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研究成果の概要（和文）：悪性脳腫瘍である膠芽腫では、再発時に治療抵抗性のmesenchymal型腫瘍に変化する
細胞系譜転換が問題になっている。この細胞系譜転換とmesenchymal型腫瘍の治療抵抗性の機構を明らかにする
ために、mesenchymal型腫瘍と治療抵抗性のマーカーであるCD44を指標に解析し、低酸素状態やOLIG2が、CD44の
発現と治療抵抗性を抑制することを見出した。また、RNA-seqの結果をもとに、リソソームが治療抵抗性に関与
していることを見出し、リソソームの阻害によって治療抵抗性が抑制されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma (GBM), the most aggressive type of brain tumor, is classified 
into some subtypes in which mesenchymal subtype GBM is therapy-resistant. Radiation and temozolomide
 are main therapeutics for GBM, however, recurrence occurs due to therapy-resistance through 
proneural-mesenchymal transition. The mechanisms of this subtype-shift and therapy-resistance in 
mesenchymal subtype have been unclear. To address these questions, we focused on a mesenchymal 
subtype and therapy-resistance marker, CD44. In this study, we found that hypoxia and OLIG2 
suppressed CD44 levels and therapy-resistance. RNA-seq analysis showed lysosome-related genes were 
up-regulated in the CD44-high subpopulation. A lysosome inhibitor increased the sensitivity of 
CD44-high subpopulation to temozolomide and radiation.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： グリオーマ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫（グリオブラストーマ）の細胞系譜転換のメカニズムを明らかにし、治療抵抗性に働く経路を特定した本
研究成果をさらに発展させることによって、治療抵抗性腫瘍に対しても、これまでの治療法をより効果的に作用
させる方法の開発につながるものと考えられる。

※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 
神経膠腫（グリオーマ）は、グリア細胞由来の脳腫瘍と考えられ、最も未分化であり悪性度が高
いものがグレード 4の膠芽腫（グリオブラストーマ）である。起源細胞も多様で、変異遺伝子の
種類とも併せて極めて複雑な様相を呈し、腫瘍の中で最も多様な形質を示す。従来、グリオブラ
ストーマは、４つのサブタイプ（Proneural、Mesenchymal、Classical、Neural）に分類されて
いる。Proneural 型は、OLIG2、SOX2、SALL2、POU3F2 などの転写因子の高発現によって未分化性
を制御しているなど、がん幹細胞
モデルに最も適合するものとし
て 知 ら れ て い る 。 一 方 、
Mesenchymal 型は、NF1 欠損、TNF
ファミリー・NF-kB 経路の活性化
などが基盤となり、CD44 高発現、
治療抵抗性という特徴があり、同
じグリオブラストーマといえど
も、予後、薬剤反応性、浸潤能な
ど、その形質は大きく異なる。特
に問題とされているのは、
Proneural 型が、治療過程におい
て 、 治 療 抵 抗 性 の 高 い
Mesenchymal 型に転換する現象
である（図１）。しかし、このサ
ブタイプ（細胞系譜）転換の誘導機序や、その治療抵抗性への寄与についての詳細は不明である。 
申請者は、これまで、マウスグリオーマモデル、および、患者由来グリオブラストーマ細胞を用
いて、1,300 種類以上の既存薬、300 種類の阻害剤ライブラリーを用いたハイスループット薬剤
感受性試験を実施し、Proneural 型グリオブラストーマの未分化性は、ミトコンドリア機能と
AMPK 抑制により維持されていることを見出した。一方で、特定の薬剤に対し、Proneural 型と
Mesenchymal 型では感受性が大きく異なることも知られており、サブタイプ間での治療抵抗性の
違いを決定する因子を特定しなければ、根治につながる治療法の開発の大きな障壁になると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Proneural 型グリオブラストーマの未分化マーカーとして知られる転写因子 OLIG2
と Mesenchymal 型グリオブラストーマと治療抵抗性のマーカーとして知られる CD44 に着目し、
Proneural 型と Mesenchymal 型との細胞系譜転換の制御機構と腫瘍内不均一性、および、治療抵
抗性獲得の間の分子基盤を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
OLIG2 遺伝子レポーター細胞を用いた腫瘍細胞の形質および細胞系譜の制御様式の解析 
(1)OLIG2 の発現をモニターできる OLIG2 遺伝子レポーター細胞を用いて、OLIG2 の発現と腫瘍
細胞の形質および細胞系譜の関係を解析する。腫瘍細胞の形質として、グリオブラストーマの
治療に使用される化学療法剤テモゾロミド（TMZ）を中心に感受性を解析する。 
(2)OLIG2 遺伝子レポーター細胞や細胞系譜マーカーを指標に、細胞系譜の制御に関与する因
子、経路を探索する。 
Mesenchymal 型腫瘍細胞の治療抵抗性に寄与する因子（経路）の特定 
(3)上記の方法によって得られた知見をもとに、治療抵抗性因子を探索、特定する。 
 
４．研究成果 
(1)患者由来グリオブラストーマ細胞の OLIG2 遺伝子座に GFP をノックインした OLIG2 レポータ
ー細胞を用いた移植実験において、腫瘍内の OLIG2 高発現細胞は Proneural 型の、OLIG2 低発現
細胞は Mesenchymal 型の特徴を示した。これと一致して、CD44 の発現は、OLIG2 高発現細胞では
低く、OLIG2 低発現細胞では高くなっていた。また、腫瘍細胞から分離した OLIG2 高発現細胞は



TMZ 感受性を示し、OLIG2 低発現細胞は耐性を示した。 
患者由来グリオブラストーマ細胞の培養から、CD44 の抗体を用いて、CD44 レベルの高い細胞集
団と低い細胞集団に分画して細胞の性質を解析したところ、CD44 レベルの高い細胞集団は
Mesenchymal 型の発現パターンを示し、OLIG2 の発現が低く、TMZ、電離放射線を始め、複数の処

理に対して耐性を示した。逆に、CD44 レベルの低い細胞集団は Proneural 型の発現パターンを
示し、OLIG2 の発現が高く、感受性を示した（図２）。 
そこで、OLIG2 のノックアウト細胞を作製し、それに OLIG2 を強制発現させた場合と比較したと
ころ、OLIG2 ノックアウト細胞は、CD44 レベルが高く、耐性であり、OLIG2 を強制発現させると、
CD44 レベルが抑制され、感受性になることがわかった。 
CD44 が治療抵抗性因子であるかを調べるために、ゲノム編集により CD44 ノックアウト細胞を作
製し、治療抵抗性への効果を調べたところ、CD44 のノックアウトは治療抵抗性に影響をおよぼ
さなかった。これらのことから、グリオブラスト
ーマにおいて、CD44 は治療抵抗性の指標である
が、治療抵抗性を付与する因子ではないこと、
OLIG2 はサブタイプ転換と治療感受性を制御して
いる因子であることがわかった。 
 
(2)さらに、OLIG2 の上流因子の探索により、低酸
素状態が OLIG2 の発現を上げ、CD44 の発現を抑制
することを見出した。そこで、低酸素誘導因子で
ある HIF1と HIF2 のノックアウトや安定化剤
の治療抵抗性への影響を調べたところ、低酸素状
態において、低酸素誘導因子は OLIG2 と共に抵抗
性を抑制する因子であることがわかった。これら
のことから、腫瘍内環境因子の一つである酸素濃
度が、低酸素誘導因子や OLIG2 を介して、細胞系譜転換や治
療抵抗性を制御しているメカニズムが示唆された。 
 
(3)CD44 高発現細胞の治療抵抗性因子を明らかにするため
に、CD44 の高発現細胞集団と低発現細胞集団の RNA-seq を行
った。解析したところ、CD44 の高発現細胞集団ではリソソー
ム経路の遺伝子の高発現がみられ、リソソーム経路が治療抵
抗性に関与している可能性を見出した（図３）。さらに、リソ
ソームの阻害剤にて処理することによって、治療感受性にな
ることを明らかにした（図４）。 
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