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研究成果の概要（和文）： 

本研究ではグリオブラストーマ幹細胞の維持に関わるプロテインキナーゼの探索を行った。そ
の結果、PI3K/mTOR ならびに MAPK の関与が明らかになった。重要なことに、これら両経路は転
写因子 FOXO3 のリン酸化を介する抑制によりグリオブラストーマ幹細胞を維持していることが
明らかになった。これらの結果は、これらの分子がグリオブラストーマ幹細胞を標的とする治
療におけるよい分子標的となる可能性を示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we searched for protein kinases involved in the maintenance of glioblastoma 

stem cells and demonstrated critical roles for PI3K/mTOR and MAPK in glioblastoma stem 

cell maintenance. Significantly, PI3K/mTOR and MAPK acted on a common molecule, i.e., 

the FOXO3 transcription factor, whose activity was restrained through phosphorylation by 

these kinases in glioblastoma stem cells. Our results suggest that FOXO3 as well as these 

kinases could be rational molecular targets for stem cell-targeted glioblastoma therapies. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) グリオブラストーマと幹細胞について： 
グリオブラストーマはヒトの癌で最も悪性
度の高い腫瘍の１つである。近年の治療法の
発展には目覚ましいものがあるが、グリオブ
ラスオトーマは正常組織内へと浸潤性に広
がっていて、全摘出が難しい。また、放射線
や抗癌剤感受性は一般的に低く、手術後の平

均生存率が約１年と予後は非常に短期間の
ため、従来とは異なる画期的な治療法の開発
が待たれる。 
これまでに、グリオブラストーマを形成する
細胞集団には、癌幹細胞と癌幹細胞から分化
した腫瘍細胞（非癌幹細胞）が存在すること
がわかってきた。癌幹細胞の性質（stemness）
には➀自分自身を複製する能力【自己複製
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能】、➁前駆細胞を経て自分自身と形質が異
なり、より分化度の高い腫瘍細胞を生み出す
能力【多分化能】、➂強い造腫瘍能があげら
れる。一方、癌幹細胞から分化した腫瘍細胞
（非癌幹細胞）は分裂するものの、その回数
は有限であり、造腫瘍能は低下していると考
え ら れ て い る 。 こ の 癌 幹 細 胞 の 性 質
（stemness）を変化させ、非癌幹細胞へ分化
させることができれば、治療後再発の予防や
残存する腫瘍増大の抑制、すなわち治療後の
長期予後改善に結びつく可能性がある。その
為には癌幹細胞の stemness 維持機構の解析、
これに基づいた非癌幹細胞への分化誘導機
構を明らかにすることが重要である。 
 
(2) これまでの研究成果： 
①PI3K-mTorシグナルによるstemness維持機
構の解析 
プロテインキナーゼが癌細胞において特異
的、または高レベルで発現していることが多
いが、どのようなプロテインキナーゼが幹細
胞を制御しているかはほとんど明らかにな
っていない。我々は A172 細胞株及び臨床検
体の細胞を用いて、グリオブラストーマ幹細
胞の選択的培養に成功している。これらの細
胞 を 用 い て 種 々 の キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 が
stemness の指標の一つである自己複製能に
与える影響を調べた。その結果、Rapamycin 
(Rap:mTor 阻 害 剤 ) も し く は LY294002 
(LY:PI3K 阻害剤)で癌幹細胞の自己複製能が
低下することを見出した。また、Rap と LY の
併用で、単剤よりもさらに自己複製能を低下
させることを明らかにした。mTor と PI3K の
dual inhibitor である NVP-BEZ235 (BEZ)で
も同様の結果を得た。これは in vitro にお
いて PI3K-mTor シグナルが stemness の維持
に重要である可能性を示唆している。 
 
②分化誘導機構の解析 
自己複製能が低下した細胞は分化しやすい
状態の可能性がある。幹細胞から前駆細胞を
経て分化様状態にまで至った癌幹細胞は、不
可逆的に造腫瘍能を失っていることが期待
されるが、癌幹細胞を分化した非幹細胞まで
至らしめる分化誘導機構はほとんど不明で
ある。我々は A172 細胞株及び臨床検体の細
胞で Rap と LY の併用ではじめて癌幹細胞が
分化様状態になることを見出した。また mTor
と PI3K の dual inhibitor である BEZ 処理で
も同様の結果を得た。このことはmTorとPI3K
の両方の阻害が幹細胞を単に幹細胞として
の性質を軽減するのみならず、積極的に分化
状態まで至らしめている可能性を示唆して
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究ではグリオブラストーマの治療抵抗

性・難治性の原因として「グリオブラストー
マ幹細胞(glioblastoma stem cell)」 に着
目し、グリオブラストーマ幹細胞が「幹細胞
としての性質(stemness)」を維持させるため
の分子機構をプロテインキナーゼ阻害薬を
用いたスクリーニングにより検討した。また、
その結果に基づいて「幹細胞を非幹細胞化」
できる分子標的薬剤を見出す。このような薬
剤を用いることで治療後再発の鍵を握るグ
リオブラストーマ幹細胞の根絶を図り、グリ
オブラストーマの長期予後改善へつなげる
ことを目標とした。 
 
３．研究の方法 
PI3K-mTor シグナルがグリオブラストーマ幹
細胞の stemness、特に造腫瘍能の維持に貢献
する主要制御シグナルなのかを動物実験レ
ベルで明らかにした。同時にて stemness 維
持における ERKシグナルの役割を検討を行っ
た。また、培養細胞を用いて分化誘導因子の
同定を行った。さらには同定した分化誘導因
子の解析を行い、この因子が癌幹細胞を非癌
幹細胞への分化に重要な因子かを明らかに
した。 
 
４．研究成果 
本研究ではまずグリオブラストーマ幹細胞に
おいて幹細胞形質と同様、それに密接に関連
すると考えられる造腫瘍能がPI3K, mTORの制
御を受けているかについて検討を行った。こ
れまでの検討の結果、PI3K、mTORの阻害薬は
単独でもある程度効果を示すものの、両者の
併用でより効果的にグリオブラストーマ幹細
胞を抑制することが確認されている。そこで
PI3K、mTORの同時阻害がグリオブラストーマ
幹細胞胞の造腫瘍能に与える影響を調べた。
PI3K阻害剤単独、mTOR阻害剤単独、および両
者の組み合わせで処理したグリオブラストー
マ幹細胞をヌードマウスの皮下に移植して経
過を観察したところ、両阻害剤で同時処理を
行ったグリオブラストーマ幹細胞は単独処理
よりも有意に腫瘍形成能が減弱していること
が明らかになった。さらにPI3K、mTORのdual 
inhibitorであるNVP-BEZ235を用いて検討し
たところ、NVP-BEZ235は予想通りグリオブラ
ストーマ幹細胞に分化を誘導したが、この分
化細胞を薬剤のwash out後にヌードマウス頭
蓋内に移植したところ、腫瘍増大の抑制なら
びに生存期間の延長が観察されものの、その
効果は限定的であった。そこでPI3K/mTOR経路
以外のシグナル伝達経路の関与の可能性を調
べたところ、プロテインキナーゼMAPKを介す
るシグナル伝達も同時にグリオブラストーマ
幹細胞制御に関わっていることが明らかとな
った。重要なことに、これら両経路は転写因
子FOXO3のリン酸化を介してグリオブラスト
ーマ幹細胞のstemnessと分化、造腫瘍能を調



 

 

節していることが判明した。これらの結果は
、PI3K/mTOR経路、MAPK経路、転写因子FOXO3
がグリオブラストーマ幹細胞を標的とする治
療のよい分子標的となりうる可能性を示唆す
るものと考えられる。 
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