを行った。遺
伝子発現解析により選出された候補分子の
遺伝子発現を RT-PCRにより検証し、さら
に蛋白発現をWestern blot、免疫細胞染色、
免疫組織染色により解析し、その発現特異
性を解析した。 

 
(3)BCSC特異分子の機能解析 
同定抗原分子のBCSCにおける機能解析
を行うため、レトロウイルスベクターに組
み換えた過剰発現系と、RNAi による遺伝
子ノックダウン系を構築して、スフェア形
成能（幹細胞維持・自己複製能）、多分化能、
および増殖能の変化を解析した。さらに、
同定遺伝子を過剰発現あるいはノックダウ
ンしたBCSCを免疫不全マウス脳内に移植
して、腫瘍形成能の変化を解析した。 

 
(4) BCSC 特異分子の T 細胞エピトープ
解析 
免疫療法の開発を目的として、同定抗原
由来の細胞傷害性 T細胞エピトープペプチ
ドの同定を行った。日本人の HLA class I
の型は、HLA-A2 とHLA-A24が多く、こ
れらで日本人全体の約 80％をカバーする。
はじめに Bioinformatics & Molecular 
Analysis Section (BIMAS) の HLA 
Peptide Binding predictions Program を
用いて、HLA-A0201 との結合性の高い同
定抗原由来の 9～10アミノ酸残基のペプチ
ド配列を選出した。それらのペプチドを合



成し、健常人およびグリオーマ患者末梢血
から CD8 陽性 T 細胞を分離し、抗原ペプ
チドを提示した樹状細胞と共培養して樹立
された CTLについて、抗原特異性および細
胞傷害活性を解析した。 
 
 
 
４．研究成果 
本研究では、グリオーマ・BCSC共通抗原
を標的とした免疫療法を開発するため、これ
まで我々が確立した神経幹細胞の低密度培
養法を応用して、ヒトグリオーマ細胞株、ヒ
トグリオーマ組織由来の培養細胞からBCSC
の分離を試みた。第一にHoechst33324染色
による排泄能の高い SP分画と BCSC・神経
幹細胞の共通マーカーである CD133 発現を
基本に BCSCの分離を行った。つぎに、分離
された BCSC の癌幹細胞としての基本的性
質を検証するため、神経幹細胞培養条件での
スフェア形成能、自己増殖能、形成スフェア
の多分化能（ニューロン、オリゴデンドロサ
イト、アストロサイトへの分化能）、さらに
免疫不全マウス（NOD-SCID マウス）脳内
移植後の腫瘍形成能を解析した。その結果、
ヒトグリオーマ細胞株、ヒトグリオーマ組織
からそれぞれ 1種ずつ、計 2種類の BCSCの
分離に成功した。 
分離した BCSC、神経幹細胞、グリオーマ
細胞における遺伝子発現比較解析を行った
結果、新規の BCSC抗原遺伝子（A）を同定
し、さらに転写因子 SOX6がグリオーマおよ
び BCSC において高発現していることを明
らかにした。つぎに同定された BCSC抗原分
子（A）の機能解析を行うため、siRNAを用
いて BCSC の細胞増殖の変化を解析したと
ころ、BCSC抗原分子（A）は BCSCの増殖
に関与することが明らかになった。現在、
BCSCを標的とした新たな治療法を開発する
ため、免疫不全マウスに BCSCを移植したモ
デルマウスを作製し、in vivoで BCSC抗原
分子（A）の siRNAを投与後の増殖抑制効果
を検証中である。 
次に同定したグリオーマ・BCSC共通抗原
分子であるSOX6由来の新たなT細胞エピト
ープを解析するため、抗原分子のアミノ酸配
列から、HLA-A02 に結合するペプチドを選
出し、さらにプロテアソームによる切断予測
部位を解析することにより、エピトープ候補
のペプチドを絞り込んだ。HLA-A02 由来の
末梢血リンパ球を合成した候補ペプチド存
在下で培養し、グリオーマ反応性 CTL の誘
導能を解析した。その結果、T細胞に抗原特
異的かつHLA拘束性に認識される SOX6抗
原由来ペプチドを２種類同定した。さらにこ
れら同定したペプチドを用いて、末梢血から
誘導した樹状細胞と共培養した T 細胞が、

SOX6を発現するグリオーマ細胞を特異的か
つ HLA 拘束性に障害することを明らかにし
た。 
以上、グリオーマ・BCSC共通抗原 SOX6
由来HLA-A02結合性の T細胞エピトープペ
プチドを同定し、抗原特異性、HLA結合性、
T細胞誘導能を証明した。今後は SOX6由来
のT細胞エピトープペプチドを用いたBCSC
に対する免疫療法の臨床研究を行う予定で
ある。 
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