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研究成果の概要（和文）： 
本研究では遺伝子導入神経幹細胞を移植したマウスグリオーマモデルを用いて、グリオーマ幹

細胞に特異的な発現分子を探索した。GFP で標識したグリオーマ幹細胞(GFP 陽性細胞群)と陰

性細胞群を抽出し、両群でマイクロアレイによる発現遺伝子プロファイルを作成した。GFP 陽

性群で高発現を示す遺伝子を 50 種類リストアップした。このうちグリオーマ幹細胞に高発現す

る 2 つの有望な分子を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We explored the genes which overexpressed in glioma stem-like cells using the mouse glioma model 
transplanted transgenic neural stem cells. Glioma stem-like cells were labeled by Green Fluorescent 
Protein (GFP). The gene expression profiles of which cells are GFP positive or are GFP negative have 
been obtained by microarray data, respectively. Fifty candidate genes were picked up. Among them, two 
genes have been identified as promising genes. 
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１．研究開始当初の背景 

脳内原発の悪性脳腫瘍である膠芽腫は，未

だなお確立した治療法がなく、その増殖能と

浸潤能により予後絶対不良の腫瘍である。膠

芽腫は周囲の正常脳に対して浸潤性に増殖す

る特徴があり、ヒトとしての高次機能を司る

脳という臓器の性質を考えた時、手術で全部

摘出することは不可能である。したがって開

頭手術後に放射線・化学療法を加える集学的

治療を行うが浸潤腫瘍細胞からの再発は免れ

ない。本腫瘍の予後を改善させるには膠芽腫

の悪性形質を規定する分子の同定が極めて重

要である。 
正常組織には増殖能と分化能を合わせ持つ

幹細胞を頂点とする階層性が存在するが、腫

瘍組織にも同様の階層性が存在しごく一部の

細胞が幹細胞のように振舞うとする概念が

“がん幹細胞仮説”である。悪性グリオーマ
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においては腫瘍内在幹細胞の抽出は他臓器が

んに先駆けて成功し、研究領域が急速に拡大

している。膠芽腫幹細胞については、現時点

で様々な報告がなされているものの統一した

見解は得られておらず混沌としており、研究

分野としては黎明期と言える。腫瘍幹細胞は

浸潤・転移能が極めて高くかつ放射線、抗が

ん剤に抵抗性を示すため、これが腫瘍再発の

原因になっていると推測される。膠芽腫の高

い浸潤能が難治であることの原因であること

を鑑みた時、集学的治療後に残存し腫瘍再発

の原因となる腫瘍幹細胞を制御することが根

治につながると考えられる。膠芽腫幹細胞悪

性形質の分子機構を明らかにすることは膠芽

腫のバイオロジーを理解する上で急務である

と言える。 
我々は正常組織幹細胞で高発現している

Nucleostemin (NS) 遺伝子のプロモーターの

下流で発光遺伝子のGreen Fluorescent Protein
（GFP）を発現するトランスジェニックマウ

ス（NS-GFPマウス）を樹立した。これは個体

内でNSの発現誘導シグナルを可視化して正

常組織幹細胞を標識することができる独創的

なシステムである。我々はこのNS-GFPシステ

ムを用いて革新的な悪性グリオーママウスモ

デルを確立した（Proc Natl Acad Sci U S A. 
2009）。我々の作成したNS-GFPシステムは、

新しい正常組織幹細胞マーキングシステムで

ある。フローサイトメトリーでは標識できな

い核内蛋白であるNSの発現をGFPで代用する

ことで生存細胞において観察できる点で非常

に価値が高い。我々はこのNS-GFPシステムを

脳 腫 瘍 マ ウ ス モ デ ル に お い て 適 用 し

tumor-initiating cellsをGFP標識にて分離抽出

する点が非常に独創的である。具体的にはが

ん抑制遺伝子であるp16Ink4a/p19Arfの欠失マ

ウスを用いて幹細胞に発現するNSをマーカ

ーとして神経幹細胞を抽出する。これにレト

ロウィルスをベクターとして活性化型K-Ras
を導入し、マウス脳に移植するものである。

本モデルにおいてGFP陽性細胞群 (glioma 
stem-like cells)は腫瘍の辺縁部、特に血管周囲

に位置し、腫瘍の増殖・正常脳への浸潤に強

く関与することが示唆された（下図）。 
グリオーマ幹細胞の分子機構の研究は始ま

ったばかりで解析途上にあり不明な点が多い。

これを明らかにすることは神経膠腫のバイオ

ロジーを理解する上で急務であると言える。

近年のがん治療において、がん細胞に特異的

に発現するタンパクを標的とした分子標的療

法は大きな成功の一つであることは明白であ

る。これまでに複数の分子標的薬剤が開発さ

れており、肺がんや白血病に対する分子標的

療法が確立され奏効しているが、脳腫瘍治療

においては確立されていない。とりわけ再発

の原因となっているグリオーマ幹細胞をター

ゲットとした分子標的療法は世界的に見ても

例がない。浸潤細胞の多くはグリオーマ幹細

胞である可能性が高く、グリオーマ幹細胞の

悪性形質に関わるタンパクは分子標的療法の

ターゲットとして考えた場合に妥当かつ合理

的である。従って今回申請するプロジェクト

から得られる結果は分子標的薬剤の開発を経

て膠芽腫に対する臨床応用に直結する可能性

があると考えられる。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、我々が開発した悪性グリ

オーママウスモデルにおける glioma stem-like 
cells に特徴的な発現分子について解析を進

め、その機能を阻害することで腫瘍増殖浸潤

抑制効果を示すような分子を同定すること

により膠芽腫の新たな治療標的分子を探索

することにある。本研究から得られる結果を

「グリオーマ幹細胞に対する分子標的療法

の確立」の礎として悪性グリオーマの革新的

治療に結実させたい。 
 
３．研究の方法 

NS-GFP システムを用いたマウスグリオー

マモデルから GFP で標識した glioma 
stem-like cells (GFPhigh群)とGFPlow群を細胞分

離器 FACS を用いて抽出した。tumor-initiating 
cells は GFPhigh 群に多く存在することが正常

マウスへの二次的な移植の結果によりすで

に分かっている。さらに GFPhigh 群がグリオー

マ幹細胞としての性質を有し、GFPlow群で有

しないことを、neural stem cell 培地での sphere
形成と幹細胞マーカーである Nestin, Sox2, 
Musashi の発現により確認した。確認後、両

群でマイクロアレイ解析のための RNA を抽

出した。マイクロアレイによる発現遺伝子プ

ロファイルを作成した。このリストを両群間

で比較することにより GFPhigh 群で高発現を

示す遺伝子を 50 種類リストアップした（下

表）。 



 

 

マイクロアレイ解析の確実性については、

これまでに知られている CD133 などのグリ

オーマ幹細胞遺伝子が GFPhigh 群で高いレベ

ルで検出されることで確認した。これまでの

報告を勘案して、このうち遺伝子発現レベル

の差が大きく新規性の高い分子を 7 種類の分

子を選択した(下図)。これらの分子につき複

数の正常脳と膠芽腫検体から得られた cDNA
を用いて発現量を観察した。 

 
４．研究成果 

GFPhigh 群で高発現を示す遺伝子 50 種類の

うち 7 種類を候補とし、正常脳と膠芽腫検体

における発現レベルを定量的 RT-PCR 法で解

析したところ、2 種類の分子が膠芽腫で有意

に発現が高かった(下図)。このことからグリ

オーマ幹細胞に高発現し治療標的となりう

る 2 種類の有望な分子(Gene X, Gene Y)を見

出すことができたと考えている。今後はこれ

らの分子の組織内局在および機能解析を行

い標的分子としての妥当性を評価する予定

である。 
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