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研究成果の概要（和文）：自己複製能・多分化能を持つ神経幹細胞(NSCs)は悪性脳腫瘍の起源
細胞の一つと考えられている。私は、マウス NSCsにがん遺伝子である活性型 ALKを導入し
同系マウス脳内に移植したところ、Glioma マーカーならびに増殖マーカーが高陽性であり悪
性度が高い脳腫瘍を作製することができた。このモデルを基にヒトNSCsを用いた発がんモデ
ルを構築・解析することで、悪性脳腫瘍の発がん過程における分子メカニズムを解明したいと

考えている。 
 
研究成果の概要（英文）：Neural Stem Cells (NSCs) having self-renewal ability and 
multipotency are considered as one of the cells-of-origin of Brain tumors. The NSCs 
transduced with constitutively activated ALK rapidly formed highly proliferative and 
invasive brain tumors. Histological features of these tumors are similar to those of human 
glioblastoma maltiforme(GBM) such as necrosis, perivascular cuffing and giant cell 
formation. Immunohistochemistry analysis revealed that these tumors are positive for 
glioma markers and proliferation marker. These models are useful for investigating 
molecular mechanisms of gliomagenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性脳腫瘍、特にグリオブラストーマ
(glioblastoma multiforme: GBM)は原発性脳
腫瘍のうち悪性度が最も高く、浸潤の早さか
ら手術による全摘は困難とされており、平均
生存期間は約１年と極めて予後不良な脳腫
瘍である。GBMは放射線療法や化学療法に抵
抗性を持ち、効果的な治療法は未だ確立され
ていない。GBMの性状を理解し新たな治療戦
略を考案するためには発がんモデルの構築

が必須であり、既に様々なマウスモデルの構
築が進められている(Nat Genet. 25:55-7. 
2000, Cancer Cell. 1:269-77. 2002)。自己
複製能・多分化能を持つ神経幹細胞(neural 
stem cells: NSCs)は脳腫瘍の起源細胞の一
つと考えられている。これまでに申請者らは
Ink4a/Arf欠損マウス(KO)NSCsにレトロウイ
ルスを用いて活性型H-Ras遺伝子を導入し同
系マウス脳内に移植することで、高い細胞密
度で周囲の脳実質に浸潤性に増殖しヒト GBM
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に酷似した特徴を有する脳腫瘍を形成する
ことができた（図1）。本研究では、GBMの発
がん過程における分子メカニズムを明らか
にするために、このモデルを基にヒト NSCs
を用いたGBM発がんモデルの構築を目指す。 
 
２．研究の目的 
 悪性脳腫瘍において高頻度に異常がみら
れるInk4a/Arf遺伝子の欠損マウス由来の神
経幹細胞分画(NSCs)にがん遺伝子を強制発
現させることで、自己複製能と分化能に加え
て腫瘍形成能を有する幹細胞様がん細胞
(induced cancer stem cells: iCSCs)を誘導
することができた。本研究では、ヒト NSCs
からiCSCsを誘導し、作製が非常に困難であ
ったヒト悪性脳腫瘍モデルの構築を目指す。
ヒトiCSCs作製の基盤を構築するために、抗
腫瘍能を乗り越える様々な方法を駆使して、
まず野生型マウス NSCsから iCSCsを誘導す
る手段を確立する。そして、最終的にヒト
iCSCsを作製することによって悪性脳腫瘍の
発生過程における分子メカニズムを解明す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 悪性脳腫瘍の発がん及びがんの維持に必
要な分子メカニズムを明らかにするために
ヒトiCSCsの作製を目指す。その前段階とし
て、腫瘍形成過程における抗腫瘍能を乗り越
える条件を見つけ出し、WT NSCsからiCSCs
を誘導する。具体的には以下の方法を行った。 
(1) 既知のInk4a/Arf抑制因子とがん遺伝子
をNSCsに共発現させる。 
(2) iPSCs誘導の効率化に用いられている低
分子化合物を使用し、NSCsの増殖能亢進・未
分化状態の維持を誘導し、がん遺伝子を強制
発現させる。 
(3) 低酸素濃度培養することでNSCsの生
存・増殖能を亢進させ、がん遺伝子を強制発
現させる。 
(4) 今回、(1)～(3)においてWT NSCsから
iCSCsを誘導できなかったため、WT NSCsな
らびにInk4a/Arf KO NSCsに各種がん遺伝子
(活性型EGFR、H-RAS、ALK)を導入し、iCSCs
の誘導を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) Ink4a/Arf KO NSCsに各種がん遺伝子(活
性型 EGFR、H-RAS、ALK)を導入し、マウス脳
内に移植することで、増殖性・悪性度の高い
脳腫瘍を作製することができた(図1)。 
HE染色の結果より、ヒトGBMの表現型に酷似
した脳腫瘍であることが確認された(図2)。 
 
(2) 作製した各種脳腫瘍について、Gliomaマ
ーカーである Nestinや GFAP、増殖マーカー
であるKi-67に対する抗体を用いて免疫組織

染色を行った(図3)。EGFR vIII、ALK F1174L、
ALK R1275Q-Ink4a/Arf KO NSCsにより作製し
た脳腫瘍では Nestin陽性、GFAP陽性であっ
たが、H-RAS V12- Ink4a/Arf KO NSCsにより
作製した脳腫瘍では Nestin陽性、GFAP陰性
であった。正常細胞において Nestinは神経
幹細胞マーカー、GFAPはアストロサイトマー
カーであることから、EGFR vIII、ALK F1174L、
ALK R1275Q-Ink4a/Arf KO NSCs脳腫瘍は分化
型、H-RAS V12-Ink4a/Arf KO NSCs脳腫瘍は
未分化型であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1. Ink4a/Arf KO NSCsに各種がん遺伝子(EGFR vIII(a)、

H-RAS V12(b)、ALK F1174L (c)、ALK R1275Q(d))を導入

し、マウス脳内に移植することで作製した脳腫瘍 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2. 作製した各種脳腫瘍のHE染色像 

 
 

図3. 作製した各種脳腫瘍の免疫組織染色像 
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(3) WT NSCsにEGFR vIII、H-RAS V12を導入
し、マウス脳内に移植しても脳腫瘍が作製さ
れなかったのに対し、ALK R1275Qを導入した
WT NSCsをマウス脳内に移植することで
Ink4a/Arf KO NSCsに導入した時と同様に増
殖性・悪性度の高い脳腫瘍を作製することが
できた(図4)。 
 

 
図 4. WT KO NSCsに ALK R1275Qを導入し、マウス脳内

に移植することで作製した脳腫瘍 

 
(4) ALK R1275Q-WT NSCs脳腫 瘍 は ALK 
R1275Q-Ink4a/Arf KO NSCs脳腫瘍と同様に、
Nestin陽性、GFAP陽性の分化型であること
が示唆された(図5)。 

 
図 5. ALK R1275Q-WT NSCs脳腫瘍の免疫組織染色像 
 
(5) 現在、活性型ALKによるがん抑制遺伝子
回避機構の解析を進めており、このモデルを
基にヒト NSCsを用いた発がんモデルを構
築・解析することで、GBMの発がん過程にお
ける分子メカニズムを解明したいと考えて
いる(図6)。 

 
図6. ヒトiCSCsの樹立と悪性脳腫瘍モデルの構築 
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