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研究成果の概要（和文）：グリオーマは悪性度の高い脳腫瘍の一種であり、新たな治療戦略の開発が求められて
いる。グリオーマ幹細胞の三次元培養を行うと、培養初期には幹細胞マーカーを発現する均一な細胞集団が観察
されるが、浸潤プロセスにしたがって分化マーカーを発現する細胞が混在した不均一な細胞集団が形成される。
本研究では、グリオーマの新たな治療戦略を開発するために、この不均一性の出現メカニズムを検討し、特定の
受容体を介したシグナルが重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Glioma is a type of brain tumor with high malignant potential, and there is 
a need to develop new therapeutic strategies. When glioma stem cells are cultured in 
three-dimension, a homogeneous population of cells expressing stem cell markers is observed in the 
early stages of culture, but following the invasion process, a heterogeneous cell population mixed 
with cells expressing differentiation markers is formed. In this study, we investigated the 
mechanism of the emergence of this heterogeneity and identified the importance of specific 
receptor-mediated signals in developing new therapeutic strategies for gliomas.

研究分野： 細胞バイオメカニクス、ティッシュエンジニアリング

キーワード： 不均一性　グリオーマ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グリオーマは悪性度の高い脳腫瘍の一種であり、治療を難しくしている原因の1つにグリオーマ幹細胞に起因す
るがんの不均一性がある。この不均一性が出現するメカニズムを明らかにすることができれば、がんの不均一性
を無くすことも可能になり、新たな治療法の開発につながる。本研究では、不均一性の出現を仲介するメカニズ
ムの一部を明らかにした点に学術的意義があり、この発見を元にさらに研究を推進し、不均一性の出現を仲介す
る因子が特定されると新たな治療法の開発につながる点で社会的意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、マイクロ加工によって作製したマイクロ流体デバイスを用いた独自の三次元

培養法を開発し（Shin et al., 2012, Nat Protoc）、生体工学の立場からがん細胞の浸潤メカニズムを
解き明かす研究に従事してきた。研究を開始した当初は、肝細胞癌の細胞株 HepG2 を用いてが
ん細胞の浸潤を調べてきたが（Kalchman et al., 2014, Microfluid Nanofluid）、近年は生体内のがん
を生体外で忠実に再現するがん幹細胞を用いて研究を進めている。特に、浸潤能力が高く、有効
な治療法が確立されていない悪性脳腫瘍に着目し、グリオーマ幹細胞を用いて研究を進めてい
る。これまでの研究で、グリオーマ幹細胞が血管との相互作用によって浸潤が誘導されることや
（Chonan et al., 2017 Integr Biol）、間質流によって下流方向に浸潤が誘導されることなどを明ら
かにしてきた（Namba et al., 2021, Tissue Eng Part A）。また、これらの浸潤プロセスにおいてグリ
オーマ幹細胞が未分化細胞と分化細胞の混在した不均一な細胞集団を形成することを見出して
いる。グリオーマ幹細胞は薬物治療や放射線治療に対する抵抗性があることが知られており
（Osutka et al., 2017, J Clin Invest）、グリオーマ幹細胞に起因する不均一性が治療を困難にしてい
る。そこで、研究代表者が培養で再現したグリオーマの不均一性について、その詳細な出現メカ
ニズムを解明することがグリオーマの画期的な治療戦略の開発につながると考えた。実際、がん
幹細胞を分化させる新しいがんの治療戦略が期待されている（Arima et al., 2020, Cancer Sci）。こ
れまでの研究で、研究代表者はグリオーマ幹細胞が培養中で不均一性を出現することを見出し
てきたが、不均一性が出現するメカニズムについては未解明のままになっていた。しかし、最近
の研究で細胞密度の高い浸潤後方において分化細胞が出現することに着目し、細胞分泌因子が 
局所に蓄積し、不均一性の出現に関与することを突き止めた。以上の経緯から、グリオーマ幹細
胞を高密度で培養した培養上清から、グリオーマ幹細胞の分化に寄与する因子を特定すること
で、不均一性の出現メカニズムの全貌を解明する研究構想に至った。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、最も悪性度の高い脳腫瘍（グレード IV グリオーマ：グリオブラストーマ）の

新たな治療戦略の開発を目指し、生体工学の立場からがん細胞の浸潤メカニズムを調べてきた。 
グリオブラストーマは、多種多様な形態の細胞によって構成されており、この不均一性が悪性度
に関与していると考えられている。がんの不均一性が生じるのは、正常組織だけでなく、腫瘍組
織にも幹細胞が存在し、がん幹細胞が様々な子孫細胞を生み出すためであると考えられている。
この概念に基づき、神経幹細胞にがん遺伝子を過剰発現させることによってグリオーマ幹細胞
が樹立された（Sampetrean et al., 2011, Neoplasia）。研究代表者は、マイクロ流体デバイス（図 1A）
を用いたグリオーマ幹細胞の三次元培養システムを開発し、培養初期には幹細胞マーカー（nestin）
を発現する均一な細胞集団が観察されるが（図 1B）、コラーゲンゲル内部に浸潤した細胞集団で
は、分化マーカー（GFAP）を発現する細胞が混在した不均一な細胞集団が形成されることを見
出した（Chonan et al., 2017 Integr Biol; Namba et al., 2021, Tissue Eng Part A）（図 1C）。グリオーマ
の新たな治療法を開発するためには、この不均一性の出現メカニズムを解明する必要があるが、
そのメカニズムについては長い間明らかになっていなかった。しかし、最近の研究で、細胞密度
の高い浸潤後方において分化細胞が出現することに着目し、細胞分泌因子が局所に蓄積し、不均
一性の出現に関与することを突き止めた。そこで、本研究では、この発見を足掛かりにして、不
均一性を出現させる細胞分泌因子を特定し、グリオーマ幹細胞の不均一性出現メカニズムを解
明することを目的とした（図 1D）。 
 
 

 
図 1 マイクロ流体デバイスで観察されるグリオーマ幹細胞の不均一性 

 
 
 



３．研究の方法 
（1）培養デバイスの作製と細胞培養 
マイクロ流体デバイスを用いたグリオーマ幹細胞の三次元培養を行い、浸潤プロセスを解析

した。マイクロ流体デバイスはフォトリソグラフィ法によってマイクロ加工した鋳型を用いて、
シリコーンゴムにマイクロ流路を転写し、カバーガラスとプラズマ接着させることによって作
製した。 
（2）不均一性を出現させる因子の特定 
網羅的および選択的解析の両面から「グリオーマの不均一性」の出現に寄与する細胞分泌因子

を探索した。 
① 網羅的解析（マイクロアレイ解析）：研究代表者の予備的な知見より、高密度で培養したグ

リオーマ幹細胞の培養上清によってグリオーマ幹細胞が分化することがわかっている。そこで、
培養上清に含まれる分泌因子を網羅的に解析するマイクロアレイ解析を行い、グリオーマ幹細
胞の分化に関与する因子を絞り込んだ。 
② 選択的解析（シグナル伝達経路阻害）：細胞の生存や細胞死、増殖、ストレス応答など、細

胞運命に関わる基本的なシグナル伝達経路（PI3K 経路、ERK 経路、p38 経路、JNK 経路）の阻
害実験を行い、各経路の阻害剤（LY294002、SB203580 など）を添加した際にグリオーマ幹細胞
の分化状態がどのように変化するのか免疫蛍光染色によって調べた。分化誘導に関与している
経路を特定し、当該経路の上流にあるシグナル因子（増殖因子やサイトカインなど）を調べた。 
 
４．研究成果 

本研究は 3 つのステップに分けて研究を遂行し、最終的にグリオーマ幹細胞が浸潤する際に
不均一性が出現するメカニズムに関与する重要な細胞分泌因子を特定することを目指した。ま
ず、ステップ 1 では、培養デバイスの作製と細胞培養を行い、マイクロ流体デバイスを用いたグ
リオーマ幹細胞の三次元培養システムを構築した。このシステムを用いてグリオーマ幹細胞の
浸潤プロセスを観察すると、浸潤先端部のグリオーマ幹細胞は幹細胞性を維持している一方で、
浸潤後方の細胞は分化した細胞が分布する不均一性を有することを確認した。以上より、グリオ
ーマ幹細胞の三次元浸潤モデルを構築することができた。次にステップ 2 として、不均一性を出
現させる因子の網羅的解析による特定に取り組んだ。具体的には、高密度および低密度で培養し
たグリオーマ幹細胞のマイクロアレイ解析を行い、グリオーマ幹細胞の発現変化について網羅
的に調べた結果、不均一性を誘導する候補として 3 つの因子をリストアップした。さらに、これ
らの因子がグリオーマ幹細胞の分化に与える影響を調べたところ、TGF-β1 がグリオーマ幹細胞
の分化を誘導することを見出した。また、TGF-β 受容体阻害剤を添加すると、浸潤根本部で分化
する細胞が消失し、不均一性が失われた。すなわち、グリオーマ幹細胞による不均一性出現メカ
ニズムには TGF-β受容体を介したシグナル伝達が重要であることがわかった。 
ここまでの研究で、グリオーマ幹細胞による不均一性出現メカニズムには TGF-β 受容体

を介したシグナル伝達が重要であることまでは明らかになっているため、ステップ 3 とし
て、TGF-β 受容体のリガンドとしてグリオーマ幹細胞が何を分泌しているのかという点に
ついて調べた。TGF-β受容体阻害剤として用いたSB431542には、TGF-β受容体であるALK4、
ALK5、ALK7 を阻害する効果がある。したがって、これら 3 つのうち、どの受容体がグリ
オーマ幹細胞の分化に重要な役割を果たしているかという点について調べた。まず、siRNA
を用いてグリオーマ幹細胞における ALK4、ALK5、ALK7 の発現を個別に阻害し、グリオ
ーマ幹細胞の分化に与える影響を調べた。その結果、ALK4 を阻害した場合に、浸潤後方に
おけるグリオーマ幹細胞において分化マーカーの発現が減少した。一方で、ALK5 および
ALK7 を阻害した時には分化マーカーの発現に大きな変化がなかった。さらに、siRNA 以外
の方法で ALK5 を阻害する方法として阻害剤を用いた方法を検討した。ALK5 のみを阻害す
る試薬はなかったが、ALK4 および ALK5 を阻害する試薬があり、この阻害剤を添加する
と、浸潤後方におけるグリオーマ幹細胞において分化マーカーの発現が顕著に減少した。
ALK5 は siRNA を用いた阻害実験では、グリオーマ幹細胞の分化マーカーの発現に影響を
与えなかったことから、ALK4 が阻害されたことによって浸潤後方におけるグリオーマ幹細
胞において分化マーカーの発現が顕著に減少した可能性が高いと考えられる。以上より、
TGF-β受容体のリガンドとしてグリオーマ幹細胞が分泌している因子は、ALK4 のリガンド
であることを見出した。したがって、ALK4 のリガンドを用いてグリオーマ幹細胞を分化誘
導することが可能になると、グリオーマ幹細胞の不均一性が消失することが予想される。こ
の成果は、グリオーマの分化状態を人工的に調節する点に着目したまったく新しい治療戦略の
開発につながる可能性がある。 
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