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研究成果の概要（和文）：　我々は、悪性神経膠腫患者から手術時に得た細胞を継代培養せずに、ヌードマウスの皮下
に植え込み、GSCを得るという方法を用いることで、グリオーマ癌幹細胞（GSC）の性質を保ったまま濃縮でき、GSCを
豊富に含んだ腫瘍細胞を安定して使用できるようになった。ターゲットにするGSCに特異的な分子を探索したが、現在
までに最適な分子の同定には至っていない。また、フィブリン糊にテモゾロマイド（抗腫瘍薬）を混濁させ、マウスの
皮下に植え込んだ腫瘍に対する抗腫瘍効果を検討したところ、有効性が認められ、テモゾロマイドを一つの候補薬剤と
している。
　最終的には、GSCに最も効果的な分子標的薬を選択したいと考えている。

研究成果の概要（英文）：We developed the method for concentrating and enriching Glioma stem cell(GSC) by s
ubcutaneous implantation of malignant glioma cells into nude mice. By this method we could obtained tumor 
cells including abundant GSCs. We have been identifying a new molecule specific for GSC by some molecular 
biological techniques, however, we have not yet found the most suitable molecule. In parallel, we mixed te
mozolomide and fibrin glue and investigated the anti-tumor effect of this drug in the mouse model. 
We found the efficacy of this drug and we think we should search for an optimal molecular target drug.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 悪性グリオーマは手術、放射線治療、化
学療法などの集学的治療を行うにもかかわ
らず、治療成績の向上があまり得られていな
い疾患のひとつである。その理由として手術
においては全摘出することは困難であり、必
ず細胞レベルで残存するが、これらの残存腫
瘍がその後の放射線治療や化学療法におい
ても死滅させることができずに、いずれ再発
してくることによる。いわゆる放射線治療や
化学療法に抵抗性の細胞が残存するのであ
るが、これらの細胞がグリオーマ癌幹細胞 
(glioma cancer stem cell, 以後 GSC と略す)
と考えられている。GSC の治療抵抗性のメカ
ニズムに関してはいろいろ提唱されている
が、まだ完全には解明されていない。しかし、
GSC を認識する表面マーカーに関してはいく
つか報告されており、これらの表面マーカー
を認識する抗体も開発されている。 
 
(2) 我々は、今までに様々な薬剤を内包でき
るミセルを用いた新しい薬剤デリバリーシ
ステムを開発してきた。また、この薬剤内包
ミセルの表面に特定の分子を認識する抗体
を付加できるシステムも開発した。動物実験
にてこの薬剤内包ミセルは、腫瘍特異的に集
積することを確認した。 
 
 
２．研究の目的 
前述のごとく、悪性グリオーマは放射線治

療や化学療法に抵抗性を示すが、その抵抗性
の克服が研究の目的である。我々は、治療抵
抗性の原因はGSCが存在していることに起因
すると考えており、GSC を特異的にターゲッ
トにする治療法の開発を目標とした。GSC に
特異的な表面マーカーを認識する抗体を作
成し、それを薬剤内包ミセルの表面に付加し、
これを投与することによって、GSC を細胞死
に導くというGSCをターゲットにした治療法
を実現化することが最終的な目的である。 
 
 
３．研究の方法 
(1) GSC の樹立と GSC に特異的な分子の同定 
GSC を患者手術サンプルより継代培養して

獲得していたが、継代培養を続けることによ
ってGSCの性質変化が認められることがわか
った。このため、従来の方法から、手術サン
プルを継代培養しないで、そのままヌードマ
ウスの皮下に植え込み腫瘍を増大させて GSC
を得るという方法に転換した。この方法によ
って GSCの性質を保ったまま GSCを増やして
濃縮することができた。濃縮できた GSC を用
いて、GSC に特異的な分子の同定を試みた。
当初マイクロアレイという方法にて GSC と
GSC 以外の腫瘍細胞にて発現レベルの異なる
分子の同定を試み、いくつかの分子を同定し
た。更にプロテオミクスや様々な分子生物学
的手法を用いて、GSC に特異的な分子の同定

と検証を繰り返した。 
 
(2)抗腫瘍効果を示す薬剤内包ミセルの開発 
悪性グリオーマは臨床的に腫瘍栄養血管

の血管透過性が亢進しており、また血液脳関
門も破壊されていることが多い。これまでの
実験にて、我々は薬剤内包ミセルが血液脳関
門が破綻した腫瘍に特異的にデリバリーさ
れることを見出している。以前は SN38 とい
う DNAトポイソメラーゼの活性型の抗腫瘍薬
を内包させて実験していたが、悪性グリオー
マに更に有効な薬剤の利用を考案している。 
 
(3) GSC を特異的に認識する抗体を付加した
薬剤内包ミセルの開発 
GSC を特異的な分子を同定し、それを特異

的に認識する抗体を作成し、薬剤内包ミセル
に付加するわけであるが、いくつかの分子を
同定したところ、細胞内の分子では薬剤内包
ミセルのデリバリーがうまくいかないこと
が判明したために、GSC に特異的な表面マー
カーに絞って薬剤内包ミセルに付加し、GSC
特異的表面マーカー分子認識抗体付加の薬
剤内包ミセルの開発をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
(1) GSC の安定した継代培養 
当初、我々は悪性グリオーマの手術標本よ

り得られたサンプルをGSC用継代培地にて培
養していたが、継代を繰り返すうちに形質変
化が認められた。そこで、我々は手術より得
られた悪性グリオーマの細胞をそのままヌ
ードマウスの皮下に植え込み、生体で継代を
繰り返すことによりGSCをかなり濃縮して採
取することができた。これらを用いることに
よってGSCを安定して実験に使用できるよう
になった。 
 
(2) GSC に特異的な表面マーカー分子の同定 
GSC を特異的に認識する抗体を作成するに

は、GSC 特異的に発現する細胞表面の分子が
望ましい。マイクロアレイを用いて GSC に特
異的に発現する分子をいくつか同定したが、
多くは細胞内の分子であり、抗体を作成した
場合にその分子を認識する高率がかなり悪
いことが判明した。そこで、細胞表面の分子
に絞ってGSCに特異的な分子の同定を試みた
が、マイクロアレイではうまく同定できなか
った。そこでプロテオミクス等の方法や、ゲ
ノムレベルでのスニップマイクロアレイ法
でも分子の同定を試みた。スニップマイクロ
アレイでは悪性グリオーマに強発現してい
る EGFR、PDGFR、MET などの分子は同定でき
たが GSC に特異的ではなかった。GSC におい
て従来より特異的マーカーとして報告され
ているCD133という細胞表面の分子も同定さ
れたので、他の分子が同定できない場合は、
若干特異性に問題があるが使用可能と思わ
れた。 



(3) 抗腫瘍効果を示す抗がん剤の選択 
悪性グリオーマに臨床的に有効とされる

抗がん剤は限られており、アルキル化剤が最
も一般的である。最近、ほとんどの臨床では
テモゾロマイドという薬剤が使用されてい
る。我々はテモゾロマイドの GSC に対する有
効性を検証するために、テモゾロマイドの注
射液をフィブリングルーに混濁させ動物モ
デルに投与することで、薬剤内包ミセルとし
て使用した場合と同様に徐放的な効果が得
られないかを検証し、論文として発表した（S. 
Anai et al. Cancer Sci. 2014)。この結果、
テモゾロイドにおいて十分な抗腫瘍効果が
得られることが確認でき（図１）、現在 GSC
に対する抗腫瘍効果を検証している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) GSC が濃縮された悪性グリオーマサンプ
ルの動物モデルの作成 
我々は、最終的に薬剤内包ミセルを投与し、

その効果を判定するためにはGSCが豊富に存
在する動物モデルが必要であり、ヌードマウ
スを用いたモデルの作成に成功した。手術で
得られた悪性グリオーマの細胞をヌードマ
ウスの皮下に植え込み継代していくことで、
GSC が濃縮され、それを継代培養することで
豊富なGSCを含む悪性グリオーマの細胞を安
定して準備できるようになった。これらの細
胞をヌードマウスの脳に植え込み、GSC 濃縮
悪性グリオーマモデルとして使用可能であ
ることを検証できた。今後このモデルで実験
を進めていく予定である。 
 
(5) GSC 特異的表面分子の同定に対する新た
な試み 
GSC に特異的な表面分子を同定することは、

かなり困難であり、なかなか特異性を示す分
子を絞り込めないというのが現状である。マ
イクロアレイやプロテオミクス等の分子生
物学的方法を試みるも、最適な分子にヒット
していない。そこで我々は CD133 の抗体を用
いて悪性グリオーマの細胞からソーティン
グしたものを次世代シークエンス、エクソー
ム解析、および DNA のメチル化の解析を行う
ことを計画している。 
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