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研究成果の概要（和文）：悪性グリオーマ幹細胞と悪性グリオーマ細胞においてALCAM(Activated leukocyte 
cell adhesion molecule)とWT1 (Wilms’ Tumor 1)の機能的役割と血管新生との関連について実験的検討を行っ
た。WT１分子は腫瘍形成能に重要な役割を果たし、ALCAM分子とともに腫瘍血管新生に必須であることを明らか
にした。合わせて、分泌型のsALCAM分子の役割についても血管新生と腫瘍浸潤能に一定の関与があることを見出
した。

研究成果の概要（英文）：Through a series of experimental procedure on ALCAM (Activated leukocyte 
cell adhesion molecule) and WT1 (Wilms’ Tumor 1) molecules using glioma stem cell and glioma cell, 
we found that WT1 plays an important role for tumor formation capability in those cells, and that 
both molecules are essential for tumor angiogenesis. Also, we revealed that sALCAM (soluble ALCAM) 
could relate to tumor-angiogenesis and tumor invasion ability.

研究分野：脳腫瘍治療学
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１．研究開始当初の背景 
 正常脳における Neuro-vascular unitの

概念と共に、脳腫瘍においても血管新生や

perivascular nicheが重要な役割を果たす

ことが明らかになってきていた。私どもが

グリオーマ細胞の発生、増殖に重要と報告

した WT1(Wilms’ Tumor 1)遺伝子産物と

ALCAM(Activated leukocyte cell adhesion 

molecule)分子は、その双方が血管新生にも

深く関わっていることが実験結果より予想

されたため、これら 2つの分子が、脳腫瘍

における perivascular nicheという微小環境

で、どのような機能的役割を担い、血管新

生へどのように関与するかを明らかにすべ

きと考えた。 
 
２．研究の目的 
(1) 悪性グリオーマ幹細胞におけるWT1遺

伝子産物の機能的役割を解明し、その際に

は網羅的な遺伝子解析を行い、幹細胞の維

持に関わる signal pathwayを明らかにする。 

(2) 悪性グリオーマ血管新生における

ALCAM (sALCAM)とWT1の機能的役割を

解明する。 

(3) 悪性グリオーマ幹細胞の perivascular 

niche における ALCAM (sALCAM)と WT1

の機能的役割の解明：悪性グリオーマ幹細

胞と血管内皮細胞との相互作用について検

討し、その役割を解明する。 

(4) ALCAMの分泌型である sALCAMに対

する blocking antibodyの作成とその効果の

検討：本分子が脳腫瘍治療の標的になりう

るかどうかを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 悪性グリオーマ幹細胞におけるWT1遺

伝子産物の機能的役割の検討：Tumor 

sphere を形成する初期培養腫瘍細胞にて

WT1を knock downし、in vitroでの分化能

の相違を検討し、免疫不全マウスに移植し

た際の腫瘍形成能の相違を検討した。さら

にWT1 knock down sphereの網羅的な遺伝

子解析を行い、幹細胞の維持に関わる

signal pathwayを明らかにすべく、実験を行

った。 

(2) 悪性グリオーマ血管新生における

ALCAM (sALCAM)とWT1の機能的役割の

解明：In vitroにおける tube formation assay

や in vivo での腫瘍血管内皮細胞の相違を

検討し、ALCAM (sALCAM)とWT1の腫瘍

血管新生における役割を検討した。 

(3) 悪性グリオーマ幹細胞の perivascular 

niche における ALCAM (sALCAM)と WT1

の機能的役割の解明：悪性グリオーマ幹細

胞と血管内皮細胞との相互作用について、

CD133(+)ALCAM(+)WT1(+) も し く は

WT1(−)の腫瘍細胞を、血管内皮細胞と共培

養し、血管内皮細胞の tube formationの違い

を検討した。血管内皮細胞の WT1 および

ALCAM knock down細胞を腫瘍細胞と共培

養し、tumor sphere形成能と分化能に違いを

検討、perivascular niche における血管内皮

細胞と幹細胞のクロストーク、幹細胞の維

持に果たす役割を検討した。 

(4) sALCAMに対する blocking antibodyの

作成とその効果の検討： sALCAM の

blocking antibodyを作成し、本分子が治療の

標的になりうることを示す。 
 
４．研究成果 

 ALCAMとWT1を基軸として、グリオー

マ幹細胞／グリオーマ細胞における機能的

役割や血管新生との関連を明らかにし、新

たな治療法を開発することを目的に、研究

計画書に基づき以下の研究を行い、以下の

成果を得た。 

(1) 悪性グリオーマ幹細胞におけるWT1遺

伝子産物の機能的役割の検討：臨床検体に

おける初期培養腫瘍細胞から tumor sphere

を作成し、WT1を knock downし、in vitro

での分化能の相違を検討した。その結果、

WT1 遺伝子産物はグリオーマ幹細胞にお

いて、その増殖能に不可欠な役割を担って



いた。また、免疫不全マウスにこれらの細

胞を移植した時の腫瘍形成能を検討したと

ころ、WT1を knock downした細胞では、

腫瘍形成能が著しく低下し、腫瘍の形成に

重要な役割を担うことが示唆された。網羅

的遺伝子解析は現在も遂行中であるが、い

くつかの遺伝子がこれらの pathway に関わ

っている可能性が浮上し、確認作業を遂行

中である。 

(2) 悪性グリオーマ血管新生における WT1

と ALCAM / sALCAM の機能的役割の解

明： In vitroでの tube formation assayと in 

vivoでの腫瘍血管内皮細胞の形態学的検討

を行い、これら 2つの分子は腫瘍血管新生

にも重要な役割を担っている結果が得られ

た。 

(3) 悪性グリオーマ幹細胞の perivascular 

nicheにおけるWT1と ALCAMの機能的役

割の解明：CD133(+)ALCAM(+)WT1(+)と

WT1(−)の腫瘍細胞を、血管内皮細胞と共培

養し、tube formation の違いを検討した。

WT１も腫瘍血管新生に重要な役割を担う

ことが判明した。In vivoで、腫瘍細胞を①

単独群、②＋controlの血管内皮細胞投与群、

③＋ALCAM knock down血管内皮細胞投与

群、④＋WT1 knock down血管内皮細胞投与

群に分けて免疫不全マウスに投与し、検討

したところ、③④では著しく腫瘍形成能が低

下し、これは血管新生能にこれらの分子が

大きく関わり、結果として腫瘍形成能に影

響したものと考えられた。 

(4) sALCAMに対する blocking antibodyの

作成とその効果の検討：sALCAMに対する

抗体の作成を、ハイブリドーマによる抗体

精製法を用いて開始したが、今のところよ

い抗体を得るまでには至っておらず、引き

続き作成実験を継続する予定である。 

これら(1)から(4)を総括すると、悪性グリオ

ーマ幹細胞における(1)WT1 遺伝子産物の

機能的役割の検討、(2)悪性グリオーマ血管

新生におけるWT1とALCAM / sALCAMの

機能的役割の解明、(3)悪性グリオーマ幹細

胞の perivascular niche における WT1 と

ALCAM の機能的役割の解明、ではあらか

じめ予測された一定の成果を得たものと考

えられる。しかしながら、それら 2つの分

子の相互作用や正確な signal pathway や分

子機序の解明にはいたっておらず、さらな

る検討を行うべく、新たな実験系を計画中

である。(4) sALCAM に対する blocking 

antibody の作成とその効果の検討において

は、あらかじめ予測された一定の成果を得

られなかったが、問題点は明らかになって

おり、今後の研究に役立つものと考える。 
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