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研究成果の概要（和文）：治療困難な悪性神経膠腫（膠芽腫）に対しては、がん遺伝子である上皮成長因子受容体を標
的とした治療が行われているが、腫瘍は治療抵抗性である。本研究では、この治療抵抗性に関連しているとして以前に
同定し命名したSDeltaE遺伝子群につき、さらなる機能解析を施行した。これにより、SDeltaE遺伝子のいくつかは、脳
腫瘍幹細胞に高発現していることが明らかとなった。また、この発現を抑制すると腫瘍増殖や浸潤が抑制されることが
確認され、悪性脳腫瘍の新規治療標的として期待された。

研究成果の概要（英文）：　Molecular targeted therapy against epidermal growth factor receptor (EGFR）had 
been tested for malignant gliomas (glioblastomas), however, the efficacy was limited since the tumors 
rapidly became resistant to the targeted therapy. In this study, we analyzed the function of a set of 
resistance-related genes that we identified in the previous study and called “SDeltaE” (the substitute 
for Delta EGFR expression). Some of candidate SDletaE genes were revealed to be upregulated in 
glioma-initiating cells. Inhibition of these SDeltaE led to suppression of tumor cell growth and 
invasion. Hence, these genes were expected be the novel targets in malignant gliomas.

研究分野：悪性脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
悪 性 神 経 膠 腫 の 中 でも 特 に primary 

glioblastoma でその増幅や変異が高頻度に
認 め ら れ る 上 皮 性 増 殖 因 子 受 容 体 
(Epidermal growth factor receptor; EGFR）
は、魅力的な分子標的治療の対象として、現
在まで様々な標的療法が試みられているが、
期待されるほどの結果は未だ得られておら
ず、なお一層の基礎研究を含めた探求が必要
と考えられる（Furnari FB, …, Mukasa A et 
al. Malignant Glioma: Genetics, Biology 
and Paths to Treatment. Genes Dev 2007）
(Inda MM, Bonavia R, Mukasa A et al. Tumor 
Heterogeneity is an Active Process 
Maintained by a Mutant EGFR-induced 
Cytokine Circuit in Glioblastoma. Genes 
Dev 2010)。 

研 究 代 表 者 は こ の た め 、 膠 芽 腫 の
establishment 時に必要であった遺伝子異常
が、形成された腫瘍の維持増殖に依然必要か
どうかという分子標的治療に必須の課題の
検証目的に、DeltaEGFRの発現を doxycycline
にて on-off できる膠芽腫細胞株を作成した
(Huang PH, Mukasa A et al. PNAS 2007)。
そして、この細胞株を移植して形成したヌー
ドマウス皮下腫瘍の増殖が、DeltaEGFR の発
現をマウス飲水中の doxycyclineにて抑制す
ると停止することから、DeltaEGFR は腫瘍形
成後の増殖維持にも必要であることを示し
た。さらに、DeltaEGFR の発現を失った腫瘍
の増殖は一旦停止するが、一定の静止期を経
て DeltaEGFR非依存性の増殖能を獲得して再
増大してくることが観察され、これが正に分
子標的治療に対する耐性獲得能を解析する
良い動物モデルになると考えられた。この様
な耐性獲得のメカニズムは分子標的薬の 
combination therapy などの治療戦略を考え
る上でも、臨床上非常に大切な点である。原
因として、EGFRシグナルの遮断を行っても代
替となるシグナル伝達経路が活性化された
細胞群が台頭して治療抵抗性の獲得にいた
るなど、様々な仮説が提示されつつあるが未
だ解決されていない (Wykosky J, Mukasa A 
et al. Cell cycle 2010)。 

そこで、この耐性獲得過程が明らかになれ
ば、より効果的な治療法の開発に結びつくと
考え、マイクロアレイやプロテオミクスなど
のスクリーニング手法を用いて耐性に関連
する遺伝子群を同定し、それらを Substitute 
for DeltaEGFR Expression (SDeltaEs)と呼
んだ（図１）。また、これが実際に、DeltaEGFR
非依存性の増殖能に関与していることの解
明を行った (Mukasa A et al. PNAS 2010)。
SDeltaEs には、特に 5～10程の興味深い分子
がその中には含まれ、実際にヒト悪性神経膠
腫やその腫瘍幹細胞にても高発現している
ものを複数含んでいて、患者予後との関連も
preliminary な解析から示唆されているが、
これらの分子の働きや相互関係などは未だ
明らかでない。 

 
２．研究の目的 
研究代表者は、膠芽腫に高発現する変異型

EGF 受容体(DeltaEGFR)に対する標的治療の
耐性獲得マウスモデル確立し、その解析から
DeltaEGFR の腫瘍原性を担う機能を代替しう
る分子標的治療の耐性関連遺伝子群を新た
に 同 定 し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を
SDeltaE(substitute for DeltaEGFR 
expression)と名付けた (Mukasa et al. PNAS 
2010) 。 な か で も 機 能 未 知 の 遺 伝 子
SDeltaE-1/KLHDC8A は、ヒト悪性神経膠腫と、
特にその腫瘍幹細胞に高発現しており、患者
予後とも密接に相関していた。また、その機
能抑制によりマウスでの腫瘍増殖が著明に
抑制されることを示した。 
本研究では、この SDeltaE-1 及びその他

SDeltaE 遺伝子群の腫瘍原性に寄与する機能
を、脳腫瘍幹細胞などを用いた解析で明らか
にするとともに、これら分子とそのシグナル
伝達経路を標的とした新規治療法の創出を
目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) これまでに同定した既知及び未知の、分
子 標 的 治 療 耐 性 に 関 連 す る 遺 伝 子 群
(SDeltaEs)の発現が、脳腫瘍細胞株、ヒト悪
性神経膠腫臨床材料、ヒト正常組織、患者よ
り単離・培養した脳腫瘍前駆細胞様細胞株
（脳腫瘍幹細胞）において上昇しているか
（もしくは活性化を受けているか）を、遺伝

図１: Microarray revealed genes that 
potentially substitute for Delta EGFR 
expression. 
（最右列のクラスター4検体で高発現（赤
で示す遺伝子を SDeltaE遺伝子と呼んだ） 



子および蛋白レベルで明らかにし、臨床材料
では、実際の患者の治療経過・予後の情報な
どとの関連を調査する。また、これら遺伝子
群の変異の有無を主に上記の臨床検体を用
いて確認し、既知の遺伝子変異との関連を解
析する。 
 
(2) SDeltaE 遺伝子群のうち機能が明らかで
ない分子は、その働きを阻害または活性化さ
せることで、腫瘍の増殖が抑制または促進さ
れるかを、in vitro 及びヌードマウスにお
ける腫瘍形成能などを指標に解析し、新たな
標的治療となるべき遺伝子の候補を絞り込
む。また、腫瘍増殖能に関連していることが
判明した分子に対して、EGFR との combined 
targeted therapy を該当する細胞株に対し
て、in vitro 及び in vivo で行い、臨床応
用への可能性を探る。 
 
(3) SDeltaE 遺伝子の機能解析を行い、脳腫
瘍での特に in vivo における腫瘍原性のメ
カニズムの探求を行う。SDeltaE シグナルの
果たす機能的役割を、分子の局在や相互作用、
下流のシグナル経路の解析などにより特定
し、その EGFR シグナル経路との相同性を調
べる。また、SDeltaE 遺伝子群のなかでも特
に SDeltaE-1遺伝子に関しては、これが脳腫
瘍幹細胞や神経幹細胞に高発現であること
から、これらの細胞内での機能解析により、
これらの（腫瘍）幹細胞の維持・増殖・分化
に及ぼす影響を細胞生物学的に解析する。 
 
４．研究成果 
(1) SDeltaE 遺伝子の悪性神経膠腫（膠芽腫）
及び腫瘍幹細胞での発現上昇の確認 
 
①神経膠腫臨床材料における SDeltaE発現解
析を行うにあたり、東京大学脳神経外科及び
その研究協力施設の脳腫瘍臨床検体の基本
的な遺伝子やゲノム異常の解析をまず行っ
た。なかでも、神経膠腫に異常の頻度が高い
と知られている、IDH遺伝子、TP53 遺伝子の
変異や染色体 1p19q のヘテロ接合性の消失
（LOH）、MGMTプロモーターメチル化（MSP法
による）などについての解析を施行して、そ
れぞれの異常の頻度や相互関連を明らかに
することで、SDeltaE 発現解析をする臨床検
体の特徴を精査した。 

これらの研究途上において、特に星細胞腫
においては、ATRX 遺伝子の変異が、乏突起膠
腫においては CIC 遺伝子、FUBP1 遺伝子の変
異、小児膠芽腫においては H3.3 をコードす
る H3F3A遺伝子の変異が高頻度ということが
報告されたため、一部の検体においてはこれ
らも確認し、これまでの報告と矛盾のないこ
とを明らかにした。H3F3AK27M の変異解析に
関しては、およそ 50 才以下の視床の悪性神
経膠腫患者では、高率に H3F3A K27M の変異
が認められるのに対し、50 才以上の患者で
は、ほとんど認めないことが明らかとなった。 

また、近年発見された TERT 遺伝子プロモ
ーターの変異解析も施行した。これにより、
IDH1 変異を持たない悪性度の高い膠芽腫に
TERT 遺伝子プロモーター変異が高率に認め
られることが明らかとなった。 
 
②SDeltaE 遺伝子発現解析をする対象として
の、脳腫瘍幹細胞株の樹立を悪性神経膠腫手
術採取検体より順次行った。 
さらに、これらの細胞株の性質を調べるた

めに、WST assayにより、in vitro での増殖
確認実験を施行した。その後、マウス脳内へ
の移植を行い、その腫瘍形成能につき検討を
行った。これにより、腫瘍原性の高い株と低
い株を数種類ずつ樹立することができた。 

また、これらの細胞株において腫瘍原性の
源になる EGFR の発現や、幹細胞性を反映す
る CD133などのマーカーの発現を、定量的 PCR
などにて確認した（下図）。さらに、MLPA 法
により、これら腫瘍幹細胞における、がん遺
伝子座の増幅の有無などを確認しパネルを
作成した。 

 
③以上のような、ヒト悪性神経膠腫臨床材料
や患者より単離・培養した脳腫瘍幹細胞株に
加え、対象となる正常組織や良性腫瘍を加え
て、SDeltaEs 遺伝子について定量的 PCRなど
を用いてその発現を確認したところ、悪性度
の高い組織において mRNA の発現量が高いこ
とが、いくつかの SDeltaE遺伝子において確
認でき、また SDeltaE１遺伝子においては、
腫瘍原性の高い脳腫瘍幹細胞株で、その発現
が亢進していることが確認された。(下図) 
 



 
(2) SDeltaE 遺伝子群の機能解析 
 
①SDeltaE 遺伝子群のいくつかを用いて、そ
の働きを阻害または活性化させることで、腫
瘍の増殖が抑制または促進されるかを解析
した。これにあたり、対象とする SDeltaE 遺
伝子の発現が高い細胞においては、その働き
の阻害を shRNA遺伝子導入により行い（下図）、
また発現が低いものに対しては、ウィスルを
用いた遺伝子導入にて活性化させることで、
腫瘍の増殖が抑制または促進がされるかを、
in vitro では MTT アッセイ、in vivo では、
ヌードマウスに おける腫瘍形成能などを主
な指標として解析した。 
この結果、発現阻害により腫瘍の増殖能を

減弱させるもの、浸潤能を減弱させる分子を
それぞれ同定することができた。 
 

 

 
②治療により耐性を得た実際の臨床検体を
もちいたプロファイル変化の解析を行った
ところ、治療耐性を得た腫瘍にはメチル化プ
ロファイルの変化をきたしていることが明
らかとなった。このような悪性化に伴うメチ
ル化プロファイル変化が多数検体にて生じ
ることを確認でき、今後 SDeltaE 遺伝子発現
との関連の検証が期待された。 
 
(3) EGFRによる悪性神経膠腫細胞増殖促進効
果の in vivo 評価系の確立 
 
膠芽腫の EGFR による増殖の促進は、in 

vitro の通常の培養条件下での実験では、判
定困難なことが、これまでの予備実験にて予
測されていた。そのため、in vivo での検
証実験に供しうる新たな assay 系の確立に
取り組んだ。具体的には、キトサンを初めと
する基質を用いた 3 次元培養法による EGFR
遺伝子発現の有無による増殖速度の差の測
定や、様々な腫瘍幹細胞培養条件下での、増
殖 における EGFR発現の影響の評価などを行
った。この、結果、特定の条件下において、
EGFR発現の影響を in vitro においても良好
に評価しうるという結果を得ることができ
た（下図）。 
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