
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３４０１

基盤研究(C)

2013～2011

グリオーマの浸潤機構の解明とその阻害方法

Mechanism of glioma invasion and its inhibition

８０２５１９９０研究者番号：

北井　隆平（Kitai, Ryuhei）

福井大学・医学部・准教授

研究期間：

２３５９２１１８

平成 年 月 日現在２６   ６   ５

円     3,400,000 、（間接経費） 円     1,020,000

研究成果の概要（和文）：A172、U87、T98G細胞株、患者摘出初代培養細胞などのグリオーマ細胞株、それぞれの運動
能力を連続ビデオ撮影にて定量化した。細胞の外的環境を低酸素、低pHで刺激すると、刺激された生存した細胞は運動
能力が高まることが分かった。浸潤先端のサイトカインについては有意差を証明できなかった。脳腫瘍で臨床使用して
いるインターフェロンベータによりグリオーマの走化性の低下を証明することができた。グリオーマでの浸潤先端を可
視化するために、５ALAを指標とした解析を行った。実験で浸潤細胞の密度と５ALAの蛍光強度が連続変数的に変わるこ
とを見出し、浸潤先端肉眼判定の指標を作成した。

研究成果の概要（英文）：The motility of cultured glioma cells were estimated by video monitor. The glioma 
cell line A172 was the most moving cells in other cells such as U87, T98G and primary glioma cell culture.
 The cells stimulated by low Oxygen chamber and low pH showed initial cell halt and following high motilit
y. The inhibition of these motility was blocked by interferon beta. As for the detection of invasion front
, recently 5ALA photodynamic diagnosis was introduced in glioma surgery. Using cultured cells, the fluores
cent intensity and cell density were determined. The detection limit by the operator's naked eyes was repo
rted.
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１．研究開始当初の背景 
グリオーマは浸潤性であり完全摘出は不可
能で局所残存腫瘍の再発により不幸な転機
をとる。腫瘍浸潤を制御出来れば、局所の再
発に対し再摘出術、放射線照射の工夫で患者
予後は改善するはずである。テモゾロマイド、
血管新生阻害、分子標的治療の現代治療にお
いて残された最大のグリオーマ研究課題は
腫瘍浸潤の制御である。 
 
２．研究の目的 
グリオーマの浸潤機構を明らかにし、先端浸
潤グリオーマ細胞の同定方法、浸潤阻害に注
目した薬剤をスクリーニングすることで新
しい視点からの治療方法を提案する。 
 
３．研究の方法 
（1）培養グリオーマ細胞を用いた細胞運動
のビデオ観察とその定量化 
 
T98G, A172, U87, 摘出初代培養膠芽腫細胞
株を MEM+10%FBS 中にて培養した。対数増殖
期の細胞をガラスチャンバー中に培養し、自
動ビデオ撮影装置にて７２時間の撮影を行
った。１００個以上の細胞の核の位置をコン
ピューター上で測定し、細胞の平均移動距離
とした。 

（写真培養開始 １２時間目と４８時間目、
特定の細胞に着目して移動距離を測定） 
 
（2）細胞外環境の変化による細胞の走化性
変化、低酸素による刺激、低ｐＨによる刺激 
 
低酸素チャンバーを用いた細胞への低酸素
負荷を行う。酸素モニターの上、30 分間の低
酸素を負荷し、
細胞の生存率を
ＬＤＨassay で
測 定 、 細 胞 の
motility を上記
１の手法で測定
した。（写真：低
酸素チャンバー
とその中にある酸素計、ならびにタイマー） 
 
低 pH 負荷は 25mM の NaHCO3 と 25mM の HEPES
のそれぞれのバッファーを入れた培養液を
混合し、ｐＨ6.8、7.0,7.2 の環境を作成し、
細胞へ負荷した。 
 
（３）臨床例におけるグリオブラストーマ腫

瘍中心部分のサイトカイン、ケモカイン濃度
と周辺浸潤部分での測定 
手術で摘出する際に腫瘍中心部ならぶに周

辺部分を分けて採取、凍
結した。組織をビーズに
よるホモジェネーを行
い、タンパク採取、その
組織中サイトカインを
タンパクアレイにて検
討した。 
 
（写真：サイトカインア

レイ） 
（４）薬剤スクリーニングによる腫瘍細胞走
化性低下の検討 
 
グリオーマの臨床で使用されているテモゾ
ロマイド、ＡＣＮＵ、シスプラチン、エトポ
シド、インターフェロンベータ、イーケプラ
など臨床使用可能な薬剤を培養液中に添加、
走化性をビデオで観察した。 
 
（５）浸潤先端の同定法 ５ＡＬＡによる蛍
光強度と細胞密度の検討 
 
T98G, U87, U251, C6 グリオーマ細胞、SW 胃
癌、HCT 大腸癌細胞株を使用した。培養液中
に 5-ALA を 0.03％の濃度で添加し、4時間後
1％Agar で固定した。腫瘍標本に青色レーザ
ー光を照射し、励起光を肉眼で観察し、
spectrophotometer で測定した。 
 
（６） 浸潤先端臨床症例の検討 
 
福井大学先進医療承認のもと患者に5-ALAを
服用、脳腫瘍摘出時に蛍光の確認と青色レー
ザー光励起による蛍光スペクトラムを測定
した。protoporphyrin IX の組織内濃度を定
量した。 

 

４．研究成果 
 
A172 細胞株の運動能力が U87、および T98G
に比較して高いことを見出した。細胞に外的
環境を変化させ、運動能力、浸潤能力を検討
した。低酸素チャンバーにて１％酸素分圧、
30 分間の低酸素条件にしたところ、一旦細胞
は停止するが、生存した細胞は運動能力が高
まることが分かった。インターフェロンによ
る細胞運動への影響を3日間ビデオ観察下培
養で見たところ、コントロールでは細胞一個
当たりの移動距離は 835.1+-260.4μｍが、イ
ンターフェロン 2000U/ｍｌを添加では
467.7+-183.5 インターフェロン 8000U/ｍ
ｌでは 631.3+-177.0 と低下した。インター
フェロンの多面的作用としてグリオーマの
走化性の低下を証明することができた。なお、
インターフェロン 2000U/ｍｌは細胞死や細
胞回転に影響を与えない濃度である。Wound 
healing model による検討でも同様でインタ



ーフェロンベータ添加で走化性の低下が証
明された。 
臨床症例で腫瘍中心部分のサイトカイン、ケ
モカイン濃度と周辺浸潤部分での測定を行
ったが、症例数が少なく有意な差のあるケモ
カインは同定することができなかった。この
過程で、非常に浸潤能が亢進していると考え
ている gliomatosisi cerebli と思われた症
例が、本研究の精細な検討により中枢神経原
発悪性リンパ腫であることが分かり、
lymphomatosis cerebliとして論文報告した。
さらに悪性リンパ腫におけるサイトカイン
sIL-2receptor による診断意義とその産生細
胞が明らかになり、論文発表した。 

（写真：Lymphomatosis cerebri の浸潤部位）
浸潤の著しいグリオーマ細胞でも同様の手
法で研究されるという点で有意義であった。 
 
臨床標本で臨床例では浸潤先端を可視化す
るために、５ALA を指標とした浸潤先端組織
ならびに大切片の腫瘍バンクを作製した。実
験で浸潤細胞の密度により５ALA の蛍光強度
が連続変数的に変わることを見出し、浸潤先
端の定量化を行い臨床症例と合わせて学会
で報告した。 

 
その結果は、肉
眼では見えない
蛍光強度であっ
て も 波 長
632/508nm 比で
0.65 を超えると

（写真：細胞密度と蛍光）肉眼で蛍光陽性と
判断されるが、その浸潤細胞密度は 1ｘ10７
cell/ml 程度存在することを証明した。 
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