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研究成果の概要（和文）：がんの再発・転移の原因は治療後に残存するがん幹細胞であると考えられている。本研究で
はマウス神経幹細胞(NSCs)に活性化型ALKを導入してマウス脳内に移植する発がんモデルを応用し、移植後にマウス脳
内で遺伝子発現を誘導／消失できる誘導型発がんモデルを構築した。また、活性化型ALKならびに活性化型H-RAS導入に
よるNSCsの染色体異常を解析したところ、導入遺伝子毎に特徴的な染色体毎のコピー数異常が検出された。今後、誘導
型発がんモデルを用いてコピー数異常の変化を解析し、発がん・再発時における責任分子の同定を目指したいと考えて
いる。

研究成果の概要（英文）：The cancer stem cells (CSCs) are thought that the cause of local recurrence or 
distant organ metastasis following therapy. In this study, we have established the inducible mouse brain 
tumor model transplanting the genetically modified neural stem cells (NSCs) using Tet-On system. 
Inducible expression of activated-ALK could transform the NSCs in the presence of Dox treatment in mice. 
Next, we performed the exome sequence analysis to investigate the genetic aberration in the activated-ALK 
or -H-RAS expressing NSCs. Exome data showed that characteristic change of copy number in each 
chromosomes were observed in these cells. Using the inducible mouse brain tumor model, we would like to 
establish the recurrence mouse brain tumor model and identify the target molecules in recurrence tumors 
by analyzing copy number change.
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１．研究開始当初の背景 
悪性脳腫瘍、特にグリオブラストーマ
(glioblastoma multiforme: GBM)は原発性脳
腫瘍のうち悪性度が最も高く、浸潤の早さか
ら手術による全摘は困難とされており、平均
生存期間は約1年と極めて予後不良な悪性腫
瘍である。GBM は放射線・化学療法に抵抗性
を持ち、効果的な治療法は未だ確立されてい
ない。GBM の性状を理解し新たな治療戦略を
考案することを目的に、我々は、ヒト GBM に
おいて高頻度に異常がみられる Ink4a/Arf 
遺伝子の欠損マウス神経幹細胞(neural stem 
cell: NSC)にマウスレトロウイルスを用いて
活性型H-RAS(H-RAS V12)を導入し同系マウス
脳内に移植することでマウス脳腫瘍モデル
を構築した(Neoplasia. 13:784-91. 2011)。 
続いて、GBM の一部で高発現していることが
報 告 さ れ て い る Anaplastic lymphoma  
kinase (ALK)の活性型変異体(ALK R1275Q)を
同マウスに導入することで、高い細胞密度で
周囲の脳実質に浸潤性に増殖し、ヒト GBM に
酷似した特徴を有する脳腫瘍を形成するこ
とができた(論文準備中)。また、ALK R1275Q
を野生型マウス NSC に導入することで、

Ink4a/Arf 欠損マウス NSC の時と同様に悪性
度の高い脳腫瘍を形成することができた(図 
1)。 
 
野生型マウスNSCへの導入では脳腫瘍を形成
できなかった H-RAS V12 とは異なり、ALK 
R1275Q は単一遺伝子導入による発がんが可
能であることが示唆された。 次に、このモ
デルを基に、ヒト NSC を用いた GBM 発がんモ
デルの構築を試みた。マウス NSC と同様に、
既に培養方法を確立していたヒト NSC(慶應
義塾大学医学部生理学教室 岡野栄之教授よ
り供与)からヒト人工がん幹細胞(induced 
Cancer Stem Cells: iCSC)を誘導する準備段
階として、ヒト iPS 細胞誘導に用いられてい
た Takahashi ら(Cell. 131:861-72. 2007)の
方法に従い、レンチウイルスを用いてマウス
レトロウイルス受容体遺伝子(京都大学 iPS
細胞研究所 山中伸弥教授より供与)をヒト
NSC に導入し、その細胞にマウスレトロウイ
ルスを用いて ALK R1275Q を導入した。こう
して樹立した細胞をヌードマウス脳内に移
植したところ、マウス NSC の時と同様にヒト 
GBM に酷似した特徴を有する脳腫瘍を形成す

ることができ、ヒト iCSC の樹立に成功した
ことが確認できた(図 2)。 

 
２．研究の目的 
がんの再発・転移はがん死要因の約 9 割を
占めており、再発・転移性がんに対する効果
的な治療が求められる。近年、がんの再発・
転移の原因は治療後に残存するがん幹細胞
であると考えられており、幹細胞様性質に加
えて治療抵抗性を有することなどが報告さ
れているが、がん幹細胞による再発・転移機
構については未だ不明な点が多い。本研究で
は、これまでに申請者らが構築してきた人工
がん幹細胞(induced Cancer Stem Cells; 
iCSCs)を用いたマウス発がんモデルを応用
し、マウスがん再発モデルを構築する。マウ
ス生体内で腫瘍を発生・退縮させた後に再発
する腫瘍について経時的に詳細な解析を行
うことで、がん再発機構の責任分子を同定す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
これまでのシステムを発展させ、誘導型発が
んモデルを構築することを目的に、Tet-On 
systemを用いてDoxycyclin(Dox)添加依存的
に遺伝子発現を誘導できる Tet-On NSC を樹
立した(図 3)。 

 
さらに、Tet-On NSC を用いて安定的な誘導型
発がんモデルの構築ならびに解析を行った。 
(1) Tet-On-ALK R1275Q-NSC をヌードマウス
脳内に移植後、Dox 含有餌を投与し発現誘導
することで in vivoイメージングを用いて腫
瘍形成を確認した。  
(2) Dox 投与依存的な脳腫瘍形成を確認後、
Dox 不含有餌に切り替えて腫瘍退縮を確認し
た。  
(3) H-RAS V12 ならびに ALK F1174L、ALK 

図 3. Tet-On systemを用いた 
    ALK R1275Q遺伝子発現誘導 



R1275Q-NSC よりゲノム DNA を抽出し、エクソ
ーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Tet-On-ALK R1275Q-NSC をヌードマウス
脳内に移植後、Dox 含有餌を投与群で脳腫瘍
を形成することができた(図 4)。 

(2) in vivo イメージングを用いて脳腫瘍形
成を確認後、Dox 不含有餌に切り替えること
で生存曲線を延長することができた(図 5)。 

 
(3)エクソーム解析により導入遺伝子に特徴
的なゲノムDNAのコピー数異常が観察された
(図 6)。 

 
今後、誘導型発がんモデルを用いて遺伝子の
発現誘導／消失によってコピー数異常が変
化するかと解析し、発がん・再発時における
がん細胞の機能解析を行うことで責任分子
の同定を目指したいと考えている。 
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図 4. Tet-On ALK R1275Q導入野生型 NSCの 
   脳内移植によるマウス生存曲線 

Chr.5 Chr.11 Chr.12 Chr.16 Chr.6 
H-RAS V12 

ALK F1174L 

ALK R1275Q 

図 6. H-RAS V12および ALK F1174L、ALK R1275Q 
   導入によるゲノム DNAコピー数の変化 

図 5. Dox投与中止によるマウス生存曲線の延長 
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