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研究成果の概要（和文）： 
40 症例の悪性神経膠腫摘出標本から脳腫瘍幹細胞（Brain tumor stem cell, BTSC）の樹立を
試み、培養 16 例、sphere 形成 10 例、nestin 陽性 BTSC 樹立見込みは４株であった。樹立 BTSC
株の X01S はマウスに脳腫瘍を形成し、膠芽腫に対する標準治療薬である temozolomide (TMZ)
治療や細胞死誘導分子標的治療に in vitro では強い耐性を示したが、マウス脳腫瘍モデルでは
TMZ 治療により延命が認められた。MGMT プロモーター領域のメチル化は陽性で、複数のシグナ
ル経路の制御が総合的に作用していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Forty malignant glioma specimens were subjected to tissue culture to establish new clones 
of brain tumor stem cells (BTSC) in our laboratory, of which 10 samples formed neurosphere 
and 4 are expected to established as BTSC expressing stem cell markers, such as nestin.  
X01S, an established BTSC clone, developed intracerebral tumors when inoculated, and was 
resistant to temozolomide (TMZ) as well as apoptosis-inducing targeted therapeutics in 
vitro, whereas TMZ elongated survival of mice bearing intracerebral X01S xenografts.  
MGMT gene promoter was methylated in three out of four BTSC cells including X01S, 
suggesting that multiple complex pathways might be involved in regulation of TMZ 
sensitivity in BTSCs.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) 近年，自己複製能と多分化能を併せ持つ

幹細胞の存在が明らかになるとともに，幹細

胞を用いた再生医学への応用に関する研究が

広く行われるようになってきた．幹細胞は神

経系では神経幹細胞が同定されている．腫瘍
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細胞の中にも，一部に自己複製能を保ち，造

腫瘍形成能の高い幹細胞の性格をもつ細胞群

の存在が示唆され，このような無制限に分裂

可能な能力をもつ“癌幹細胞”の概念が注目

を集めている．  

(2) 脳腫瘍においても，悪性脳腫瘍の代表で

ある神経膠腫(glioma)の細胞株や膠芽腫・髄

芽腫などの摘出腫瘍から脳腫瘍幹細胞（brain 

tumor stem cell; BTSC或いはbrain tumor 

stem-like cells）が分離培養可能であること

が報告された．BTSCは，マウスなどに移植す

ると腫瘍を形成する造腫瘍性があり，ニュー

ロン，星細胞，あるいは乏突起膠細胞などの

グリア細胞への多分化能を維持するとともに，

高度の自己複製能を持ち，腫瘍化に関わる遺

伝子異常を伴う性質を持つ細胞と考えられて

いる．このような細胞は，成長因子のEGFと

FGF2を添加した培地で培養すると神経幹細胞

と同様にneurosphereを形成し，神経前駆細胞

のマーカーであるCD133陽性細胞という特徴

を有する． 

(3) 重要な点は，BTSCは放射線や抗癌剤等の

治療への抵抗性を示す形質をもち，悪性脳腫

瘍の治療耐性の一因となる可能性である． 癌

幹細胞は，その子孫である腫瘍に分化してい

く細胞に比べると一般に分裂速度が遅く，抗

癌剤の作用が及びにくいG0期の分画が多いこ

と，薬剤排泄機能を担うABCカセットを含む細

胞膜トランスポーターの発現，DNA修復機構の

亢進やapoptosisへの耐性などを示すと考え

られている．これまで、gliomaのCD133陽性

BTSCで、glioma治療に使用される

temozolomide (TMZ)などの抗癌剤に耐性を示

し，薬剤耐性関連遺伝子や，apoptosis抑制遺

伝子のmRNA発現が有意に亢進していたとの報

告が散見される．  

(4) 放射線治療や化学療法に対し、BTSCから

分化し形成された腫瘍細胞が感受性を示す場

合でも、BTSCは生存して再び腫瘍細胞を産生

することで腫瘍の再発をきたすと考えられる． 

即ち，治療上BTSCを有効に傷害できる治療で

なければ，腫瘍の再発・再増大は免れないこ

とになるため，BTSC，或いはこの細胞におけ

る耐性規定因子そのものが薬剤耐性を克服す

る重要な細胞・分子標的となりえると考えら

れる． 

 
２．研究の目的 

(1) ヒト glioma 細胞株及び悪性 glioma の手

術摘出標本から初代培養として BTSCを培養，

樹立する． 

(2) これらの細胞を使用し，TMZ を始めとす

る化学療法剤への耐性の有無を in vitro で

検討する。また，分子標的治療薬などに対す

る耐性についても同様に検討する． 

(3) 更に、これらの BTSC 細胞を移植するこ

とで、マウス脳腫瘍モデルの確立を図り、in 

vivo における治療耐性の有無を検証する． 

(4) 明らかな耐性を示す BTSC に関して，薬

剤耐性関連遺伝子，腫瘍関連遺伝子，幹細胞

関連遺伝子等の発現解析を行い、その耐性機

序の解明を図る． 

 
３．研究の方法 

(1) ヒト glioma 細胞株を用いて，通常の培

養条件ではなく，DMEM/F12 培地に EGF 及び

FGF2各成長因子を添加したsphere細胞培養

にて浮遊球状形態を示す neurosphere の形

成を行うことで、細胞株由来の BTSC の樹立

を試みる。 

(2) 手術で摘出された悪性脳腫瘍，特に悪

性 glioma の腫瘍標本から，初代培養細胞を

作成し，培養された腫瘍細胞を用いて，上

記培養条件で neurosphere 形成を図る．  

(3) Self-renewal (自己再生)能に関して，

上記培養で作成された neurosphere 細胞を

継代培養し，sphere 培養が継続出来ること

を確認する．また分化能に関しても培地を

変え検討する． 

(4) Nestin などの幹細胞としてマーカー発

現を，免疫蛍光染色、immunoblot 等を使用

し検証する． 

(5) In vitro で確立された sphere 培養細胞

を，ヌードマウスに移植し，腫瘍形成能の

有無を検討する．母体となった glioma 細胞

株や初代培養細胞の親株とも形成率の比較

を行う．  

(6) BTSC としての形質が認められた幹細胞

株を用いて，治療感受性実験を計画する．

in vitro 培養条件下で，悪性神経膠腫治療

に使用される TMZ などの抗腫瘍剤を培地に

添加し，抗腫瘍効果につき MTT アッセイ，

細胞数計測などにより検討する．同様に，

その他の新規治療薬（細胞死誘導因子，シ

グナル伝達阻害剤等）に対する感受性の変

化についても検討を重ねる． 

(7) マウス腫瘍モデル（皮下・脳内）を用

いて，in vivo での治療耐性の有無を検証す

る．  

(8) 治療感受性に関与する可能性のある薬

剤耐性関連遺伝子（TMZ 耐性の主因と考えら

れる O6-methylguanine-DNA 
methyltransferase (MGMT)など），細胞死関

連遺伝子，腫瘍関連遺伝子等の BTSC での発

現状態をimmunoblot法などを用いて検討し，

各治療の効果とこれらの因子との関連性に



 

 

つき，比較検討する． 

 
４．研究成果 
(1) 脳腫瘍幹細胞(BTSC)の樹立。 

脳腫瘍幹細胞（BTSC）は治療抵抗性をもち、
再発の主体となっているとの仮説が提唱さ
れている。本研究において、我々の施設で手
術にて摘出された悪性神経膠腫摘出標本か
ら腫瘍細胞を分離し、BTSC の樹立を試みた。
本報告書作成時点まで、40症例で摘出標本か
ら細胞培養を行い（膠芽腫 30 例 [うち再発
膠芽腫 3例を含む]、退形成性星細胞腫 2例、
退形成性乏突起膠腫 4例、星細胞腫 1例、乏
突起膠腫 1例、血管芽種 1例、髄膜腫 1例）、
うち 16 例の標本で培養が得られた（膠芽腫
例 14 例、退形成性乏突起膠腫 1 例、星細胞
腫 1 例）。その中で、BTSC の条件の一つであ
る培地内での sphere 形成が認められたのは
10 例であった（sphere 形成率= 25%）。その
うち、実験に使用が可能となる見込みの株は
4 種類であった。これらの細胞は、神経幹細
胞に発現が認められる nestinが陽性であり、
BTSC である可能性が示唆された。また、マウ
ス脳内腫瘍モデルを作製し、その造腫瘍性に
ついての検証を検討中である。 
図 1．BTSC における sphere 形成 

  
 
図 2．BTSC における分化マーカーの発現 
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さらに、共同研究を行っている岐阜大学副

田先生から BTSC の X01S 株を供与頂き、マウ
ス脳内移植により脳腫瘍を形成することを
確認した。 
 
(2) 薬剤感受性。 
① X01S 細胞は、in vitro で膠芽腫に対する
標準治療薬である TMZ治療に強い耐性を示し
た。MTT アッセイにて、TMZ 200µM で増殖抑
制率は 8%に過ぎなかった。一方、神経膠腫細
胞株の U251 及び T98 は、同濃度で各 75.9%、
41.1%の抑制率が認められた。 
② 新規の分子標的治療の一つに、Death 
receptorを介するI型アポトーシスを誘導す
る TRAIL/TRAIL受容体系シグナル活性化を図
る戦略があり、本研究室ではこれまで
TRAIL-R2 (DR5) に 対 す る agonistic 
monoclonal 抗体(E11)による治療を研究して
きているが（Nagane M, et al.  Predominant 
antitumor effects by fully human 
anti-TRAIL-receptor2 (DR5) monoclonal 
antibodies in human glioma cells in vitro 
and in vivo.   Neuro-Oncology 12: 687-700, 
2010）、E11 治療に対し、感受性の高い T98
は 0.05µg/ml で 40%の細胞死誘導が認められ
たのに対し、X01S は 13%に留まり、アポトー
シスに対しても耐性を示すことが示唆され
た。 
 
(3) マウス脳腫瘍モデルにおける薬剤感受
性。 
 in vivoのマウス脳腫瘍モデルにおいては、
X01S 腫瘍に対する TMZ 治療により、マウスの
生存期間が延長する結果が得られている。in 
vitro での耐性結果とはやや反する結果でも
あり、その原因となる分子機構やその制御機
構の解明が重要と考えられた。 
 
(4) 薬剤感受性規定因子。 
BTSC において、膠芽腫に対する標準治療薬

である TMZへの治療反応性が一様でない結果
が得られたことを受けて、TMZ 耐性の主因と
考えられている DNA 修復酵素の MGMT status
を検討した。X01S 細胞はプロモーター領域の
メチル化陽性（通常 TMZ 感受性を示唆する）
であり、また本研究室で樹立した BTSC も３
種中 2 種がメチル化陽性であった。しかも、



 

 

うち１例は摘出腫瘍標本では非メチル化
（TMZ 耐性を示唆）であり、むしろ BTSC の方
が TMZ に対する感受性が MGMT の観点からは
高い可能性もある結果が得られた。これらの
結果から、BTSC における治療抵抗性は単純な
経路で規定されている訳ではなく、複数のシ
グナル経路の制御が総合的に作用している
ことが示唆された。今後、これらの経路の異
常の有無を検証していくことが必要である。 
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