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研究成果の概要：神経膠腫において、ヒト悪性神経膠腫細胞において低酸素マーカーHIF-1alfa

高発現域では幹細胞マーカーnestin の発現も高い傾向と、培養神経膠腫細胞において低酸素培

養、もしくは HIF-1alfa 分解阻害剤にて nestin の発現が上昇することが確認された。これらの

結果から低酸素環境、Hif-1alfa が腫瘍幹細胞の増殖・維持を促進させる可能性が示示された。 
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１．研究開始当初の背景 
神経膠腫は成人脳腫瘍で最も頻度の高い

疾患であるが、その治療成績はいまだ極めて
不良である（5年生存率10%以下）。近年、腫
瘍幹細胞仮説：Cancer Stem Cell theory が
提唱され、悪性神経膠腫においても腫瘍幹細
胞が存在するという報告がなされている。低
酸素環境の指標である HIF-1αの発現は神経
膠腫の悪性度と相関があると報告され、また
神 経 膠 腫 の 中 で 最 も 悪 性 度 の 高 い
glioblastoma multiforme の特徴的な病理像
である necrosis は低酸素環境の結果生じて
いると考えられることから、腫瘍内の低酸素

環境は治療抵抗性と密接に関わっている可
能性が考えられる。ここで興味深いことに正
常の神経幹細胞は低酸素環境において細胞
数が増加することが報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
脳腫瘍幹細胞は神経幹細胞の性質を共有
することが知られていることから、低酸素環
境が神経幹細胞だけでなく脳腫瘍幹細胞の
増殖に寄与していることが考えられる。これ
まで腫瘍幹細胞は、非幹細胞に比べ化学療
法・放射線療法に高い抵抗性を示すことが報
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HIF-1α Nestin 

告されている。 
そこで今回「腫瘍内低酸素環境は、脳腫瘍

幹細胞を増加させることにより悪性神経膠
腫の治療抵抗性をもたらす」という仮説を着
想し検討することとした。 
 
 
３．研究の方法 
１）HIF-1αの発現と腫瘍幹細胞マーカーの
一つである Nestin の発現の相関を、悪
性神経膠腫手術摘出サンプルにて検討
した。 

２）腫瘍摘出サンプルにおいて、腫瘍内の局
在と HIF-1α, Nestin, MIB-1 の陽性率
の関係について検討した。 

３）グリオーマ培養細胞を、低酸素ﾁｬﾝﾊﾞｰ
（Anero pack system,Mitsubishi gas 
co.）による低酸素培養及び HIF-1α分解
阻害剤CoCl2を用いてHIF-１を化学的に
増加させた chemical hypoxia にて実験
を行った。これらの 2 条件で HIF-1αの
上昇を確認後、HIF-1 阻害剤を用いて培
養し、HIF-1αと腫瘍幹細胞マーカー
nestin の発現を western blot にて検討
した。 

 
 
４．研究成果 
１）悪性神経膠腫 28 サンプルのパラフィン
固定サンプルを用いて、HIF-1αと
nestin の発現を免疫組織学的に検討し
た。図 1、図 2のごとく、HIF-1αが高率
に陽性のサンプルで Nestin の陽性細胞
を多く認めた。免疫染色にて、細胞の陽
性率を０～３＋の 4段階に判定した。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
２）臨床神経膠腫標本における HIF-1α、
nestin のタンパク質発現の検討。脳室近
傍は生理的にも皮質に比べ低酸素環境
であると考えられる。また正常神経幹細
胞も脳室周囲に多く観察されるとの報
告があることから、側脳室近傍に発生し
た。神経膠腫 11 例において、１）脳室
に近い部位、２）腫瘍中心部、３）脳室
から遠い部分の3点でHIF-1αと Nestin
の発現および MIB-1labeling index を免
疫染色で検討した（表１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

IHC: Immunohistochemistry 
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脳室近傍で、HIF-1αおよび Nestin の陽性細
胞が高率に認められた（図３）。 
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腫瘍の部位と MIB-1lebeling index との間に
は相関は認められなかった(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３）神経膠腫細胞株 A172 を 10％FBS+DMDM 培
地にて培養し、CoCl2 を培地に加えて
chemical hypoxiaとした。CoCl2 処理後
8時間で細胞を採取しlysate にした。こ
の結果、CoCl2 濃度依存的に HIF-1αも
Nestin 発現も上昇が western blot にて
確認された。（図５） 
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低酸素ﾁｬﾝﾊﾞｰを用いて低酸素環境にて
A172 細胞を培養した。本システム pack
内の酸素濃度グラフを示す（図６） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

低酸素培養 5 時間後 HIF-1αと nestin
タンパク質の増加が western blot にて
確認され、更にこの増加は HIF-1 αの選
択的阻害剤である YC-1 にて濃度依存的
に抑制された。（図７） 
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