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研究成果の概要（和文）：近年グリオーマ幹細胞(GSC)の存在が示されこれを標的にした新たな治療の創出が期待され
ている｡本研究では, 悪性グリオーマ組織より樹立したGSCを用いて, 融合プロテオミクス解析法によって, 分化に伴い
発現変動する分子ネットワークと治療標的の検索を行った。その結果, GSC分化刺激によってECMの分泌と接着分子発現
亢進による特殊な分化ニッチの形成と, それを介したインテグリン-MAPK-PI3Kシグナルの亢進がGSCの増殖と分化を誘
導し, その阻害剤でGSCが抗癌剤感受性に転じることを移植マウスにて明らかにした。同定された分化スイッチングシ
グナルは新しい治療標的として有用である可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To identify the molecular network regulating the maintenance/differentiation of 
glioma stem cells (GSCs), we established 9 clones from patient’s gliomas having the potential to form 
glioblastomas, and subjected to iTRAQ, 2D-DIGE and DNA array based integrated proteomics. iPEACH analysis 
of 8,471 proteins and 21,857 mRNAs revealed that ECMs-integrins-RAS-MAPK/PI3K signalings were 
significantly upregulated during GSC differentiation. The differentiation was dramatically accelerated by 
the ligand ECMs, and suppressed by integrin inhibitors that raised GSC chemosensitivity. Combination of 
TMZ and their inhibitors suppressed glioma progression and led the longer survival of mouse xenograft 
models. These results demonstrate that GSCs induce ECMs/receptors-related network to regulate their 
stemness and differentiation process via developing specific niches. This is the first integrated 
proteomics providing new therapeutic ideas against the stem cell-associated malignant gliomas.

研究分野：腫瘍生化学
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１．研究開始当初の背景 
悪性脳腫瘍は, 外科的手術による完全な治
癒は殆ど不可能であり, 術後脳内に残った
腫瘍細胞は放射線療法・化学療法に対する
反応性, 再発などの予後を決める最も重要
な因子となる. 現在のところ, 予後予測診
断マーカーは存在せず, 患者の化学療法感
受性を見極める効果的な診断法や治療標的
の開発は重要な課題とされている。近年, 
glioma 組織細胞由来のがん幹細胞(GSC)樹
立が行われ (Singh S, Hide T at el., Nature 
2004; Pollard at el., Cell Stem Cell 2009), 脳
腫瘍細胞様幹細胞の研究が悪性脳腫瘍再発
や, 薬剤耐性の謎をとく最も重要な鍵とな
ることが示唆されるようになったが，GSC
の純粋分離法や検出に用いるマーカー分子
群はもとより, GSC の悪性腫瘍発現機構な
どに関わる分子群の翻訳後修飾等を含む蛋
白質の網羅的な情報は殆ど報告されていな
いため, 研究開発は困難を極めている。以
前より我々は悪性 glioma において唯一化
学 療 法 に 感 受 性 を 示 す anaplastic 
oligodendroglioma (AO)に関して, 詳細な分
子ﾚﾍﾞﾙの解析を行ってきた。AO において
一部の症例は, PCV (TMZ)療法や放射線治
療に高い感受性を示すことから, 化学治療
に感受性および非感受性の合計 60例のAO
組織と培養細胞を用いて, これらに最適化
したトランスクリプトーム・プロテオーム
融合解析技術 (融合プロテオミクス：
iPEACH/MANGO法：Araki et al. Mol. Cell. 
Proteomics 2009特願 2010-81525 [融合ﾌﾟﾛﾃｵ
ﾐｸｽ解析による疾患原因ﾀﾝﾊﾟｸ質群の同定方
法および薬剤効果検出方法])を開発し, 全
27,415種の AO組織細胞分子群の定量的同
定とデータベ−ス開発を行った（glioma 組
織 細 胞 蛋 白 database, 特 許 出 願
2012-509621）。更に, 化学治療感受性に関
与すると考えられる新規の 34 機能蛋白質
を含む 209 分子のネットワークを独自の
iPEACHソフトウエア (特願 2010-81524)を
用いて解析した結果, 特異的リン酸化と蛋
白分解による翻訳後修飾によって発現と活
性が大きく制御される, 新規の転写因子活
性 化 ネ ッ ト ワ ー ク ”EphA4-cdc42- 
PAK-calpain-vimentin activation loop”の抽出
に成功した(国際特許 PCT/JP2011/58366)。
興味深いことに, このネットワーク構成分
子群を標的とした阻害剤(リン酸化酵素/蛋
白質分解酵素阻害剤および siRNAs)は TMZ
などの抗癌剤抵抗性の glioma細胞を, 薬剤
感受性に大きく転じさせた。これらのこと
から,一連の本解析方法から得られた情報
が悪性 Glioma 治療や創薬等に有用であり, 
GSC における特異的分子ネットワーク解
析に応用可能であることが考えられた。 
 
２．研究の目的 
癌幹細胞を分化誘導して非幹細胞性腫瘍細
胞を抗がん剤治療の標的にする方法が脳腫

瘍治療法にも有効である可能性が示唆され
ているが, 癌幹細胞から非幹細胞性腫瘍細
胞への分化誘導のスイッチングに直接的に
関わる特定の分子ネットワークの情報は殆
ど報告されていないため, この分野におけ
る治療戦略は困難を極めている｡その原因
として, 翻訳後修飾を含むタンパク質の多
様性や特異的変動分子群を経時的に同定で
きる解析システム, 特に微量サンプルの蛋
白質レベルの解析法や解析システム・デー
タベースの限界が考えられる。そこで, 本
研究では微量タンパク質を網羅的に解析す
るために融合プロテオミクス法（iTRAQ 
/2D-DIGE法/DNAアレイ法の融合解析シス
テム）の最適化を, 膨大なデータ解析にお
いては統合データ解析 iPEACHシステムを
応用することで, これらの問題を解決する
ことを計画した。すなわち, GBM患者組織
から glioma 様幹細胞 (GSC)を樹立し, これ
を用いて分化誘導刺激で経時的に変動する
特有の細胞内活性化分子ネットワークを最
適化した融合プロテオミクス法により詳細
に解析し, 幹細胞維持と分化誘導スイッチ
ングの分子メカニズムの一端を明らかにす
ることを目的とした。また, 有効な阻害/促進
剤の開発候補分子群を絞り込み, 機能解析を
行うことにより, 脳腫瘍の新規治療ターゲッ
トへの基礎情報データベース作成, 臨床応用
への可能性を検討することを目標とした。 
得られた GSC のマーカー候補分子群や , 
gliomaの化学治療感受性に最も有効に関わる
分子シグナルキャスケードを有効に抽出し
た Databaseは, 薬剤耐性を感受性に転ずるた
めの薬剤の開発や, 治療方針や予後予測を
正しく診断するための病理診断マーカーの
開発のための基礎情報として有効利用でき
る可能性がある。又, 同一の脳腫瘍組織・細
胞,特に神経系(癌)幹細胞から同定されたプロ
テオーム及びトランスクリプトトームの融
合的情報は世界的にも極めて乏しいことか
ら, 国際的な脳神経系および腫瘍幹細胞のゲ
ノム・プロテオーム・トランスクリプトーム
情報の整理と共有化(メタアナリシス等)に貢
献できることは意義深い。本方法論の確立に
よって様々な癌幹細胞の分子メカニズムや
治療標的探索研究へ応用できる可能性が高
く, 本分野に新しい技術と概念を導入するこ
とを目標とした。 
 
３．研究の方法 
1. Glioblastoma 患者組織細胞からの GSC
樹立：Glioblastoma 組織由来癌幹細胞を
EGF, FGF を含む特殊培養条件下で半年以
上培養した. これよって11例の患者組織サ
ンプルから脳腫瘍癌幹細胞 9クローンを分
離し, 同所性移植で GBM を発生する癌幹
細胞性の高い 4 クローン (GSC03A, -03U, 
-07U, -09U) を単離した。 
2. 樹立した細胞における脳腫瘍癌幹細胞



評価法による解析  
 (1) 脳腫瘍癌幹細胞マーカー: 細胞表面マ
ーカーであるCD133発現確認 (免疫染色法, 
Western blot 法, FACS 法を用いた CD133
陽性細胞の分離), 分化マーカーあるいは
神経幹細胞マーカー  (α-Nestin, -GFAP, 
-Sox2, -Tuj1, -MiB1, -vimnetin, -O4, -HIF1, 
-Musashi1) 等を用いた。(2) 自己複製能: 
sphere formation アッセイ, limiting dilution
アッセイ (3) グリオーマ細胞への分化能: 
血清存在下でグリオーマ細胞へ分化誘導を
行う (4) 腫瘍形成能: 脳腫瘍癌幹細胞の
マウス同所性移植実験によるグリオーマ形
成能評価 . クローン化した GSC を
NOD-SKID マウス脳内に移植し, 形成され
た脳腫瘍組織を摘出, 免疫組織染色法にて
評価した。GSC 樹立後, マーカータンパク
質を免疫蛍光染色法, Western blot法, FACS
法により解析した。  
3. GSC 分化誘導モデルの確立: 樹立した
GSC を血清存在下で分化誘導を行い , 
GFAP, CD44, CD133等のマーカーを用いて
分化レベルを評価した. また, 血清由来因
子, 細胞外マトリクス（collagen, fibronectin, 
laminin）などによる微小環境の試験管内再
構築モデルの検討を行った。 
4. GSC の特異的発現分子群および分化制
御分子群の探索・同定:プロテオームおよび
トランスクリプトーム解析:GSC の分化誘
導前後の細胞から可溶化タンパク質 , 
mRNA を同時に抽出・調整し, 以下のプロ
テオミクスおよび DNA microarray による
発現差異解析を行い, リン酸化, アルキル
化, 酸化, 糖鎖等の翻訳後修飾を含む詳細
なタンパク質の比較定量的な同定を行った. 
2D-DIGE; fluorescence difference 2-D gel 
electrophoresis technology (二次元電気泳動
蛍光差異解析法)  
iTRAQ 法 ; protein quantitaion by 
amine-reactive isobaric tagging reagents法：シ
ョットガンによる定量的同定解析。複数の
質量分析からの膨大なデータは protein 
pilot (ABsciex)にて解析した。 
DNA microarray：Affimetrix U133 Plus 2.0チ
ップに用いるサンプルはタンパク質と同時
に回収した (分化誘導前後) mRNA を使用
し, 得られたデータを Gene Spring, Subio 
Platformを用いて解析した。 
5. データ統合と Data Base 構築, 特異的シ
グナル分子群の選択とネットワークの抽
出：全てのデータを iPEACHソフトウェア
によって統合し Data Base 化した。発現変
動候補分子群を分子ネットワーク解析ソフ
ト KeyMonet (医薬分子設計研究所:文献上
報告されている分子ネットワーク情報を網
羅的に収集した生命情報統合プラットホー

ム)により GSC 分化に関与する分子群ネッ
トワークを抽出同定した。 
6. 同定分子群の細胞内機能解析と治療タ
ーゲットとしての可能性の検討  
・抽出された分子群の検証：全てのクロー
ンでの共通の発現変動を抽出された分子群
の抗体カクテルと 2D-Western Blot 法にて
確認, glioma 幹細胞マーカーとしての可能
性の検討, および免疫組織学的な解析との
比較, 情報のデータベース化を行う.glioma
幹細胞の分化のスイッチングに重要と思わ
れる候補分子を選択する. 各分子をノック
ダウンし, 抗がん剤による細胞増殖/毒性
を評価・タイムラプス共焦点顕微鏡による
形態変化の観察, また, 細胞内で候補分子
の発現抑制あるいは亢進に伴って同時に変
化する関連分子群の発現を解析する. さら
に, 候補分子の中和抗体, ペプチド等の阻
害剤を用いて, 分化誘導への影響を in vitro
で検討した。 
・移植動物モデルにより同定分子の臨床応
用への可能性の検討(動物移植実験システ
ムの構築) 
in vitro において有効であった阻害剤およ
び抗がん剤を移植動物モデルへ投与し, 腫
瘍への影響を検討した。そのために各種
GSC 移植に最適化した動物実験のシステ
ム構築を行った。  
 
４．研究成果 
ヒト glioma 患者組織より GSC を樹立する
方法論を検討した結果, 9 クローン (GBM: 
10検体, AO: 1検体) の単離・樹立に成功し
た. このうち 3 クローンはマウス頭蓋内移
植にて, Ki67陽性の悪性グリオーマを 6-15
週以内に形成した.この GSC は神経幹細胞
マーカーCD133, Sox2 を特異的に発現し, 
血清添加による分化誘導により, これらが
減少すると同時に GFAP (アストロサイト，
glioma マーカー), CD44 (悪性腫瘍マーカ
ー), Vimentin (腫瘍悪性化/EMT マーカー) 
の発現を誘導したことから, 分離GSCは神
経幹細胞様の性質とグリオーマ細胞への分
化能を有していることが判明した. そこで, 
その中の 2クローンについて融合プロテオ
ミクス解析法を用いて発現変動分子を検討
した。その結果, iTRAQ法では約 5600個の
タンパク質を同定し, そのうち定量的に有
意な 4191分子を, またDNA arrayでは定量
的に有意な 20752 分子を同定した. 全ての
データを iPEACH にて統合マイニングし, 
分化誘導によって共通に変動する 1458 分
子の KeyMolnetによる Gene Ontology base
シグナル解析を行った結果 , extracellular 
matrix:ECM (p<3.40E-3), cell adhesion 
(p<7.33E-3), cell proliferation (p<6.02E-5) 等
の興味深い機能分子群が抽出された . 
network 解析から, GSC は幹細胞マーカー
CD133, nestin, Sox2の分化誘導時の発現減
少, 及び GFAP, Tuj1, CD44・vimentin, 及び



活性化 EGFR-RAS-MAPK と PI3K-AKT- 
mTOR 系路の発現を誘導し, 神経幹細胞様
の性質とグリオーマ細胞への分化能を有す
ることが判明した。特に分化誘導時に有意
に発現が亢進する細胞接着関連因子群 
(ECM:COL4A1, COL2A1, FN1, LAMA; 接
着因子群: ITGA2, ITGAV) に注目し, 免疫
染色および western blot 法による検証実験
の結果, 確かにこれらの新規分子群が神経
幹細胞/グリオーマ細胞分化の関連既知分
子群に加えて, GSC 分化誘導時に発現誘導
されることを確認した。 さらに血清添加に
よる分化の促進は, これらの阻害剤である
integrin 中和抗体と特異的ペプチドにより
阻害された。 特に GSC自身が分化刺激に
よって特異的に分泌する fibronectin による
integrin V を介した GSC の分化誘導は, 
V中和抗体とRGDペプチドの添加によっ
て顕著に阻害されたことから,GSC の接着
因子と ECM を発現制御することで分化誘
導を制御できることを明らかにした。 
さらに GSC の抗癌剤感受性の変化につい
て解析したところ, GSC は分化誘導前の幹
細胞状態では, 抗がん剤に対して抵抗性を
示したが, 分化スイッチが入ることにより
分化初期状態で抗がん剤感受性に転じるこ
とを明らかとなった。細胞モデルおよび同
所性移植マウスモデルを用いて, ECMと接
着因子との結合阻害剤 RGD ペプチドおよ
びインテグリン抗体を作用させることで, 
GSC の接着・分化, 増殖は抑制され, GSC
は分化初期状態に留まった状態で抗がん剤
TMZ 感受性に転じ, 移植マウスの生存を
顕著に延長させることを明らかにした. こ
れらの結果から, GSC は分化誘導刺激によ
り分化に必要な ECM を自己分泌し, これ
らのレセプター (integrin family等) 分子群
を制御することで, 細胞自らが分化するた
めの特異的な微小環境（分化ニッチ）を形
成し, 分化誘導を促進することが示唆され
た。  
以上の結果から, GSC の分化ニッチを含め
た分化スイッチングシグナルは新しいグリ
オーマの治療ターゲットとして有用である
ことを提唱した。また, 申請者らが開発し
た一連の融合プロテオミクス法が GSC 分
化誘導時に変動する分子群検索に有用であ
ること, さらに, これらの分子への標的試
薬が Glioma 治療に有効である可能性が高
いことを示唆した。 
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