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研究成果の概要（和文）：Tumor initiating cellで機能する分子としてNotchが抽出された。本研究では、膠芽腫患者
由来の幹細胞株を使用し、Notchを阻害する分子標的薬剤MRK003 (MRK)の効果を評価した。使用した3種類の細胞株には
Notch1、2の発現が認められた。MRKによってNotchシグナルは阻害された。MRKの下流シグナルであるAKTシグナルが強
く阻害された幹細胞株は低濃度のMRKにより細胞増殖、Sphere形成能が高度に低下し、AKTシグナル阻害が不変であった
幹細胞株に対するMRKの効果は乏しかった。以上より、MRKはAKTシグナル阻害程度によって効果が異なることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Notch was selected as an important signaling molecule for cancer stem/initiating 
cells to maintain stemness, induce cell proliferation and regulate apoptosis. Notch signal inhibition by 
γ-secretase inhibitor may be effective strategy for the treatment of cancer stem/initiating cells. We 
analyzed 3 patient’s derived GBM stem-like cells with treatment by MRK003, a novel clinically available 
γ-secretase inhibitor. Notch 1 and 2 were expressed in all cells. MRK003 suppressed Notch signaling in 
all cells. Akt signaling which is downstream of Notch was strongly inhibited in two species of cells. 
These cells showed strong effect of MRK in terms of inhibition of proliferation and sphere formation. On 
the contrary, the cell without alteration of Akt signaling by MRK showed low effect of MRK. Taken 
together, the effect of MRK003 may depend on the inhibition of Akt pathway.

研究分野： 脳腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

膠芽腫は脳腫瘍の中で最も悪性かつ制御

困難な腫瘍である。腫瘍摘出術に加え放射

線化学療法を加える集学的治療を行っても

5 年生存率は 5%、平均生存期間は 2 年未満

のことが多い。昨今の医療進歩による他臓

器癌治療成績の改善を鑑みると、過去 30

年にわたり治療成績がほぼ不変である膠芽

腫に対して新たな治療法の確立は最重要課

題である。膠芽腫は周囲の正常脳組織へ浸

潤して増大していく特徴があるため他臓器

固形癌と異なり外科的完全切除は不可能で

ある。そのため外科的切除後の残存膠芽腫

制御のために新たな化学療法の確立が必須

である。 

近年のがん基礎研究では腫瘍の起源とな

る癌幹細胞の存在が提唱され、脳腫瘍にお

いてもグリオーマ幹細胞がいちはやく同定

され、研究領域が急速に拡大している。 

膠芽腫幹細胞で機能する分子として

Notch シグナルが抽出された。Notch シグナ

ルとは隣接する細胞間でのシグナル伝達シ

ステムであり、その主な機能は発生過程に

おける幹細胞の維持制御だけでなく、増殖、

アポトーシス制御、腫瘍形成能などにも関

わっているシグナルである。さらに Notch

シグナルが関与する下流シグナルは多数あ

るとされており、その中には膠芽腫の主要

シグナルである細胞の生存や増殖に関与す

る AKT 経路も含まれている。従って Notch

シグナルを制御することにより膠芽腫幹細

胞を含めた様々な癌幹細胞を制御できる可

能性がある。 

Notch シグナル阻害剤とは一般に γ-セク

レターゼ阻害剤のことを指す。膠芽腫にお

いてもγ－セクレターゼ阻害剤の抗腫瘍剤

としての有効性が in vitro, in vivo で報告さ

れている。Notch 阻害剤の中でも MRK003
（MRK）は強力な γ-セクレターゼ阻害作用

を有する新規の化合物であり、基礎研究に

おいて T 細胞性白血病、乳癌、肺癌、膵臓

癌、悪性黒色腫に対して強力な増殖抑制、

アポトーシス促進効果が報告されている。 

 従って癌幹細胞の形質維持、増殖、アポ

トーシス制御に重要な Notch シグナルに着

目し、膠芽腫幹細胞に対する新規分子標的

剤 MRK の抗腫瘍効果を評価するに至った。 

  

２．研究の目的 

腫瘍幹細胞で機能する分子として Notch

シグナルが抽出された。Notch シグナルは発

生過程における幹細胞の維持制御を担って

いる。膠芽腫において Notch シグナルの異常

おおよび Notch シグナル阻害剤の抗腫瘍剤

としての有効性が in vitro および in vivo で

報告されている。Notch シグナルの細胞内活

性化を担うγ－セクレターゼを阻害する分

子標的薬剤 MRK003（MRK）は Notch 阻害

剤のなかでも最も強力であると言われてい

る。本研究の目的は、膠芽腫患者由来の幹細

胞株を使用し MRK の抗腫瘍効果を評価した。 

 

３．研究の方法 

膠芽腫患者由来の3種類の膠芽腫幹細胞株

を使用した。Notch 受容体の存在を定量的

RT-PCR で評価した。MRK による Notch シ

グナル阻害およびその下流シグナルである

AKT シ グ ナ ル の 蛋 白 レ ベ ル を

westernblotting で解析した。次に細胞増殖

能評価のために MTT assay、幹細胞形質評価

のために Sphere forming assay を行い、ア

ポトーシス細胞の検出に AnnexinV-FITC を

用いたフローサイトメトリーで評価した。 

 

４．研究成果 

使用した 3種類の膠芽腫幹細胞株は定量的

RT-PCR より Notch1, Notch2 の発現が認め

られた。これらの発現レベルは 3 種とも異な

っていた。（図 1） 

MRK によって Notch シグナルの細胞内活

性化を示す cleaved Notch intracellular 

domain (NICD) は阻害された。この結果よ



りMRKはNotchシグナル阻害剤であること

が確認された。その下流シグナルの一つであ

る AKT シグナルに関して、2 種類の幹細胞

株は強く阻害され、残りⅠ種の幹細胞株はほ

とんど阻害されなかった。Notch シグナル阻

害程度と AKT シグナル阻害程度に明らかな

相関は認めなかった。（図 2） 

MRKは3種類の膠芽腫幹細胞の細胞増殖、

sphere 形成能を抑制し、アポトーシスを促進

した。2 種類の膠芽腫幹細胞株（TGS01、30R）

は、低濃度（2μM以下）MRK で強い効果を

認めた。残り 1 つの膠芽腫幹細胞株（TGS04）

は、高濃度（8μM以上）で強い効果が認めら

れたが sphereの大きさについては濃度依存性

に低下した。（図 3, 4, 5） 

以上の結果から、患者由来膠芽腫幹細胞株

は、Notch シグナル阻害剤 MRK によって細

胞増殖抑制、幹細胞形質維持の抑制、アポト

ーシス促進が誘導された。MRK の効果は、

AKT シグナルが強く阻害される膠芽腫幹細

胞に強い効果を示した。MRK は Notch シグ

ナルの活性化指標である NICD の阻害程度

ではなく、その下流である AKT シグナルの

阻害程度によって強度が規定される可能性

が示唆された。 

Notchシグナルの下流には様々なシグナル

が関与し、各細胞背景によっても異なってい

る。本研究は、膠芽腫幹細胞における Notch

シグナルと AKT シグナルとの関連を示す結

果となった。今後も、膠芽腫幹細胞において

Notchシグナルとその下流シグナルとの分子

機構を探究する予定である。 
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