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本助成事業による研究について､次のとおり報告します。 

１．研究課題名 

  悪性脳腫瘍における血管内皮細胞関連分子を標的とした新規治療法の開発 

 

（英文名） 

 

２．研究実施期間 

平成２５年４月１日～平成２６年３月３１日 

３．助成金額 

１，０００，０００ 円 

４．研究の目的 

神経膠腫（グリオーマ）は、最も発生頻度の高い原発性脳腫瘍であり、その主たる組織型であ

る神経膠芽腫において生存期間中央値はわずか 14.6 ヶ月と予後が悪い。特にグリオーマ幹細胞

は、放射線治療や抗がん剤治療への抵抗性を保持するだけでなく、VEGF や CXCR4 などの血管

新生関連分子を分化型のグリオーマ細胞より強く発現することで、腫瘍組織中に非常に発達した

腫瘍血管を構築し、腫瘍増殖を高めていることが報告されている。更に、その腫瘍血管の一部は

グリオーマ幹細胞から分化した細胞から構成されていることが報告されている。 
がん幹細胞に特異的発現が見られ、生命予後とも相関することからケモカイン受容体である

CXCR4 とそのリガンドである CXCL12（SDF-1）は、がん幹細胞の研究分野で現在注目されて

いる分子の一つである。腫瘍組織の CXCR4 発現が予後不良と相関することは、既に脳腫瘍、乳

がん、肺がん、前立腺がん、そして、すい臓がんで報告されており、がん幹細胞の CXCR4 を介

した腫瘍形成の重要性が示唆されている。動物実験においても、グリオーマ幹細胞の CXCR4 依

存的な増殖が解析されており、グリオーマ幹細胞自身の増殖に関わる直接的な働きと血管新生を

促進することで腫瘍増殖を促進する間接的な働きが報告されている。 
しかし、これまでの研究において、グリオーマ幹細胞自身が分泌する CXCL12 による腫瘍形成

の働きについては、詳細な解析が行われていない。そこで、グリオーマ幹細胞が発現する CXCL12
に着目し、その CXCL12/CXCR4 シグナルを介した直接的、間接的な腫瘍形成の働きを明らかに

することで、新規治療ターゲット分子となりうるかを検討するため、本研究を行った。 

 



５．研究概要報告 

今回の研究では、グリオーマ幹細胞のモデル細胞として、TS細胞（INK4a/ARF-/-ノックアウト

マウス由来の神経幹細胞にH-Rasv12遺伝子とGFP遺伝子を導入したグリオーマ幹細胞株）を用い

た。 
まず、グリオーマ幹細胞自身が分泌する CXCL12 による直接的な腫瘍増殖を解析するため、TS

細胞に control siRNA と CXCL12 siRNA をそれぞれ遺伝子導入した。リアルタイム PCR 法によ

り CXCL12 の発現抑制に効果的な配列を確認し、siRNA 遺伝子導入 72 時間後の細胞数をカウン

トしたところ、CXCL12 siRNA を遺伝子導入した TS 細胞群で有意な増殖抑制効果が見られた。

CXCL12 siRNA と異なる配列を認識する CXCL12 shRNA を遺伝子導入した TS 細胞でも、同様

の発現抑制効果と増殖抑制効果が見られた。更に TS 細胞による CXCL12 の影響を in vivo で解

析するため、control shRNA と CXCL12 shRNA の遺伝子導入 TS 細胞株をそれぞれ作製し、

C56BL/6 マウスに皮下投与して、腫瘍径の変化を測定したところ、in vivo においても TS 細胞の

増殖抑制効果が見られた。 
次に、グリオーマ幹細胞自身が分泌する CXCL12 の間接的な影響を解析するため、グリオーマ

幹細胞による血管内皮細胞への分化能力を in vitro で評価した。TS 細胞を通常の分化因子である

血清を含まない神経幹細胞用培地（neural stem cell medium：NSM）から血管内皮細胞用培地

（endothelial cell medium：ECM）に培地を変えて培養後、チューブフォーメーションアッセイ

による形態変化を解析したところ、TS 細胞を NSM から ECM に変えて 10 日間ほど事前培養す

ると、NSM では浮遊してスフェアを形成しているが、ECM 培地中ではシャーレに接着するよう

な形態変化が見られ、チューブフォーメーションアッセイを行うと血管内皮細胞様の形態をとる

事がわかった。更に、グリオーマ幹細胞の血管内皮細胞様への分化に CXCL12/CXCR4 シグナル

が関わっているかを調べるため、CXCR4 のアンタゴニストである AMD3100 や CXCL12 shRNA
によるシグナル阻害を行ったが、CXCL12/CXCR4 シグナルを阻害しても影響は見られなかった。 

次に、in vivo での間接的な影響を調べるため、shRNA 株を投与した腫瘍組織からパラフィン

包埋組織を作製し、血管新生関連分子である CXCL12、vWF、CD31 に対する抗体を用いた免疫

組織化学的解析を行った。CXCL12 で免疫染色したところ、腫瘍形成後も CXCL12 shRNA 株の

組織では CXCL12 の発現が低い傾向が持続していた。また、血管新生を調べるため、血管内皮細

胞のマーカー分子である CD31、vWF による免疫染色を行ったが、shRNA による違いは見られ

なかった。 
これらの結果から、グリオーマ幹細胞は自身の CXCL12 を介して、直接的に細胞増殖を促進し

ていると考えられる。一方、間接的な影響としては、グリオーマ幹細胞から血管内皮細胞への分

化の点でも他の細胞による血管新生の点でも、グリオーマ幹細胞由来の CXCL12 は重要な働きは

行っていないと考えられる。そのため、CXCL12 をターゲットとした治療薬は、グリオーマ幹細

胞にのみ有効であり、増殖期間中、有効量を継続投与する必要があると考えられる。 
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