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研究成果の概要（和文）：神経膠芽腫の発生・悪性化における時間的・空間的特質を解析するた

めに腫瘍幹細胞における特定因子の解析を行った。幹細胞マーカーである CD133 を用い陽性細

胞の分離、培養に成功した。それらを用い空間的特質である浸潤能に関与する integrin family

の発現形式を検討した。その結果４種類のα subunit の中でα3 subunit が有意に高い発現を

示し、腫瘍浸潤能への関与が示唆された。また、神経膠芽腫の時間的特質である悪性化の過程

でアポトーシスや幹細胞調節に関係する FAS 遺伝子と TP53 遺伝子の変異の関与が疑われた。 

研究成果の概要（英文）：To evaluate the specific factors in tumorigenesis of the 

glioblastoma, especially in chronological and spatial character, several genes 

expressions and mutations were analyzed. Among the integrins that could be related with 

invasion, the alpha 3 subunit had a significantly higher expression level in tumor stem 

cells. The alpha 3 subunit of integrin could play an important role in the tumor invasion. 

Furthermore, during a course of tumor progression, FAS and TP53 mutation were detected. 

These genetic alterations could be related with tumor progression with a malignant 

transformation.  
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１．研究開始当初の背景 

 （1）悪性脳腫瘍、特に神経膠芽腫の治

療成績はここ半世紀目立った向上は見ら

れていない。手術療法、化学療法、およ

び放射線治療による集学的治療を行って

も平均生存期間は2年を切っている。治療

成績がそれほど向上していない反面、腫

瘍の生物学的特性に関しては20世紀後半
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からの分子生物学的研究の発展に伴い、

様々な知見が集積されてきている。我々

も癌遺伝子や抑制癌遺伝子が、どのよう

な変異を有し、どのように腫瘍に関与し

ているかについては1990年初頭より数多

くの新知見を発表してきた。しかし、神

経膠芽腫が個々の患者において、時間的、

空間的に、何時、どのように発生するか

に関しては、その形態学的変化も含めて、

いまだにこれらの遺伝子群との相関関係

を見出せないでいる。この点に関して

我々は、脳深部に発生する神経膠芽腫と

他の部位に発生する神経膠芽腫における

TP53遺伝子変異の相違が、脳室周囲に存

在する神経幹細胞と何らかの関連性も持

つ可能性を見出した(Cancer Genet & 

Cytogenet(2004))。 

 （２）一方近年、神経膠芽腫における腫

瘍幹細胞の存在が示されてきている。腫

瘍幹細胞は自己複製能と多分化能を有し、

神経幹細胞と極めて近い性質を持ってい

る。しかし、神経膠芽腫腫瘍幹細胞にお

いて他の腫瘍細胞や神経幹細胞には認め

られないような特徴的な遺伝子変化や特

定の因子の関与などが存在するかどうか、

に関しては現時点では全く不明である。 

 

２．研究の目的 

（１）上述した背景を踏まえて、本研究

においては、我々が発見してきた各遺伝

子群の異常や特定因子の活性や発現異常

が神経膠芽腫における腫瘍幹細胞におい

て、どのように関与しているかと検討す

る。また、腫瘍幹細胞における各種特定

因子の活性や発現異常が神経膠芽腫の発

生における時間的・空間的な特質にどの

ように関与するかを検討する。 

（２）本腫瘍に特徴的な腫瘍幹細胞に

おける生物学的特性を解明することは、

将来的に、その特性に基づいた治療に

利用することが可能であり、神経膠芽

腫の腫瘍幹細胞をターゲットとした有

効な治療法の開発につながると考えら

れる。 

 

３．研究の方法 

(1) 腫瘍幹細胞の分離抽出および長期培養 

神経膠腫における腫瘍幹細胞の特徴を明ら

かにするため、神経膠腫から腫瘍幹細胞を同

定単離し、長期培養系を確立することを試み

た。14 例の神経膠腫（びまん性星状細胞腫 1

例、退形成性星細胞腫 2 例、神経膠芽腫 11

例）の手術検体と 4種類のグリオーマ細胞株 

(U87, U251, T98G, SNB19) を用いて auto 

MACS Pro Separator により CD133 陽性細胞を

分離抽出し、neurosphere の形成と長期培養

を試みた(図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 腫瘍幹細胞内における特定因子が腫瘍の

空間的特徴に与える影響の検討 

神経膠芽腫における時間的・空間的特徴のひ

とつである腫瘍浸潤能に着目し、腫瘍浸潤能

に 関 与 す る 細 胞 外 基 質 受 容 体 蛋 白 の

integrin family の腫瘍幹細胞内での発現形

式を解析し、浸潤能に与える影響を検討した。 

① 4 種類のグリオーマ細胞株（U87, U251, 

T98G および SNB19）と 2例の手術により摘出

した神経膠芽腫から同定・抽出した CD133 陽

性腫瘍幹細胞と CD133陰性の非腫瘍幹細胞を

用いた。これらの腫瘍幹細胞および非幹細胞



 

 

群において、4 種類の integrin family、α 

subunit、α2、α3、α5 および αV の mRNA

の発現形式を real-time RT-PCR 法を用い検

討した。 

② 腫瘍幹細胞における関与が疑われた

integrin family の subunit の発現をコント

ロールすることにより、実際の腫瘍細胞の浸

潤能が影響を受けるかどうかを検討した。グ

リオーマ細胞株 U87 を用い、特定の integrin 

family αsubunit を強制発現させる系と発

現を抑制させる系を作成、それぞれの腫瘍細

胞における浸潤能を matrigel invasion 

assay により検討した。 

(3) 腫瘍細胞における特定因子が腫瘍の時

間的特徴に与える影響の検討 

神経膠芽腫の発生過程において、前駆的な良

性病変から長期的経過を経て神経膠芽腫に

変化する 2次的神経膠芽腫の存在が知られて

いる。我々はそのような特徴的な症例を選出

し、その発生過程における遺伝子異常を検討

した。今回我々は約 14 年の経過を経て、良

性 の 毛 様 細 胞 性 星 細 胞 腫 (pilocytic 

astrocytoma)から近接する部位に悪性神経

膠腫が発生した症例のそれぞれの病変より

腫瘍細胞を摘出し、その腫瘍細胞における

EGFR 遺伝子、P53 遺伝子、FAS 遺伝子、BRAF

遺伝子および IDH1 遺伝子の異常を解析した

（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

(1) 神経膠芽腫からの腫瘍幹細胞の培養系

の確立 

悪性度の低い腫瘍では腫瘍幹細胞の培養は

困難であったが、神経膠芽腫 2 例において

spheroid の形成を認め（図３）、1 例におい

て 3カ月を超える長期培養に成功した。また

4種類の腫瘍細胞株のうちU87およびT98Gに

おいて spheroid の形成を認めた。このこと

より悪性度の高い神経膠芽腫においては

CD133 陽性細胞の比率が高く、磁気分離法に

より腫瘍幹細胞の培養系を作成することが

可能であることが判明した。これらの培養系

腫瘍幹細胞は今後の腫瘍幹細胞研究に有用

であると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

(2) (1)において確立された腫瘍幹細胞培養

系を用い、以下の成果を得た。 

① 腫瘍浸潤能に関与とすると考えられる

integrin family αsubunit のうち、α3 

subunit の発現が腫瘍幹細胞において、非腫

瘍幹細胞と比較し有意に高いことが示され

た（図４）。このことより神経膠芽腫の空間

的発育の特徴である腫瘍細胞の浸潤能に、腫

瘍幹細胞における integrin α3 subunit の

関与が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

② グリオーマ培養細胞 U87を用い、integrin 

α3 subunit を強制発現させた系と発現を抑

制した系を作成し、実際の浸潤能を検討した

結果、強制発現したものでは明らかに浸潤能

が亢進した（図５）。それに対して、発現を

抑制したものでは、逆に浸潤能の低下を認め

た（図６）。このことより integrin α3 

subunit の腫瘍浸潤能に対する機能的関与が

裏付けられた。 

 

 

 

 

 

 

 

以上より、神経膠芽腫においては、その空間

的特徴に関与する浸潤能に integrin α3 

subunit の関与が考えられ、この関与は腫瘍

幹細胞の段階においてすでに認められる。

我々が得た結果は、将来的には本因子をター

ゲットとした分子標的療法の開発につなが

る知見と考えられた。 

(3) 時間的経過を経て、良性のグリオーマか

ら悪性神経膠腫に変化した腫瘍細胞におい

て、アポトーシスに関与する FAS 遺伝子と、

代表的な癌抑制遺伝子であり腫瘍幹細胞の

調節機能への関与も示唆されている TP53 遺

伝子の遺伝子異常を認めた（図７）。 

 

 

 

 

 

 

 

また通常認められる IDH1 遺伝子や EGFR 遺伝

子および BRAF 遺伝子の異常は認められなか

った。このことより神経膠芽腫の時間的な発

生過程において、アポトーシスの調節機能お

よび幹細胞調節を含めた広範な細胞制御機

能が関与する発生経路の存在が示唆された。 

 今後は神経膠芽腫の腫瘍幹細胞において、

実際に FAS 遺伝子や TP53 遺伝子がどのよう

に関与するかを、腫瘍細胞および培養細胞を

用い検討する予定である。 
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