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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、悪性脳腫瘍幹細胞と血管内皮前駆細胞に着目し、こ

れらに共通する細胞内シグナル伝達分子の発現を解析して新しい分子標的治療戦略として有望

な標的分子を探索することである。本研究の結果のうち、ケモカインおよびその受容体がグリ

オーマ幹細胞の腫瘍原性および腫瘍血管新生に重要な役割を果たしており、その発現・機能を

抑制することにより抗腫瘍効果がもたらされることから、悪性グリオーマ幹細胞に対する治療

標的候補分子の一つとして期待される。	 

 
研究成果の概要（英文）：The	 purpose	 of	 this	 study	 is	 to	 explore	 the	 novel	 therapeutic	 target,	 
a	 molecule	 which	 is	 vital	 for	 cancer	 stem	 cell	 and	 endothelial	 progenitor	 cell,	 against	 
malignant	 brain	 tumors.	 As	 a	 result,	 some	 promising	 target	 molecules	 were	 found,	 including	 
chemokine	 and	 its	 receptor	 (CXCL/CXCR).	 	 
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１．研究開始当初の背景 
 
悪性脳腫瘍の代表である悪性神経膠腫（グリ
オーマ）は、精力的な集学的治療を駆使して
も、未だ治癒に至らぬ極めて予後不良の疾患
である。現在、術後放射線照射に DNA メチル
化剤のテモゾロミド化学療法を組み合わせ
る治療法が標準治療として行われているが、
同治療法によっても膠芽腫の５年生存率は
未だ 10％にも届かない現状にある(Stupp	 R,	 
et	 al.	 Lancet	 Oncol,	 2009)。従って、悪性
神経膠腫治療成績向上のためには、現行治療
に抵抗する症例に対する新たな治療方法を

確立する必要がある。	 
	 化学放射線治療不応症例の腫瘍組織にお
いて、幹細胞関連遺伝子群が高発現している
という報告がある(Bao	 S,	 et	 al.	 Nature,	 
2008)(Murat	 A,	 et	 al.	 J	 Clin	 Oncol,	 
2008)(Liu	 G,	 et	 al.	 Mol	 Cancer,	 2006)。
最近の“がん幹細胞”理論によると、従来の
化学療法の概念では、細胞周期が盛んに回転
している増殖能の高い非癌幹細胞を殺すこ
とはできても、細胞周期回転の遅い癌幹細胞
には効果が少ないという考え方が導かれる。
つまり、悪性脳腫瘍治療効果を向上させるた
めには、治療抵抗性に関与しているがん幹細
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胞の機能を阻害する戦略が必要となる。そこ
で、応募者らは手術摘出サンプルから樹立し
た初代培養細胞を用いてグリオーマ幹細胞
を単離し、その生物学的特徴を解析してきた。	 
	 治療抵抗例に対する戦略として、分子生物
学的研究による腫瘍細胞内シグナル伝達経
路異常に関する知見に基づいたがん分子標
的治療薬に有効性が期待された。しかし、実
際にはその効果は限定的であり（Vivanco	 I,	 
et	 al.	 Proc	 Natl	 Acad	 Sci	 USA,	 2010）、
本邦で標準治療となっているものは未だ存
在しない。ただ、現在進行中の臨床研究の中
で、抗血管内皮成長因子（VEGF）モノクロー
ナル抗体であるベバシズマブによる再発悪
性脳腫瘍に対する効果が注目されている
（Norden	 AD,	 et	 al.	 Nat	 Rev	 Neurol,	 2009）。
悪性神経膠腫は豊富な腫瘍血管増生が特徴
的で、腫瘍血管新生が亢進すると化学放射線
治療に抵抗することが示唆されている。従っ
て、血管内皮細胞に作用して腫瘍進行に欠か
せない血管新生に関与する VEGF／VEGF 受容
体シグナルを阻害することは、血管新生が抑
制され抗腫瘍効果がもたらされる可能性が
示唆され、実際に、画像検査上の腫瘍縮小や
症状改善などの臨床効果が証明された。しか
し同時に、その有効性は一時的であるという
限界も明らかとなった。その理由として、
VEGF／VEGF 受容体シグナル自体が悪性脳腫
瘍の生存・増殖への関与が低いことから、そ
の阻害作用だけでは直接的な抗腫瘍効果を
生むとは考えにくく、腫瘍の根治に至らしめ
る治療ではない点が考えられる。今後、ベバ
シズマブが悪性脳腫瘍治療薬に加わる可能
性があるが、この不応例に対する新たな戦略
が必要となる。悪性脳腫瘍に対する血管新生
抑制療法の限界を克服する新しい治療とし
て、応募者らは、血管内皮細胞および血管内
皮前駆細胞を含む骨髄由来細胞に注目して、
腫瘍自体への直接的効果を同時に期待でき
る薬物併用療法を探索してきた。	 
	 
２．研究の目的 
 
	 応募者は、これまでに行ってきた悪性脳腫
瘍研究において、その分子生物学的特徴に注
目した新しい分子標的治療の可能性につい
て模索してきた。現在、前段で述べた悪性脳
腫瘍治療に関する知見を踏まえ、【脳腫瘍幹
細胞】と【血管内皮前駆細胞】に着目し、腫
瘍自体への直接的抗腫瘍効果と血管新生抑
制による間接的抗腫瘍効果をもたらす新規
治療法を探索している。そして、これまでに
神経および血管の発生・分化関連遺伝子群の
細胞内シグナル伝達経路（Eph/ephrin、
Hedgehog、Notch、Wnt、TGFβ など）の発現
を解析した結果、応募者らが樹立した悪性グ
リオーマ幹細胞にいくつかの治療標的候補

分子の発現上昇を確認した。本研究では、同
候補分子（発現・機能抑制）による抗腫瘍効
果について検討を行う。	 
 
３．研究の方法 
	 

応募者らはこれまでに悪性脳腫瘍手術摘出サ

ンプルおよび同サンプルから樹立した初代培

養細胞を用いて悪性グリオーマ幹細胞を単離

し、その生物学的特徴を解析するとともに治

療標的候補分子を探索した。神経および血管

の発生・分化関連遺伝子群の細胞内シグナル

伝達経路の発現上昇を認めた候補分子をリス

トアップした。本研究では、これらの機能解

析を行い、治療標的分子としての可能性につ

いて検証する。具体的には、遺伝子導入ある

いは薬剤投与による同分子の発現・機能を抑

制することで、悪性脳腫瘍幹細胞の機能（生

存・増殖、遊走・浸潤、血管新生因子産生・

分泌能）と骨髄由来血管内皮前駆細胞の機能

（血管新生能）への（抑制）効果を培養実験

系と異種移植動物モデルで検証する。 
	 
４．研究成果	 
	 

本研究の目的は、悪性脳腫瘍幹細胞と血管内

皮前駆細胞に着目し、これらに共通する細胞

内シグナル伝達分子の発現を解析して新し

い分子標的治療戦略として有望な標的分子

を探索することである。本研究の主要検討課

題は悪性脳腫瘍幹細胞研究と血管新生研究

とに大別できるが、その実施計画に従い平成

２３年度は悪性脳腫瘍幹細胞研究を実施し

た。	 

	 まず、悪性神経膠腫の手術摘出サンプルか

ら初代培養細胞を樹立し、ニューロスフェア

ー法を用いて悪性神経膠腫幹細胞を単離した。

この細胞群をフローサイトメトリー法で解析

すると、CD133陽性細胞が高率に含まれていた。

スフェアー形成細胞を血清含有培地で培養し

たのちに免疫染色すると、ニューロン／アス



 

 

トロサイト／オリゴデンドロサイトのマーカ

ー分子をそれぞれ発現する細胞が確認できた。

このCD133陽性細胞をNOD-SCIDマウスの脳内

へ移植すると腫瘍が形成された。	 

	 次に、リアルタイムＰＣＲ法を用いて神経

および血管の発生・分化関連遺伝子群の細胞

内シグナル伝達経路（Eph/ephrin、Hedgehog、

Notch、Wnt、TGFβなど）の発現を解析した

結果、いくつかの治療標的候補分子の発現上

昇を確認した。この中で、Transcriptional	 

Factor（TCF）の高発現に注目した。そこで、

siRNA 技術を用いて TCF 発現をノックダウン

したところ、MTS アッセイで増殖能の低下、

スクラッチアッセイで移動能の低下が確認

できた。イムノブロッティングで、

PI3K/Akt/mTOR 経路の抑制が特徴的であった。

RT-PCR 法で、VEGF などの血管新生因子の発

現が低下する傾向にあった。	 

	 以上の結果から、TCF は悪性神経膠腫幹細

胞の腫瘍原性に重要な役割を果たしており、

その発現・機能を抑制することにより抗腫瘍

効果がもたらされることから、悪性脳腫瘍幹

細胞に対する治療標的候補分子の一つとし

て期待される。	 

	 続いて平成２４年度は血管新生研究を実

施した。血管内皮前駆細胞（ＥＰＯＣ）およ

び血管内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を培養し、血

管の発生・分化関連遺伝子群の発現を確認し

た。次に、GSC を EPOC もしくは HUVEC 培地で

培養したのちに血管内皮関連遺伝子群の発

現を解析した結果、いくつかの治療標的候補

分子の発現上昇を確認した。この中で、

Chemokine	 	 (CXCL)/chemokine	 receptor	 

(CXCR)の高発現に注目した。そこで、siRNA

技術を用いて CXCL 発現をノックダウンした

ところ、MTS アッセイで GSC の増殖能の低下

が確認できた。RT-PCR 法で、VEGF などの血

管新生因子の発現が低下する傾向にあった。

また、ＥＰＯＣによる管腔形成能が低下する

傾向があった。	 

	 以上の結果から、CXCL/CXCR は GSC の腫瘍

原性および腫瘍血管新生に重要な役割を果

たしており、その発現・機能を抑制すること

により抗腫瘍効果がもたらされることから、

悪性脳腫瘍幹細胞に対する治療標的候補分

子の一つとして期待される。	 
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