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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫のグリオーマ幹細胞（GSC)の存在が化学療法や放射線治療抵抗性の原因
であると考え、それに対する膜透過性ペプチドをもちいた治療を実現すべく、薬剤内包ミセルを用いた実験を構
築した。ターゲットとするGSCは手術検体より得られた腫瘍細胞を直接ヌードマウスの皮下に植え込み、樹立し
た。培養実験や動物実験にて膜透過性ペプチドによる腫瘍細胞の細胞死を観察し、それがオートファジーによる
ものであることを確認した。さらなる動物実験が必要と考えている。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is resistant to chemotherapy and radiation therapy. Therefore, 
to overcome this resistancy, we planned the experiment using cell-penetrating peptide. This peptide 
were wrapped by a Micelle to be delivered the tumor cells in vivo. Glioma Stem Cell (GSC) were 
established from surgical samples and as soon as possible they were injected to nude mice. Autophagy
 was observed by several experiments using this cell-penetrating peptide. We need more animal 
experiments to testify these phenomenon.

研究分野： Brain tumor biology
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１．研究開始当初の背景 
（１） グリオーマ幹細胞の存在 

 悪性神経膠腫は予後不良な疾患である理

由として、浸潤性の腫瘍であるために手術

にて全摘出できないことと、残存した腫瘍

細胞が化学療法や放射線治療などの

genotoxic な治療に抵抗性であることがあ

げられる。つまり化学療法や放射線治療に

対する感受性が低い細胞があり、これがグ

リオーマ幹細胞だと考えられている。グリ

オーマ幹細胞は未分化な状態で細胞周期の

回転が遅いために、化学療法や放射線治療

中は死滅することなしに残存し、その後腫

瘍細胞として分裂していく。つまりこのグ

リオーマ幹細胞を死滅させる効果的な方法

が悪性神経膠腫の新たな治療法として必要

であると考えられている。 

（２） グリオーマ幹細胞をターゲットに

した治療法の考案 

 従来の化学療法や放射線治療に感受性の

低いグリオーマ幹細胞に対して、我々はグ

リオーマ幹細胞を特異的に攻撃する全く新

規の治療法を考案した。グリオーマ幹細胞

に細胞膜透過性ペプチドを導入して、腫瘍

細胞の増殖抑制やアポトーシス、オートフ

ァジーなどの細胞死を誘導する方法である

が、この細胞膜透過性ペプチドとして p53

蛋白のカルボキシル基（C末端）を用いた。

というのは、腫瘍抑制遺伝子である p53の

C末端ペプチドを p53が変異している腫瘍

細胞に導入すると細胞増殖が抑制されると

いうことは報告されていた。 

（３） 薬剤内包ミセルの応用 

 グリオーマ幹細胞に対して細胞膜透過性

ペプチドを導入するという方法は効果的で

あるが、グリオーマ組織に細胞膜透過性ペ

プチドを単に投与しても、おそらく多数存

在する腫瘍細胞のなかでグリオーマ幹細胞

に対して細胞膜透過性ペプチドを特異的に

導入することは困難である。そこで我々は

薬剤内包ミセルの中に膜透過性ペプチドを

内包させ、ミセルの表面にグリオーマ幹細

胞に親和性の高い抗体を付着させる方法を

考案した。 
 
２．研究の目的 
（１）細胞膜透過性ペプチドの有効性と細

胞死のメカニズムの検討 

最終的な研究の目的はグリオーマ幹細胞を

ターゲットにする治療法の開発であるが、

細胞膜透過性ペプチドによる細胞死誘導の

メカニズムを解明する必要があると考えた。

我々は、この細胞死がオートファジーによ

るものであると報告しているが、そのメカ

ニズムを分子生物学的に検証することを第

一の目的とした。 

（２）薬剤内包ミセルのグリオーマ幹細胞

に対する特異性の検証 

理論的にはグリオーマ幹細胞に特異的な抗

体をミセルの表面に付着させることによっ

て、グリオーマ幹細胞への選択性が高まる

ことが予想されるが、それについて検証す

る必要がある。グリオーマ幹細胞に対する

特異的抗体に関しては最もグリオーマ幹細

胞に対して親和性の高い抗体を選択する予

定であるが、どれくらいの特異性が認めら

れるかの検証を第二の目的とした。 

（３） 膜透過性ペプチド内包ミセルのグ

リオーマ幹細胞に対する細胞死誘導の検証 

 実際に、膜透過性ペプチド内包ミセルが

グリオーマ幹細胞特異的に分布し、さらに

グリオーマ幹細胞に細胞死を誘導できるか

を観察できるかが最も重要な所見であり、

第３の目的とした。これらが検証できれば、

それから動物実験などに応用していくこと

も目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）膜透過性ペプチドの構築 

腫瘍抑制遺伝子であるp53のC末端ペプチ

ドをp53が変異している腫瘍細胞に導入す



ると細胞増殖が抑制されるということは報

告されていた。また、フロックスハウスウ

イルス (FHV) 由来の塩基性ペプチドが細

胞内導入効率の高いことが明らかになって

いた（引用文献１）。まず、われわれは、こ

のペプチドが最も効率性の高いものかどう

かの検証と、さらに効率性が高いペプチド

の検索をおこなう（図 1）。アミノ酸塩基を

変換することで細胞内への導入効率の変化

をモニタリングしたが、細胞はいくつかの

グリオーマの細胞株を使用する。 

（２）グリオーマ幹細胞特異的抗体の選択 

グリオーマ幹細胞を特異的に認識する抗体

として CD133 というものを膜透過性ペプ

チド内包ミセルに付着させる。また CD133

以外のグリオーマ幹細胞を認識できる抗体

として CD44、SOX2, OCT4 などを選択

し、グリオーマ幹細胞を認識できる特異性

を評価する。 

（３）膜透過性ペプチドのオートファジー

細胞死誘導のメカニズムの解明 

Pas（penetration accelerating sequence; 

FFLIPKGというペプチド配列）が膜透過型

ペプチドの作用を増強するメカニズムはマ

クロピノソーム膜を断裂することによると

考えられていることや、電子顕微鏡での観

察結果から膜透過型 p53C 末端ペプチドや

Pas-FHV はグリオーマ幹細胞内で誘導さ

れたオートファゴソームの膜を断裂するこ

とによって、リソソームとの融合を阻害し

ていることが推察されている。その結果オ

ートファゴソームが細胞質内に蓄積して、

オートファジー細胞死を誘導していると

我々は考えている。オートファジーといっ

ても多くの細胞内シグナル分子が関与して

おり、これら一連のメカニズムを分子生物

学的にある程度検証する。 

（４） グリオーマ幹細胞に対しての特異

的抗体を付着させた膜透過性ペプチド内包

ミセルの有効性の検証 

最終的に構築した膜透過性ペプチドを内包

したミセルがグリオーマ幹細胞に特異的に

細胞死を誘導できるかを検証する。またグ

リオーマを移植したヌードマウスに対して

の有効性を検証する。 
 
４．研究成果 

膜透過性ペプチドに関してはいくつか試み

た が 、 最 終 的 に は 図 １ に 示 す

PAS-FHV-p53C’が最も効率よく細胞死を

誘導できることが検証された（図２）。他の

ペプチドに関してはある程度細胞死を誘導

できるものの、PAS-FHV-p53C’を越えて誘

導できるものはなかった。PAS-FHV-p53C’

を以後の実験に 

使用することを

決定した。次に

グリオーマ幹細

胞を認識できる

抗体のスクリー

ニングを行 

い、最も特異

性の高いものを探索した。候補として

CD44, SOX2, OCT4などを考慮していた。

まず、グリオーマ幹細胞に関しては手術に

よって得られたグリオーマ細胞を幹細胞を

培養できる培地にて培養していたが、幹細

胞の発育が悪く、なかなか十分な幹細胞を

得ることができなかった。そこで我々は、

手術にて得られた臨床検体をホモジネイト

してダイレクトにヌードマウスの皮下に移

植するという方法をおこなった。このよう

にすることで、腫瘍の発育が早く、実験に

使用できる十分な幹細胞を得ることができ

た。この細胞を使って、膜透過性ペプチド

（図１）PAS-FHV-p53C’の構造 



による細胞死の実験を繰り返した。細胞死

のメカニズムとしてオートファジーの指標

である LC3 が細胞質内に認められ、また

LC3-IIが細胞内で増加していることも確認

できた。またアポトーシスの可能性も考え、

DNAの fragmentationなどの実験もおこな

ったが、アポトーシスを示唆するデータは

得られなかった。グリオーマ幹細胞を特異

的に認識する抗体をスクリーニングしたと

ころ、CD133より高率に幹細胞を認識でき

るものがなかった。ただし、CD133が特異

性が高くグリオーマ幹細胞を認識できるか

というと、そうでもなくグリオーマ細胞も

ある程度認識することが判明した。そこで

現在も CD133 以外の特異性の高い抗体を

スクリーニングしており、探索中である。

動物実験に関しては、膜透過性ペプチド内

包ミセルがグリオーマ幹細胞を移植したヌ

ードマウスに対してどれだけ効果があるか

を検証したかったが膜透過性ペプチド内包

ミセルがまだ完成しておらず、そこまでの

実験ができなかった。しかし、グリオーマ

幹細胞を移植したヌードマウスのモデルは

できあがっており、今後の実験に応用可能

である。研究成果としてはまだまだ満足で

きる結果ではないが、今後も結果がでるま

で実験遂行予定である。 
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