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全体の緒言 

  

膠芽腫の疫学と治療法 

がんは様々な治療法が開発されているにも関わらず、日本における死因

の第１位であり、2015 年度のがんによる死亡総数は 370,346 人である 1。

脳腫瘍の発生頻度は人口 10 万人に対して 14.09 人である 2。その中でも、

原発性の脳腫瘍の発生頻度は、人口 10 万人に対して 3.76 人と報告されて

いる 3。一方、アメリカでの原発性の脳腫瘍の発生頻度は人口 10 万人に対

し 22.64 人と本邦より高い 4。脳腫瘍の中でも、膠芽腫 (Glioblastoma 

multiforme、GBM) は中枢神経系腫瘍 WHO 分類において最も悪性度の高

い Grade IV に分類されており、GBM に罹患した患者の生存期間中央値は

12〜15 ヶ月と極めて予後不良である 5。標準治療には外科的切除、放射線

療法、化学療法が用いられている。膠芽腫において外科的切除は生命予後

を規定する最も重要な因子であるが、脳機能の温存の必要性および膠芽腫

細胞の高い浸潤能のため、腫瘍の完全摘出は困難であることが多い 6。ま

た、DNA 複製を阻害する作用を有する経口アルキル化剤 Temozolomide 

(TMZ) を用いた治療も実施されているが、放射線療法単独での生存期間中

央値は 12.1 ヶ月、放射線療法と TMZ 投与の併用療法においても 14.6 ヶ

月であり 7、より効果的な治療法の開発が求められる。 

 

腫瘍の不均一性とがん幹細胞 

1976 年に Peter Nowell が腫瘍の進展において特定の遺伝子変異を持つ

細胞が自然に選択されていくモデルを提唱して以来 8、腫瘍組織は単一の

細胞から構成される均一な集団であると考えられてきた。しかし、次世代

シークエンサーの開発以降、がんゲノム変異の解析が急速に進行し、組織

学的に同一腫瘍であると診断された腫瘍であっても進展に重要なドライバ

ー遺伝子変異が全く異なることや、同一患者に生じた腫瘍であっても部位

によって異なる遺伝子の増幅や変異が生じることが明らかになり 9,10、腫

瘍内における不均一性が重要視されるようになった。  

GBM においては、isocitrate dehydrogenase (IDH) 1/2 遺伝子における

点突然変異 11 や、O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) 

のプロモーター領域のメチル化 12 をはじめとして、様々な遺伝子変異が報

告されてきた。従来膠芽腫は、初回から GBM として発生する原発性とび

まん性星細胞腫等の悪性神経膠腫を経る続発性に分類されてきた 13。続発
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性 GBM は原発性と比較して IDH1/2 遺伝子変異を持つ場合が多く、予後

が良好であると報告されていることから 14、2016 年に改訂された中枢神経

系腫瘍 WHO 分類では原発性、続発性の分類は消され、IDH 変異を診断に

加えることとなった。初発、再発時の GBM に生じた遺伝子変異の普遍性

を検討した報告では、初発時に生じた IDH1 遺伝子変異は再発時において

も共通して認められたものの、再発腫瘍においては初発時には認められな

かった遺伝子変異が多数検出された 15。また、膠芽腫の標準治療として使

用される TMZ は MGMT のプロモーター領域にメチル化が生じた膠芽腫に

対し奏功するが 16、TMZ 治療後に PIK3CA、PTEN、MTOR 等に遺伝子

変異が生じ再発の原因となる 15。 

腫瘍内の不均一性に関与するがん幹細胞 (Cancer stem cell、CSC)は自

己複製能と多分化能を有し、前駆細胞から分化してがん細胞となる。CSC

の存在は、1997 年に Bonnet らが急性骨髄性白血病において発見し、免疫

不全マウスに CD34 陽性、CD38 陰性細胞を移植すると著しい造腫瘍能を

示した 17。CSC は正常幹細胞と同様、自己複製能と多分化能を有し、薬剤

排泄に関わる ATP-binding cassette (ABC) トランスポーターや薬剤代謝

に関与する aldehyde dehydrogenase (ALDH) が高発現し、放射線療法施

行時に細胞致死性に働く活性酸素の消去に関わる酵素の発現が亢進してい

ることから、化学療法や放射線療法に対する抵抗性を有するため、再発や

転移の原因となる 18,19。更に、腫瘍内のゲノム変異におけるクローンの階

層構成への関与も報告されている 20。これまでに、乳癌 (CD44 陽性かつ

CD24 陰性) 21、大腸癌 (CD133 陽性) 22、脳腫瘍 (CD133 陽性) 23 など

様々な癌腫における CSC の同定が進んできたが、CSC を標的とした効果

的な治療法は未だ開発されていない。 

 

分子標的治療の開発 

分子標的治療は、腫瘍の増殖・生存に関与する特定の分子の酵素活性部

位等の機能領域に結合する抗体医薬や低分子化合物を作用させることで腫

瘍の縮小を狙う治療である。本邦においては、2001 年に慢性骨髄性白血病

に対し、キメラ遺伝子である BCR-ABL 遺伝子産物のチロシンキナーゼ活

性を特異的に阻害する低分子化合物 Imatinib による治療が承認された。

Imatinib 投与による慢性骨髄性白血病の 5 年生存率は 89%であることが

報告されている 24。この他、受容体型チロシンキナーゼ HER2 阻害剤であ

る Trastuzumab が乳癌に対し、EGFR 阻害剤である Gefitinib が肺癌に対

してなど、様々な分子標的治療薬剤が承認されてきた。膠芽腫においては
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受容体型チロシンキナーゼ EGFR、c-Met、PDGFR に対する分子標的治療

が新規治療法として基礎研究が進められている。また、各種受容体型チロ

シンキナーゼを標的とした臨床研究については 2017 年現在、EGFR にお

いては 53 件、c-Met においては 6 件、PDGFR においては 7 件実施されて

おり(ClinicalTrials.gov により検索)、その中には臨床試験の完了報告も存

在するものの、無増悪生存期間等の劇的な延長は認められず、未だ治療適

応承認は得られていない。 

 

バイオマテリアルとがん幹細胞 

バイオマテリアルは生体内の蛋白質との相互作用を意図して作製された

生体適合性を持つ材料であり、再生医療への応用等を目的として基礎研究

が進められている。細胞周囲における微小環境は、細胞増殖やシグナル伝

達に重要な役割を果たす。バイオマテリアルはポリマー、セラミクス、金

属などの素材で、人工弁、歯、骨、血管など様々な組織代替物として用い

られているが、近年、細胞培養技術としても生体内に近い微小環境を整え

るためにバイオマテリアルが用いられてきている。細胞培養においては、

生体内と同様の組織構築を目指し、バイオマテリアルを足場として生体に

近い環境を模倣することで三次元的な培養を実施し、幹細胞からのより効

率的な目的臓器細胞への分化 25、前臨床試験における薬物スクリーニング

26、腫瘍形成能や悪性転化能の検討 27 が実施されている。CSC においても

微小環境は重要視されており、2016 年には細胞外基質や鉄を構成成分に含

まれるウレタンベースの合成ポリマーを用いてラットの C6 神経膠腫細胞

株を培養すると、CSC を維持できることが報告された 28。 

 

 本研究では以上のことを踏まえ、第一章では新規培養基材である高分子

ポリマーハイドロゲルを使用した膠芽腫のがん幹細胞の新規誘導法の開発

を実施した。第二章では、膠芽腫における新規治療法として分子標的治療

薬剤投与後に生じる幹細胞性の獲得や側副経路の亢進の克服を目指し、解

析を実施した。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。  

 

APC   adenomatous polyposis coli 

BSA   bovine serum albumin 

ChIP   chromatin immunoprecipitation 

CSC  cancer stem cell 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

DN   double-network 

DTT   dithiothreitol 

ECL   enhanced chemiluminescence 

EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFR  epidermal growth factor receptor 

ERK   extracellular-signal-regulated kinase 

FAK   focal adhesion kinase 

FBS   fetal bovine serum 

FGF   fibroblast growth factor 

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GBM   glioblastoma multiforme 

GLI   glioma-associated oncogene 

GSK3  glycogen synthase kinase-3 

H&E   hematoxylin & eosin  

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HRP   horseradish peroxidase 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

NaF   sodium fluoride 

NOD   nonobese diabetic 

OPN   osteopontin 

PCR   polymerase chain reaction 

PBS   phosphate-buffered saline 

PDGFR  platelet-derived growth factor receptor 

PS   polystyrene 
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PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 

PVDF   polyvinylidene difluoride 

RIPA   radioimmunoprecipitation assay  

RTK   receptor tyrosine kinase 

RT-PCR  reverse transcription polymerase chain reaction 

SCID   severe combined immunodeficiency 

SDS   sodium dodecyl sulfate 

SFRP   soluble frizzled-related protein 

SHH   sonic hedgehog 

TKI  tyrosine kinase inhibitor 

TSA   trichostatin A 

5-Aza-dC  5-Aza-2’-deoxycytidine 
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高分子ハイドロゲルを用いたがん幹細胞の 

新規誘導法の開発および分子メカニズムの解明 

 

 

  



9 

 

【緒言】 

 

 がん幹細胞 (Cancer stem cell、CSC) は腫瘍組織中に存在し、正常幹細

胞と同様に自己複製能、多分化能を併せ持つ細胞であり、高い薬剤排泄能

と放射線治療抵抗性を有する CSC18 を完全に死滅させることは困難であ

り、再発・転移の原因となる。従来のがん細胞からの CSC 誘導法には、

細胞培養時に epidermal growth factor (EGF)、basic fibroblast growth 

factor (bFGF) 等の各種成長因子を添加後、腫瘍組織・細胞から CSC 特異

的表面抗原である CD44 や CD133 を発現した細胞の分取、CSC に高発現

している ATP-binding casette (ABC) トランスポーターの薬剤排出機構を

利用した細胞分画を分取する方法、同じく CSC に高発現する薬剤代謝酵

素 Aldehyde dehydrogenase (ALDH) の細胞分画の分取が実施されている 

(図 1)17,29,30 。しかし、これらの方法は使用する試薬が高価であるためコ

ストが高く、また操作手順の多さから作業が煩雑となり、且つ誘導可能な

CSC の数もごく少数に限られることから、より簡便で効率の良い CSC 誘

導法の開発が望まれる。 

 
図 1  従来のがん幹細胞の誘導・濃縮法  

1) がん幹細胞特異的な細胞表面抗原を標的として fluorescence activated cell sorting 

(FACS) によりがん幹細胞を分取する方法。2) がん幹細胞における高い薬剤排泄能を利

用し、Hoechst33342 色素を用いて細胞を染色し、色素が排出された細胞をがん幹細胞と

して分取する方法。3) がん幹細胞に高発現する薬物代謝マーカーの aldehyde 

dehydrogenase (ALDH) に着目し、ALDH に対する基質を添加後、反応した細胞をがん

幹細胞として分取する方法。 

  

1. がん幹細胞特異的な細胞表面抗原におけるがん幹細胞の分取

2. 薬剤排泄能を利用したがん幹細胞の分取

3. 薬物代謝に関連したマーカーALDHに着目したがん幹細胞の分取

FACSなどによる
cell sorting

Hoechst33342色素
を用いた染色

FACSなどによる
cell sorting

ALDHに反応する
基質を添加

FACSなどによる
cell sorting
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 ハイドロゲルは高分子鎖に結合した親水性官能基により水分を豊富に含

むゲルを指し、親水性にも関わらず、ゲル内の高分子のネットワーク架橋

の影響により、溶解せずに存在することが可能となる 31。過去にはマウス

iPS 細胞をハイドロゲル上で培養すると幹細胞性が維持されることが報告

されており 32、ハイドロゲルは幹細胞性の維持を補助することが考えられ

る。 

 本研究では、培養基材としてハイドロゲルに焦点を絞り、北海道大学で

開発された poly(2-acrylamide-2-methylpropanesulfonic acid) (PAMPS) 

ゲルと poly(N,N'-dimethylacrylamide) (PDMAAm) ゲルを重合した

Double Network (DN) ハイドロゲル 33 を用いた (図 2)。今回着目した

DN ゲルは弾性力に優れ、水分を 90%以上含む生体適合性に優れたゲルで

ある。先行研究において、DN ゲルには間葉系幹細胞の誘導を促し、軟骨

自然再生を誘導する能力があることが明らかとなり 34、再生医療への応用

が期待されている。 

 本章では、DN ゲルを使用した膠芽腫および他の癌腫の細胞の培養を実

施し、CSC 誘導能の解析を実施し、誘導されたがん幹細胞に特異的な性質

の探索と、治療応用への可能性を模索した。 

 

 

図 2  DN ゲルの模式図 

(左) poly(2-acrylamide-2-methylpropanesulfonic acid) (PAMPS) ゲルの模式図および化学

式。(中央）poly(2-acrylamide-2-methylpropanesulfonic acid) (PAMPS) ゲルと poly(N,N'-

dimethylacrylamide) (PDMAAm) ゲルを重合した Double-network (DN) ゲルの模式図。  

(右) poly(N,N'-dimethylacrylamide) (PDMAAm) ゲルの模式図および化学式。 
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【実験方法】 

 

1) DN ゲルの合成 

 PAMPS / PDMAAm DN ゲルは、以前に報告された two-step sequential 

polymerization method35 を用いて合成された。 2-acrylamido-2-methyl-

1-propanesulfonic acid (AMPS) (Toagosei Co. Ltd.、Japan)、N,N’-

dimethylacrylamide (DMAAm) (KOHJIN Co. Ltd.、Tokyo、Japan)を購

入した。PAMPS ゲルを合成するために、架橋剤として N,N’-

methylenebisacrylamide (MBAA) (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.、

Tokyo、Japan)を、重合開始剤として 2-oxoglutaric acid (Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd、Osaka、Japan)を用いたラジカル重合を行な

った。モノマー濃度は PAMPS では 1 M、架橋剤は 4 mol％、重合開始剤

は 0.1 mol％であった。モノマー、架橋剤及び開始剤を含む水溶液は、シ

リコンゴムで隔てられた一対のガラス板からなる反応セルに注入し、アル

ゴンガス存在下において、紫外線光 (波長 365 nm) を約 8 時間照射した。

DN ゲルは、two-step sequential polymerization method により合成し

た。PAMPS ゲル (1st network) を、0.1 mol％ MBAA および 0.1 mol％ 

2-oxoglutaric acid を含む 2 M の DMAAm の水溶液に、平衡に達するまで

1 日間浸漬した。その後、アルゴンガス存在下で 2 枚のガラスの間で UV

を 8 時間照射することにより、2nd network である PDMAAm を PAMPS

ゲル存在下で重合させた。重合後、DN ゲルを HEPES (Sigma-Aldrich、

St. Louis、MO、USA) 緩衝溶液 (1.55×10-2 M NaHCO3、0.14 M 

NaCl、5×10-3 M HEPES、pH 7.4) に浸漬し、HEPES 緩衝溶液を 7 日間

以上毎日交換して平衡に達したものを細胞培養に用いた。 

 

2) 細胞株および DN ゲル上での細胞培養法 

ヒト膠芽腫細胞株 KMG4、U138、U343、ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa、

ヒト肺癌細胞株 A549、ヒト口腔癌細胞株 HSC-3、ヒト大腸癌細胞株

WiDr、ヒト膀胱癌細胞株 J82、ヒト滑膜肉腫細胞株 Fuji、SYO-1 を、

10%ウシ胎児血清、100 U/ml ペニシリン、100 U/ml ストレプトマイシ

ン、2 mM L-glutamin を添加した DMEM を用い、5% CO2、37℃のイン

キュベーター内で培養した。膠芽腫患者由来初代培養細胞である G137、

G140、G144、G150 細胞は手術検体より樹立し、AGMTM SingleQuotsTM 

(0.5 ml ascorbic acid、0.5 ml recombinant human FGF、0.5 ml GA-

1000、1.25 ml insulin、0.5 ml L-glutamine) を含んだ ABMTM Astrocyte 
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Cell Basal Medium (Lonza、Walkersville、MD) を用いて 5% CO2、37℃

のインキュベーター内で培養した（北海道大学病院自主臨床研究番号 自

015-0035）。DN ゲルは培養ディッシュの大きさに合わせて型抜きを実施

後、オートクレーブ滅菌を行なった。DN ゲルを培養ディッシュに沈め、

培養細胞に合わせた培地で一晩浸漬後、ゲル上に 1.0×105 cells/ml の濃度

となるように細胞を播種し、培養した。コントロールとして通常培養条件

である polystyrene (PS) ディッシュ上で培養した細胞を用いた。 

 

3) KMG4-tdTomato-Luc2 細胞の作製 

発光酵素 Luc2、赤色蛍光蛋白質 tdTomato の共発現ベクターpCSII-

CMV-tdTomato-Luc2 (北海道大学遺伝子病制御研究所血管生物学教室の樋

田京子特任准教授より供与) を、FuGENE® HD transfection reagent 

(Promega、Madison、WI、USA) を用いて KMG4 細胞に遺伝子導入後、

0.2 mg/ml ゼオシン (Invitrogen、Carlsbad、CA、USA) にて薬剤選択を

実施した。tdTomato-Luc2 陽性 KMG4 細胞の樹立確認のために、蛍光顕

微鏡 BZ-9000 (Keyence、Tokyo、Japan) にて赤色蛍光蛋白質の発現およ

びルシフェラーゼアッセイにて発光酵素活性が十分であることを確認し

た。 

 

4) KMG4-tdTomato-Luc2 細胞の免疫不全マウスへの同所性移植および生

体内化学発光イメージング 

6 週齢、メスの NOD/ShiJic-scid Jcl マウス (CLEA Japan Inc.、

Tokyo、Japan) を、1.75% イソフルラン (60 mg/kg) (ファイザー) で全身

麻酔後、30 G 注射針を用いて KMG4-tdTomato-Luc2 細胞を 5.0×102 個/

匹となるように 10 µl phosphate-buffered saline (PBS) で懸濁し、右大脳

半球へ移植した。DN ゲルは粉砕後に 100 µm のフィルターで濾過し、移

植時には PBS に混合した粉砕 DN ゲル溶液と細胞懸濁液が等量になるよ

うに調整した。腫瘍細胞の生着及び増大の確認には、IVIS Spectrum 

imaging system (Caliper Life-Sciences、Hopkinton、MA、USA) を用い

た。マウスを 1.75% イソフルランにより全身麻酔後、VivoGlo Luciferin 

in vivo Grade (Promega) を腹腔内へ投与し、IVIS による化学発光の検出

を 1 週間に 1 回行なった。上記の動物実験は全て「北海道大学動物実験に

関する規定」および「北海道大学遺伝子組み換え実験等安全管理規定」に

従って実施した。 
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5) 組織学的検討 

IVIS にて腫瘍形成が確認されたマウスを安楽死させた後、脳を摘出し、

4%緩衝ホルマリン溶液もしくは PAXgene Tissue System (PreAnalytiX、

Hombrechtikon、Switzerland) を用いて固定した。組織切片は

hematoxylin & eosin (H&E) 染色及び抗 Ki-67 抗体 (clone MIB-1、cat. 

M7140、1:200) (Dako、Glostrup、Denmark) を用いた免疫組織化学によ

り組織標本を作製した。 

 

6) RNA 抽出および遺伝子発現解析 

RNeasy Mini Kit (Qiagen、Valencia、CA、USA) を用いて細胞から

total RNA を抽出後、SuperScript® VILOTM cDNA Synthesis Kit 

(Invitrogen) を用いて逆転写反応により cDNA を作製した。遺伝子発現解

析には Power SYBR® Green Master Mix の調整法に従い、

StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems、Foster、

CA、USA) を使用して定量 RT-PCR 法を実施した。使用したプライマー

の配列は以下の表に示す通りである。 

表 1  定量 RT-PCR 法にて使用したプライマーの一覧 

 

 

7) イムノブロッティング法 

細胞に radioimmunoprecipitation assay (RIPA) バッファー [10 mM 

Tris-HCl (pH 7.4)、5 mM EDTA、150 mM NaCl、10% glycerol、1% 
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Triton X-100、1% sodium deoxycholate、0.1% SDS、50 mM NaF、1 

mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、1 mM sodium 

orthovanadate (Na3VO4)、 protease inhibitor mixture: Complete 

(EDTA-free) protease inhibitor (Roche、Basel、Switzerland)] を添加

し、氷上にて 20 分間静置後、4℃にて 15,000 rpm、15 分間遠心し、上清

を回収した。回収した上清に 5×還元サンプルバッファー (5×Laemmli 

sample buffer) を添加し、95℃にて 5 分間熱変性させ、イムノブロッティ

ング法のサンプルとして用いた。10% SDS アクリルアミドゲルを用いて

SDS-PAGE を実施後、分離された蛋白質を PVDF メンブレン 

(Millipore、Billerica、MA、USA) に転写した。転写後のメンブレンは

TBS-T で希釈した 2% BSA もしくは 3%スキムミルク溶液を用いてブロッ

キング後、一次抗体にて 4℃、一晩インキュベートを行った。反応後のメ

ンブレンは TBS-T で洗浄後に二次抗体にて室温、1 時間インキュベート

し、再度 TBS-T で洗浄後、ECLTM Western Blotting Detection Reagents 

(GE Healthcare、Little Chalfont、UK) または SuperSignalTM West 

Femto Maximum Sensitivity Substrate (ThermoFischer Scientific、

Waltham、MA、USA) による処理後、LAS 4000 mini (GE Healthcare)

を用いてシグナルを検出した。一次抗体は anti-Phospho-EGFR (Y1068)、

anti-Phospho-EGFR (Y1148)、anti-phospho-MET (Y1234/1235)、anti-

MET (25H2)、anti-phospho-FAK (Y397)、anti-FAK、anti-phospho-c-Src 

(Y416)、anti-phospho-AKT (Ser473)、anti-phospho-p44/42 MAPK 

(T202/Y204) (D13.14.4E) XPTM、anti-phospho-p38 MAPK (T180/Y182) 

(D3F9) XPTM (Cell Signaling Technologies、Beverly、MA、USA)、anti-

Actin (clone C4) (Millipore)を使用した。 

 

8) 培養細胞の透明化処理及び蛍光染色法 

各細胞を DN ゲル及びコラーゲン固相化ガラスディッシュ上で 3 日間培

養後、細胞を PBS で洗浄し、3% paraformaldehyde/PBS を用いて室温、

15 分間固定した。固定後、透明化試薬 Scale A2 (4M urea、0.1% Triton 

X-100、10% glycerol) 36 を添加し、4℃、一晩反応させた。翌日、0.1% 

Triton X-100 にて室温、4 分間反応させ、1% BSA/PBS にて室温、20 分間

ブロッキングを実施した。その後、一次抗体で 4℃、一晩反応後、二次抗

体で室温、1 時間反応させた。再度 Scale A2 にて 4℃、一晩反応後に撮影

を実施した。画像撮影には共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV3000 

(Olympus、Tokyo、Japan) を用いた。一次抗体として anti-Sox2 (D6D9) 
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(Cell Signaling Technologies)、二次抗体として AlexaFluor488 

conjugated secondary antibody、AlexaFluor594 conjugated secondary 

antibody (Invitrogen)を使用した。 

 

9) DNA マイクロアレイ法による網羅的遺伝子解析 

Total RNA を RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて KMG4 より抽出し

た。マイクロアレイ解析には SurePrint G3 Human GE Microarray 8×

60K (Agilent、Santa Clara、CA、USA) を、階層的クラスタリングには

Cluster 3.0 

(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm)、ヒート

マップの可視化には Java Treeview 1.1.6 

(http://jtreeview.sourceforge.net) を使用した。 

 

10) オステオポンチンの中和による幹細胞性遺伝子の発現への影響 

0.1 M 炭酸−重炭酸塩緩衝液を用いて 300 ng/ml に希釈した

recombinant human osteopontin (OPN) 蛋白 (Peprotech、Offenbach、

Germany) により、6 cm 径の細胞培養ディッシュの底面を 4℃、一晩固相

化した。翌日 0.5% BSA/PBS を用いて室温、1 時間ブロッキングを実施し

た後、10 µg/ml OPN 中和抗体 (clone 35B6、福山大学薬学部分子免疫学

研究室の今重之教授より供与) または control mouse IgG (Sigma 

aldrich、St. Louis、MO、USA) を用いて 4℃、30 分間固相化した。その

後、2.0×105 個/ディッシュとなるように KMG4 細胞を播種し、37℃、24

時間培養後、total RNA を抽出し、cDNA に逆転写後、定量 RT-PCR 法に

て幹細胞性遺伝子の発現変動を検討した。 

 

11) クロマチン免疫沈降法 

 全ての行程は Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit 

(Millipore) を用いて実施した。DN ゲル、PS ディッシュ上で KMG4 細胞

を培養後、1% ホルムアルデヒドで 37℃、10 分固定した。洗浄後、細胞

を 1 mM PMSF、1 mM Na3VO4、Complete (EDTA-free) protease 

inhibitor (Roche、Basel、Switzerland) を添加した SDS Lysis Buffer で

溶解し、氷上に 10 分間静置後、超音波 (10 秒×4 回) によるクロマチンの

剪断を行なった。細胞溶解液を 4℃、13,000 rpm、10 分間遠心後、上清を

新しいチューブに回収し、ChIP Dilution Buffer にて 10 倍量に希釈し、

そのうち 20 µl を input PCR およびイムノブロッティング用のサンプルと
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した。希釈したサンプルのうち 2 ml に 50 µl Protein A Agarose/Salmon 

Sperm DNA (50% Slurry) を添加し、4℃にて 30 分間回転混和させ、遠心

後に得た上清に対し抗 GLI1 抗体 (Cell Signaling Technologies) を添加

し、4℃にて一晩回転混和を行なった。陰性対照には 60 µl Protein A 

Agarose/Salmon Sperm DNA (50% Slurry) を添加した。形成された免疫

複合体を Low Salt Immune Complex Wash Buffer (1 回)、High Salt 

Immune Complex Wash Buffer (1 回)、LiCl Immune Complex Wash 

Buffer (1 回)、TE Buffer (2 回) の順で洗浄を行い、イムノブロッティン

グ用サンプルは 25 µl Laemmli buffer を添加後に 10 分間加熱した。PCR

用サンプルは 5 µl 0.5 M EDTA、10 µl 1 M Tris-HCl (pH 6.5)、1 µl 10 

mg/ml Proteinase K を添加後、45℃にて 1 時間インキュベートし、フェ

ノール/クロロホルム抽出およびエタノール沈殿により精製した。PCR

は、GLI1 が結合し得る Osteopontin プロモーター領域を認識する配列の

プライマー (Forward: 5'- CTGACAGAAAATCCTACTCAGAAAA-3'、

Reverse: 5'- AAAGTAGGAAATGGATGCTGCG-3') を用いて実施した。 

 

12) 脳腫瘍患者の生存解析 

 Osteopontin の遺伝子発現と脳腫瘍患者の生存期間の関連に関する解析

は、公共データベースの REMBRANDT (https://gdoc.georgetown.edu) お

よび Prognoscan (http://www.abren.net/PrognoScan/) を用いて実施し

た。 

 

13) 統計学的解析 

 群間比較の実施には Student's t-test を行なった。P < 0.05 を統計学的

に有意差ありと判定した。 
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【実験結果】 

 

1) DN ゲル上で培養した膠芽腫細胞のスフィア形成とがん幹細胞性の誘導  

 ヒト膠芽腫細胞株 KMG4、U138、U343 を DN ゲル、PS ディッシュ上

で 3 日間培養すると、PS ディッシュ上では細胞が接着し、足を伸ばした

形態を示したが、DN ゲル上では 24 時間以内に細胞が凝集を始め、スフィ

ア形成を示した (図 3 A)。また、膠芽腫患者由来初代培養細胞 G137、

G140、G144、G150 においても細胞株と同様、DN ゲル上ではスフィア形

成が認められた (図 3 B)。DN ゲル上で培養した KMG4 細胞のスフィア形

成、および幹細胞性遺伝子 Nanog、Oct3/4、Sox2 の遺伝子発現の経時的

な変化を検討したところ、培養 1 日目よりスフィアを形成した (図 3 C)。

Nanog、Oct3/4、Sox2 の遺伝子発現は PS ディッシュと比較して DN ゲル

上では 1 日目から発現上昇が認められ、14 日目まで維持された (図 3 D)。

DN ゲル上で 3 日間培養したスフィア内での幹細胞の局在を検討するた

め、蛍光染色法による Sox2 蛋白の検出を実施した。Sox2、

Neurofilament (神経細胞マーカー) の共染色の結果、両者の発現は排他的

であり、スフィア断面図において Sox2 の発現細胞は集塊辺縁部に存在す

る傾向が認められた (図 3 E)。 

 

2) 様々なヒトがん細胞株における DN ゲル上でのがん幹細胞性誘導 

 DN ゲルによる CSC 誘導能が膠芽腫以外の癌腫においても認められるか

どうかを検討するため、子宮頸癌細胞株 HeLa、肺癌細胞株 A549、口腔癌

細胞株 HSC3、大腸癌細胞株 WiDr、膀胱癌細胞株 J82、滑膜肉腫細胞株

Fuji および SYO1 を DN ゲル、PS ディッシュ上にて 24 時間培養した。

KMG4 細胞と同様に、DN ゲル上では全ての細胞において細胞凝集塊およ

びスフィアを形成する傾向を示し (図 4 A)、Nanog、Oct3/4、Sox2 の遺伝

子発現上昇も認められた (図 4 B)。 
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図 3 DN ゲル上における膠芽腫細胞の幹細胞性誘導 

(A) ヒト膠芽腫細胞株 KMG4、U138、U343 を PS ディッシュ、DN ゲル上で 3 日間培

養、(B) 膠芽腫患者由来初代培養細胞 G137、G140、G144、G150 を DN ゲル上で 3 日

間培養後の形態像を示す。いずれも対物 20 倍。(C) KMG4 を 1、3、7、10、14 日間 PS

ディッシュ、DN ゲル上で培養した際の形態像（対物 20 倍)。(D) (C)で培養した KMG4

における定量 RT-PCR 法による Nanog、Oct3/4、Sox2 の遺伝子発現解析。青は PS、橙

は DN を示す。(E) DN ゲル上で 3 日間培養した KMG4 における Sox2 (緑)、

Neurofilament (左から 2、3 枚目:赤)、Actin (左から 4、5 枚目:赤) の蛍光染色像を示す。

左より 1〜3 枚目は対物 20 倍、4、5 枚目は対物 40 倍。 
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図 4 DN ゲル上における様々な癌腫細胞株の幹細胞性誘導 

ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa、ヒト肺癌細胞株 A549、ヒト口腔癌細胞株 HSC3、ヒト大腸

癌細胞株 WiDr、ヒト膀胱癌細胞株 J82、ヒト滑膜肉腫細胞株 Fuji、SYO1 における (A) 

PS ディッシュ、DN ゲル上で 3 日間培養後の形態  (対物 10 倍)。(B) (A)の細胞において

定量 RT-PCR 法による Nanog, Oct3/4, Sox2 の遺伝子発現結果。青は PS、橙は DN を示

す。 

 

3) マウス脳内における腫瘍形成能の検討 

DN ゲル上で形成された CSC 様のスフィアの in vivo 腫瘍形成能を評価

するため、NOD/ShiJic-scid マウス脳内へ下記各種条件下で培養した

KMG4 細胞を移植した。IVIS Spectrum による in vivo ライブイメージン

グを行うため、pCSII-CMV-tdTomato-Luc2 ベクターを用いて、

tdTomato-Luc2 遺伝子を安定的に過剰発現して樹立した KMG4-tdTomato-

Luc2 細胞を用いた。蛍光顕微鏡により赤色蛍光蛋白質 tdTomato の発現、

およびルシフェラーゼアッセイによりルシフェラーゼ活性が十分であるこ

とが確認できた (図 5 A)。 

移植には、A: DN ゲル上で培養した KMG4-tdTomato-Luc2 細胞および

粉砕 DN ゲル、B: DN ゲル上で培養した KMG4-tdTomato-Luc2 細胞、C: 

PS ディッシュ上で培養した KMG4-tdTomato-Luc2 細胞、D: 粉砕 DN ゲ

ルの 4 条件を用いた。細胞培養日数はいずれも 3 日間である。In vivo live 

イメージングの結果より、DN ゲル上で培養した KMG4 細胞および粉砕

DN ゲルを移植した群では 5 週目の時点で腫瘍を形成したマウスが最も多

く (3/5) (図 5 B、C)、経時的な IVIS の発光解析では最も早く 3 週目の時
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点で検出された (図 5 D)。形成された腫瘍の病理組織学的解析を実施した

ところ、KMG4 細胞は脳実質において大きな腫瘍を形成し、DN ゲルに接

触し、足場として利用していることが示唆される像が認められた (図 5 

E)。 

 
図 5  マウス脳内における腫瘍形成能の検討  

(A) KMG4-tdTomato-Luc2 細胞の tdTomato (赤) 陽性細胞像 (左: 対物 10 倍) および Luc2

発現強度。(B), (C) マウス脳内へ KMG4-tdTomato-Luc2 を移植後 5 週目時点での IVIS 

imaging system で検出した際の各条件(A: KMG4-tdTomato-Luc2 on DN gel + crushed DN 

gel, B: KMG4-tdTomato-Luc2 on DN gel, C: KMG4-tdTomato-Luc2 on PS dish, D: crushed 

DN gel) における生物学的発光強度 (B: 各個体毎、C: D で示したマウスの 5 週目時点で

の IVIS 検出像) (D) 最も大きな腫瘍を形成したマウスにおける発光強度の経時的な変化。

(E) 条件 A における脳組織の H&E 像および Ki-67 染色像。 
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4) DN ゲル上で培養した膠芽腫細胞におけるシグナル伝達経路の解析 

がん幹細胞性を規定する重要な因子の一つに、キナーゼを介したシグナ

ル伝達が関与することが報告されている 37。そこで DN ゲルががん幹細胞

性を誘導するメカニズムを解明するために、キナーゼに関するシグナル伝

達に着目し、イムノブロッティングを実施した。DN ゲル上で細胞が凝集

塊を形成し始めるのは約 6 時間後、完全にスフィアを形成するのは約 24

時間後であった (図 6 A)。PS ディッシュ上での培養と比較し、DN ゲル上

ではいずれのキナーゼにおいても 6〜24 時間の時点でリン酸化が亢進し、

細胞がスフィアを形成し始めるタイミングとほぼ同時期にシグナル伝達の

亢進が認められた (図 6 B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 DN ゲル上で培養した KMG4 細胞の経時的な細胞形態およびシグナル伝達  

(A) DN ゲル上で培養した KMG4 細胞の経時的な形態変化像。対物 10 倍。(B) PS ディッ

シュおよび DN ゲル上で培養した KMG4 細胞におけるイムノブロッティングによるキナ

ーゼの発現およびリン酸化の変化。 
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5) DN ゲルで誘導された膠芽腫幹細胞の性質を規定する分子の同定 

 DN ゲルにより誘導される膠芽腫の幹細胞性およびシグナル伝達を規定

する分子を同定するため、KMG4 細胞を用いた DNA マイクロアレイを実

施した。幹細胞性遺伝子の発現上昇、且つシグナル伝達の亢進が認められ

た初期段階での遺伝子の動きに着目し、播種時のサンプルを 0 時間とし、

PS ディッシュ培養 6、24、48 時間、DN ゲル培養 6、24、48 時間の細胞

を使用した。Heat map、dendrogram より、DN ゲル上では 24、48 時間

の時点において PS ディッシュ上とは異なった遺伝子発現パターンを示し

た (図 7 A、B)。DNA マイクロアレイの結果より有意に変動した遺伝子を

選定するために、Pathway analysis を利用し、DN ゲルでのみ検出された

パスウェイの変動における有意差が P < 0.001、発現に関しては 0 時間に

対して DN ゲルで亢進かつ PS ディッシュの同時間と比べて Fold change

が 3 倍以上の遺伝子を選定した。図 7 C および表 2 にパスウェイの名称、

発現上位 11 遺伝子を示した。その中でも Osteopontin (OPN) は早期に発

現が亢進し、維持された。 

 

6) OPN と膠芽腫幹細胞との関連性の検討 

OPN は分子量が約 35 kDa の分泌蛋白質であり、インテグリンや CD44

との結合を示す 38,39。脳腫瘍においては、血管周囲微小環境において OPN 

- CD44 シグナル経路を介した幹細胞性の亢進が報告されている 40。 

KMG4 細胞における OPN の遺伝子発現を定量 RT-PCR 法にて検証した

ところ、DNA マイクロアレイの結果と同様、DN ゲル上で 6、24、48 時

間のいずれのタイミングでも発現が上昇した (図 8 A)。また、OPN の遺伝

子発現と脳腫瘍患者予後との関連性を検討した結果、OPN 遺伝子の高発現

患者群は低発現患者群と比較し、有意に予後不良であったことから  (図 8 

B)、OPN は脳腫瘍の悪性化において重要な因子であることが示唆され

た。 

また、OPN と膠芽腫の幹細胞性における関係を検討するため、OPN の

中和抗体やリコンビナント蛋白を用いた中和実験により、KMG4 細胞への

影響を検討した。未処理の KMG4 細胞と比較し、OPN リコンビナント蛋

白 (300 ng/ml) の存在下では Nanog、Oct3/4、Sox2 の遺伝子発現はいず

れも上昇したが、OPN リコンビナント蛋白存在下で OPN 中和抗体 (10 

g/ml) を添加した群では未処理 KMG4 細胞のレベルまで発現が低下した 

(図 8 C)。このことから、KMG4 細胞においても OPN が幹細胞性遺伝子の

発現制御に関与することが示された。 
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図 7 DN ゲル、PS ディッシュ上で培養した KMG4 の DNA マイクロアレイ解析  

DN ゲル、PS ディッシュ上でそれぞれ 6、24、48 時間培養した KMG4 の Heat map (A)

と dendrogram (B)。(C) DNA マイクロアレイ結果より、PS ディッシュと比較して DN ゲ

ル上で発現が上昇した上位 11 遺伝子およびその発現比。  

 

表 2 DN ゲル、PS ディッシュ上で培養した KMG4 の DNA マイクロアレイ解析結果 

 
1) 所属 pathway、2) 遺伝子のシンボル名、3) 各時間帯における DN ゲル上 KMG4 細胞 

vs PS ディッシュ上 KMG4 細胞の遺伝子発現比。 

 

0 h 6 h 24 h 48 h

Osteoclasts Osteopontin 1 2.12 3.79 6.92

SIDS susceptibility TNF 1 1.64 3.44 5.45

Endochondral Ossification TIMP3 1 -1.01  5.15

SIDS susceptibility IL6 1 -1.32 2.98 4.67

Osteoblat signaling Osteoprotegerin 1 2.02 2.59 4.18

Focal adhesion COL3A1 1 1.11 1.73 4.12

G1 to S cell cycle control CDKN1C 1 1.34 3.13 3.42

Focal adhesion TNXB 1 1.24 1.68 3.14

Focal adhesion ITGB8 1 1.53 1.98 3.11

Focal adhesion VEGFA 1 1.1 1.83 3.06

G1 to S cell cycle control CCNG2 1 1.75 3.71 2.88

 Fold Change (DN vs PS)
Pathway Symbol1) 2)

3)

PSDN

6 24 48 (hours)6 24 48

DNA microarray analysis DN vs PS

A

B

C

DN

6 h 

PS

6 h 

DN

24 h 
PS

24 h 

DN

48 h 
PS

48 h 

-2

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 6 12 18 24 30 36 42 48

F
o

ld
 c

h
a

n
g

e
 (

D
N

/P
S

) 

Time (h)

Osteopontin

TNF

TIMP3

IL6

Osteoprotegerin

COL3A1

CDKN1C

TNXB

ITGB8

VEGFA

CCNG2

Osteopontin



24 

 

 
図 8 オステオポンチンと膠芽腫患者予後および幹細胞性との関連性  

(A) DN ゲル、PS ディッシュ上でそれぞれ 0、6、24、48 時間培養した KMG4 細胞での

OPN の遺伝子発現結果。(B) OPN の遺伝子発現の程度と脳腫瘍患者の生存期間を示した

Kaplan-Meier plot (左: Prognoscan、右: Rembrandt より）。赤: OPN 高発現群、青: OPN

低発現群。(C) KMG4 細胞にリコンビナント OPN 蛋白 300 ng/ml および OPN 中和抗体

10 g/ml (コントロール: mouse IgG 10 g/ml) を投与時の定量 RT-PCR 法による

Oct3/4、Sox2、Nanog の遺伝子発現結果。

 

7) クロマチン免疫沈降法を用いた GLI1 と OPN の関連性の検討 

 OPN はソニックヘッジホッグ経路に属する転写因子 Glioma-associated 

oncogene homolog 1 (GLI1) による発現調節を受け、脳腫瘍幹細胞性に関

与することが近年報告されている 41。そこで、DN ゲルで誘導された膠芽

腫幹細胞においても同様の現象が生じているかを検証した。定量的 RT-

PCR 法の結果より、PS ディッシュ培養 KMG4 細胞と比較し、DN ゲル上

においてソニックヘッジホッグ経路に属する GLI1 および分泌蛋白 Sonic 

hedgehog (SHH)の遺伝子発現は培養後 6 時間以降で上昇した (図 9 A)。
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また、クロマチン免疫沈降法の結果より、DN ゲルは OPN のプロモータ

ー領域への GLI1 の結合を促進することが示された (図 9 B)。

 
図 9 オステオポンチンとソニックヘッジホッグ経路との関連性  

(A) DN ゲル、PS ディッシュ上でそれぞれ 0、6、24、48 時間培養した KMG4 細胞での

定量 RT-PCR 法による GLI1、SHH の遺伝子発現結果。(B) OPN 遺伝子の promoter 領域

と GLI1 の結合部位の模式図  (上) および PS ディッシュ、DN ゲル上で培養した KMG4

を用いた ChIP assay 結果 (IP: anti-GLI1 抗体) (下)。下図は OPN promoter 領域を PCR

法により増幅した図と、Anti-GLI1 抗体を用いたイムノブロッティング結果。 

 

8) DN ゲル誘導膠芽腫幹細胞における受容体型チロシンキナーゼの変化 

 近年、がん治療において分子標的治療が盛んに実施されており、脳腫瘍

においても分子標的治療の基礎的検討および臨床試験が実施されている

が、側副経路の亢進や新たな薬剤耐性の獲得などが問題視されている 42。

また、膠芽腫では、治療標的として着目されている受容体型チロシンキナ

ーゼ (Receptor tyrosine kinase: RTK) の c-Met、EGFR、PDGFR の遺伝

子増幅が同一症例中の異なる部位において認められることが報告されてお

り 10、腫瘍細胞の不均一性は分子標的治療における治療標的の選択を困難

にする。そこで DN ゲルにより誘導された膠芽腫幹細胞において、幹細胞

特異的な RTK の同定および治療標的としての応用が可能かどうかを、膠

芽腫患者由来初代培養細胞を用いて検討した。  

 初代培養細胞 G144 を PS ディッシュ、DN ゲル上で 3 日間培養する

と、PS ディッシュ上ではほぼ全ての細胞で EGFR が高発現しており、一

部分のみで PDGFR が発現していた (図 10 A)。一方、DN ゲル上での培養

では EGFR のみならず PDGFR の発現も同程度に認められた (図 10 B)。

また、EGFR 阻害剤 Gefitinib、PDGFR 阻害剤を投与し、24 時間後にア

ポトーシスを誘導した細胞を Caspase-3 の cleaved form により検出した
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ところ、PS ディッシュと比較して DN ゲル上では Gefitinib、PDGFR 阻

害剤ともにアポトーシスが誘導された (図 10 C)。 

 

 
図 10 膠芽腫患者由来初代培養細胞 G144 における受容体型チロシンキナーゼの発現量

変化 

膠芽腫患者由来初代培養細胞 G144 を 3 日間培養したときの蛍光免疫染色像。 

緑: EGFR、赤: PDGFR。(A)は PS ディッシュ上、(B)は DN ゲル上での結果。(C) 各種培

養条件において EGFR 阻害剤 gefitinib 5 M、PDGFR 阻害剤 2 M、コントロールとして

DMSO を投与 [(-)と表記] したときのアポトーシス誘導結果。緑: Cleaved caspase-3、

赤: Actin。いずれの写真も対物 4 倍。 
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【考察】 

 

本検討により、DN ゲル上でがん細胞を培養することで、幹細胞関連遺

伝子 Nanog、Oct3/4、Sox2 の発現が上昇することが明らかとなった。さ

らに膠芽腫細胞株 KMG4 においては、DN ゲルからの刺激による in vivo

での造腫瘍能の亢進、キナーゼを介したシグナル伝達経路や、ソニックヘ

ッジホッグシグナル経路を介した GLI1 や OPN の発現亢進により、幹細

胞関連遺伝子の発現促進に繋がるといったメカニズムの解明に至った。本

検討により明らかになった DN ゲル誘導膠芽腫幹細胞におけるシグナル伝

達経路を図 11 に示す。第一段階として、DN ゲルはインテグリンなどの膜

蛋白と相互作用する (Semba S et al., in preparation)。その後、チロシン

キナーゼの活性化および GLI1 の発現が亢進し 43、OPN の発現を誘導する

41。誘導された OPN は DN ゲルの表面に付着し、インテグリンおよび

CD44 を刺激する 38-40 といった、がん幹細胞性の維持に繋がる持続的な刺

激が DN ゲル上で生じることが示唆された。 

 

 

図 11 DN ゲルによる膠芽腫幹細胞の誘導メカニズムの模式図  

初期段階にインテグリンなどの細胞膜蛋白質が DN ゲルからの刺激を受け、続いて RTK

の活性化および GLI1 の発現亢進に伴い、OPN の発現を誘導する。OPN は細胞外に分泌

され、DN ゲルへと付着し、インテグリンや CD44 を刺激後、幹細胞性遺伝子発現の誘導

へと繋がるような一連の持続的な刺激を与える微小環境を構成する。  
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Forward 5’-GTGTGTCCTCCCTGTGACAA-3’

Reverse 5’-ATCCTCAGTGCAAACTCGCT-3’

Forward 5’-AGTCTCCAAGCGACGAAAAA-3’

Reverse 5’-GGAAGTTGGGATCGAACAA-3’

GAPDH

Nanog

Oct3/4

SFRP1

Sox2

Target Direction Sequences

GAPDH
Forward 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC

Reverse 5’-GCCCAATACGACCAAATCC

Nanog
Forward 5’-TGCAATGTCTTCTGCTGAGAT

Reverse 5’-GTTCAGGATGTTGGAGAGTTC

Oct3/4
Forward 5’-CGACCATCTGCCGCTTTGAG

Reverse 5’-CCCCCTGTCCCCCATTCCTA
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従来、培養液中へ各種成長因子を添加した後に、CD44、CD133 などの

がん幹細胞特異的表面抗原、ABC トランスポーターなどの薬剤排出機構、

aldehyde dehydrogenase (ALDH) などの薬剤代謝酵素を利用することで

CSC を濃縮・単離してきたが、これらの方法は操作手順が多く、煩雑かつ

高コストであった。DN ゲルを使用することで、各種成長因子を培養液中

に添加することなく、DN ゲル上でがん細胞を 24 時間培養するだけで

CSC を誘導することが可能となった。In vivo における腫瘍造成能の検討

の結果より、DN ゲル培養膠芽腫細胞のみを移植したマウスでの腫瘍形成

は PS ディッシュ培養膠芽腫細胞移植群と大きな差は認められず、粉砕し

た DN ゲルと共に DN ゲル培養膠芽腫細胞を移植した群において高い腫瘍

形成能を示した。この結果は、がん細胞に対する DN ゲルからの持続的な

刺激が幹細胞性を誘導し、その性質を維持し続けられるような腫瘍微小環

境を模倣したためと考えられた。がん組織内の cancer-associated 

fibroblast、tumor-associated macrophage などの間質細胞を含めた腫瘍微

小環境はがん細胞の悪性化に深く関与していることが明らかとなってお

り、細胞外基質やサイトカインがこれらの間質細胞から分泌され、CSC に

作用することで、生存や細胞増殖にも寄与していることが報告されている

44。また、当研究室で実施された検討において、細胞から分泌された蛋白

質がゲルに吸着され、軟骨細胞への分化を促進することが明らかとなって

いる (Semba S et al. in preparation)。今回の検討により、DN ゲル上で

培養した膠芽腫細胞を用いて実施した DNA マイクロアレイの結果より、

膠芽腫の幹細胞性に重要な細胞接着分子 OPN や細胞外基質である

COL3A1、血管内皮細胞増殖因子 VEGFA などの遺伝子発現の亢進が認め

られ、さらにイムノブロッティング法により様々なキナーゼのリン酸化の

亢進が認められた。これらの結果より、DN ゲルにより誘導された CSC

は、DN ゲル自身に蓄積された様々なサイトカインや細胞外基質により微

小環境が整った結果、CSC としての能力の維持が可能になったと考えられ

る。 

近年、細胞周囲環境の硬さを感知し、細胞の分化運命を決定する Hippo 

pathway が大腸癌や乳癌等、様々な癌腫で幹細胞性との関連性を示すこと

が報告されており、特に中心的な役割を果たす Yes-associated protein 

(YAP) が新規治療標的分子として着目されている 45,46。DN ゲル上におい

ても幹細胞性と YAP の関連について検討を実施したが、DN ゲル誘導

CSC では、幹細胞関連遺伝子に対する YAP の積極的な関与は認められな

かった (未表示)。細胞周囲の機械的刺激とがんの幹細胞性および悪性度と
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の関連性は多数報告され 47、特に培養基材の硬度とがん幹細胞性に関して

は、乳癌等の柔らかい臓器内で形成される腫瘍においては柔らかい基材、

骨肉腫等の硬い臓器で形成される腫瘍では硬い基材の上で癌細胞株を培養

することによって、特異的にがん幹細胞マーカーである CD44 の発現が上

昇することが明らかとなっている 48。しかし、今回検討に用いた膠芽腫の

発生組織である脳の硬さは約 0.2〜1 kPa、DN ゲルの硬さは約 300 kPa で

あり 49,50、両者の硬度に乖離が生じている。そのため、CSC の誘導にはゲ

ルの硬度自体によるものではなく、細胞表面に発現するメカノセンサーの

関与が考えられる。近年、カルシウムイオンチャネルである Piezo1 が細

胞膜に存在することが同定され、細胞膜が伸展した状態では Piezo1 の分

子構造が開き、カルシウムイオンの細胞への流入が生じ、細胞内でのシグ

ナル伝達等に関与することから、新規メカノセンサーとして注目されてい

る 51,52。また、カルシウムイオンはマウス ES (embryonic stem) 細胞の自

己複製を司るネットワークへ関与することや 53、膠芽腫においては Cav3.2

と呼ばれるカルシウムイオンチャネルを薬剤によりブロックした結果、

Sox2 や神経幹細胞マーカーである Nestin の蛋白発現が低下することから

54、カルシウムイオンは幹細胞性を維持するための重要な因子であると考

えられる。従って、DN ゲル誘導 CSC において、Piezo1 およびカルシウ

ムイオンの関与は今後検討すべき課題であると思われる。  

最後に、DN ゲルを治療や診断、特に分子標的治療に応用すべく、DN

ゲル誘導 CSC において幹細胞特異的な RTK の発現を通常培養条件である

PS ディッシュ培養細胞と比較したところ、DN ゲルは PS ディッシュ培養

ではほぼ発現が認められなかった RTK が発現した。このことから、DN ゲ

ルは幹細胞特異的な RTK を選別し得ることが示された。各種 RTK に対す

る分子標的治療は多くの癌腫において実施されているが、側副経路の亢進

による治療抵抗性や幹細胞性の獲得が問題視されている。従来の方法はが

ん細胞の生存・増殖に関与するドライバー遺伝子を標的に治療を実施する

ものであり、がん幹細胞特異的に発現あるいは変異を持つ分子を標的とし

た治療ではない。しかし、今回我々が発見した、DN ゲルを用いた CSC 特

異的な RTK の選別を迅速に実施することで、CSC 分画や非 CSC 分画に対

しての分子標的治療をコンビネーションで行うことが可能となるため、従

来の分子標的治療で問題視されていた側副経路の活性化による治療抵抗性

および幹細胞性の獲得を防ぐことができるのではないかと期待される。今

回は DN ゲルにより誘導された CSC 特異的に発現する RTK に対する阻害

剤を投与後、CSC 分画の増減に関する検討は実施できていないため、今後
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はより多くの臨床検体を用いた DN ゲルによる CSC 誘導および幹細胞特

異的 RTK の発現の有無を検討し、CSC 特異的な分子標的治療の有効性に

ついて探る予定である。 
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【総括および結論】 

 

本研究において得られた新知見は、以下の通りである。  

 

1) DN ゲル上で腫瘍細胞を培養すると、約 24 時間で CSC が誘導され

る。 

2) DN ゲルからの持続的な刺激が CSC の性質を誘導する。 

3) 膠芽腫において、DN ゲル誘導 CSC は様々なキナーゼ活性が 6〜48 時

間以内に亢進する。 

4) 膠芽腫において、DN ゲル上ではソニックヘッジホッグ経路を介した

OPN の発現誘導に引き続き、OPN による幹細胞関連遺伝子 Oct3/4、

Sox2、Nanog の発現が促進される。 

5) DN ゲルにより、CSC 特異的な RTK の発現が誘導される。 

 

以上の知見より、DN ゲルを用いたがん細胞および組織培養を実施する

ことで、迅速かつ簡便に CSC を誘導し、CSC 特異的 RTK を同定した上

で、CSC および非 CSC に対する分子標的治療を同時併用し、がん細胞の

根絶、再発防止に繋がることが期待される。今後は臨床検体の数を増や

し、脳腫瘍のみならず様々な癌腫において、診断・治療法への応用に関す

る DN ゲルの有用性について検討する予定である。 
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第 二 章 
 

 

 

 

チロシンキナーゼ阻害剤耐性膠芽腫細胞における

がん幹細胞性獲得と SFRP1 の機能解析 
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【緒言】 

 

 現在、膠芽腫の治療には外科的切除、放射線療法、化学療法が実施され

ているが、再発が起こり、5 年生存率が約 8%であり予後不良である。その

ため、より効果的な新規治療法の開発が望まれている。  

 近年、膠芽腫において受容体型チロシンキナーゼ (receptor tyrosine 

kinase、RTK) の EGFR、c-Met、PDGFR の遺伝子変異・増幅が報告され 

(図 12) 55、これらの RTK に着目した分子標的治療が新規治療法として試

みられている。代表的な各種チロシンキナーゼ阻害剤 (tyrosine kinase 

inhibitor、TKI) として、EGFR 阻害剤には Gefitinib、Erlotinib、

Cetuximab、c-Met 阻害剤には Crizotinib、PDGFR 阻害剤には Sunitinib

等が主に使用される。阻害薬の投与により一時的な治療効果が認められる

ものの、EGFR 阻害による c-Met の発現亢進に伴ったがん幹細胞性の獲得

42、PDGFR 阻害による側副経路の持続的な活性化 56 などの問題が生じ、

薬剤耐性を獲得することが報告されている。これらのことから、分子標的

治療を膠芽腫における新規治療法として適用するためには依然として多く

の課題が残されている。また、臨床では受容体型チロシンキナーゼを標的

とした分子標的治療を実施した症例は国内外を問わずほとんど存在してい

ないことから、臨床検体を用いた検討は困難であり、研究を遂行する上で

適切なモデル細胞を作製することが必要となる。 

 そこで、本研究ではヒト膠芽腫細胞株に対して低濃度の EGFR、c-

Met、PDGFR 阻害剤を長期間投与することで分子標的治療薬耐性細胞を

作製した。それらの細胞を用いて、幹細胞性および薬剤耐性獲得に関与す

る分子メカニズムの解析を実施した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

図 12  膠芽腫における受容体型チロシンキナーゼの遺伝子増幅・変異およびシグナル伝

達図 (Nature: 455; 1061-8: 2008 より改変) 

各種 RTK (EGFR、PDGFR、c-Met) に生じた遺伝子変異や増幅により、PI3K/AKT や

RAS などのシグナル伝達が異常亢進し、膠芽腫細胞の増殖、生存に寄与する。  

Nature, modified: 455; 1061-8: 2008
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【実験方法】 

 

1) 細胞培養 

ヒト膠芽腫細胞株 KMG4 を、10%ウシ胎児血清、100 U/ml ペニシリ

ン、100 U/ml ストレプトマイシン、2 mM L-glutamin を添加した

DMEM 培地を用い、5% CO2、37℃のインキュベーター内で培養した。受

容体型チロシンキナーゼ阻害剤耐性 KMG4 の樹立には、5 µM Gefitinib 

(EGFR 阻害剤、Cayman、Michigan、USA) (G5)、1 µM SU11274 (c-Met

阻害剤、Sigma) (M1)、1 µM PDGFR inhibitor V (Merck、Darmstadt、

Germany) (P1) を 150 日間継続して投与した。コントロールとして

DMSO (Wako Pure Chemical Industries, Ltd) [(-)] を同期間投与した

KMG4 を用いた。 

 

2) DNA メチル化およびヒストンアセチル化に関する検討  

KMG4 (-)、G5、M1、P1 細胞に対し、DNA メチル化に関する検討に

は、DNA メチル化酵素阻害剤である 5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dC、

Sigma) を 4 µM で 72 時間処理を、ヒストンアセチル化に関する検討に

は、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤である Trichostatin A (TSA、

Sigma) を 1 µM で 24 時間処理を実施した後に各種検討を実施した。 

 

3) RNA 抽出および遺伝子発現解析 

Total RNA 抽出、逆転写反応による cDNA 合成および定量 RT-PCR 法

は第 1 章で用いた方法に従って実施した。定量 RT-PCR 法による遺伝子発

現解析に使用したプライマーは表 3 に示す。  

 

表 3 定量 RT-PCR 法に用いたプライマーの一覧  

 

Target Direction Sequences

GAPDH
Forward 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'

Reverse 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’  

Nanog
Forward 5’-TGCAATGTCTTCTGCTGAGAT-3’  

Reverse 5’-GTTCAGGATGTTGGAGAGTTC-3’ 

Oct3/4 
Forward 5’-CGACCATCTGCCGCTTTGAG-3’ 

Reverse 5’-CCCCCTGTCCCCCATTCCTA-3’ 

SFRP1
Forward 5’-GTGTGTCCTCCCTGTGACAA-3’ 

Reverse 5’-ATCCTCAGTGCAAACTCGCT-3’ 

Sox2
Forward 5’-AGTCTCCAAGCGACGAAAAA-3’

Reverse 5’-GGAAGTTGGGATCGAACAA-3’ 
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4) DNA マイクロアレイ 

DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子解析は、SurePrint G3 Human 

GE Microarray 8×60K (Agilent) を使用し、第一章で用いた方法に従って

実施した。 

 

5) 細胞分画法 

細胞を細胞質分画用に調整した lysis buffer [20 mM 4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) (pH 7.4)、1.5 mM MgCl2、1 

mM dithiothreitol (DTT)、0.1% Triton X-100、20% glycerol、10 mM 

NaCl、0.2 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)、1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、1 mM sodium orthovanadate 

(Na3VO4)、protease inhibitor mixture: Complete (EDTA-free) protease 

inhibitor (Roche)] で溶解後、氷上にて 10 分間静置し、4℃、3,000 rpm、

15 分間遠心した上清を細胞質分画として回収した。沈殿物を核分画用に調

整した lysis buffer [20 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid (HEPES) (pH 7.4)、1.5 mM MgCl2、1 

mM dithiothreitol (DTT)、0.1% Triton X-100、20% glycerol、500 mM 

NaCl、0.2 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)、1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、1 mM sodium orthovanadate 

(Na3VO4)、protease inhibitor mixture] で溶解後、4℃にて 60 分間回転

混和後、4℃、15,000 rpm、15 分間遠心した上清を核分画として回収し

た。 

 

6) イムノブロッティング法 

 イムノブロッティング法は第一章で用いた方法に従って実施した。使用

した 1 次抗体は以下。anti-Actin (C4) (Millipore); anti-Dvl2 (30D2); anti-

phospho-GSK3 (Ser9) (5B3); anti--catenin (6B3); anti-phospho--

catenin (Ser33/37/Thr41); anti-phospho--catenin (Thr41/Ser45); anti-

phospho--catenin (Ser552) (D8E11); anti-phospho--catenin (Ser675) 

(D2F1); anti-Sox2 (D6D9) (Cell Signaling Technologies); anti-GSK3 

(BD Transduction Laboratories、Lexington、KY、USA); anti-Lamin 

A/C (636) (Santa Cruz、Dallas、Texas、USA); anti-HSP90 alpha 

(ThermoFisher Scientific) 。 
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7) 蛍光染色法 

 各細胞をコラーゲン固相化ガラスディッシュ上で 1 日間培養後、細胞を

PBS で洗浄し、3% paraformaldehyde/PBS を用いて室温、15 分間固定し

た。固定後、0.1% Triton X-100 にて室温、4 分反応させ、1% BSA/PBS

にて室温、20 分ブロッキングを実施した。その後、一次抗体を 4℃で一晩

反応後、二次抗体を室温で 1 時間反応させた。画像撮影には共焦点レーザ

ー走査型顕微鏡 FV3000 (Olympus) を用いた。一次抗体は anti--catenin 

(D10A8)、anti-Sox2 (L1D6A2) (Cell Signaling Technologies)、二次抗体

は AlexaFluor488 conjugated secondary antibody、AlexaFluor594 

conjugated secondary antibody (Invitrogen) を使用した。 

 

8) 脳腫瘍患者の生存解析 

 SFRP1 の遺伝子発現と脳腫瘍患者の生存期間の関連に関する解析は、公

共データベースの REMBRANDT (https://gdoc.georgetown.edu) を用いて

実施した。 

 

9) 統計学的解析 

群間比較の実施には Student's t-test を行なった。P < 0.05 を統計学的

に有意差ありと判定した。 
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【実験結果】 

 

1) チロシンキナーゼ阻害剤耐性膠芽腫細胞における幹細胞性の獲得  

 KMG4 細胞に受容体型チロシンキナーゼ (receptor tyrosine kinase、

RTK) 阻害剤 (tyrosine kinase inhibitor、TKI) Gefitinib (5 µM、G5)、

SU11274 (1 µM、M1)、PDGFR inhibitor V (1 µM、P1) を 150 日間連続

投与して樹立した薬剤耐性株の性質を検討した。同期間 DMSO を投与し

た KMG4 (-) 細胞と比較して、G5、M1、P1 細胞は細胞質が伸展してお

り、メンブレンのラッフリングが生じていた (図 13 A)。また、全ての薬剤

耐性 KMG4 細胞において、幹細胞関連遺伝子 Nanog、Oct3/4、Sox2 の遺

伝子発現および Sox2 の蛋白発現の亢進が認められた (図 13 B、C)。この

ことより、長期間 TKI に暴露された KMG4 細胞は幹細胞性を獲得するこ

とが考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13 TKI 耐性 KMG4 細胞における幹細胞性の獲得 

ヒト膠芽腫細胞株 KMG4 細胞に対し、5 M gefitinib (G5)、1M SU11274 (M1)、1M 

PDGFR 阻害剤 (P1)、コントロール (-) として DMSO を 150 日間連続投与したときの細

胞形態 (A)、定量 RT-PCR 法による幹細胞関連遺伝子 Oct3/4、Sox2、Nanog の遺伝子発

現結果 (B)、イムノブロッティング法による Sox2 の蛋白発現結果 (C)。 
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2) TKI 耐性 KMG4 細胞における SFRP1 の発現低下 

 TKI 耐性 KMG4 細胞において、遺伝子の発現変動を解析するため、

DNA マイクロアレイを実施した。耐性細胞では様々な遺伝子の変動が認

められ、発現上昇した遺伝子も多数認められた (Tsuda M et al.、in 

preparation) が、本研究では発現が低下した遺伝子に着目した。ベン図に

示したように、KMG4 (-) 細胞と比較して G5、M1、P1 細胞で共通して発

現が低下した遺伝子数は 197 (図 14 A)、その中で下位 20 遺伝子を表 4 に

示した。この中で、soluble frizzled-related protein 1 (SFRP1) は Wnt シ

グナル経路のアンタゴニストおよびアポトーシス調節因子として機能する

57,58。SFRP1 の発現低下や欠失は、乳癌、胃癌、腎細胞癌など様々な腫瘍

において報告されている 58,59。本検討において、SFRP1 の遺伝子発現を定

量 RT-PCR 法により検証したところ、コントロール細胞と比較して、

G5、M1、P1 細胞において発現が著明に低下し、DNA マイクロアレイで

得られた結果と一致した (図 14 B)。また、SFRP1 の遺伝子発現と脳腫瘍

患者予後との関連性を Rembrandt により検討した結果、SFRP1 遺伝子の

低発現群は高発現群と比較し、有意に予後不良であった (図 14 C) ことか

ら、SFRP1 の発現低下は脳腫瘍の悪性化において大きな影響を及ぼすこと

が示唆された。 
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図 14 TKI 耐性 KMG4 細胞における DNA マイクロアレイ解析  

KMG4 のコントロール細胞  (-) と比較し、G5、M1、P1 細胞において発現が抑制された

遺伝子の中で、Log2 fold < -3 となった遺伝子のベン図 (A)、定量 RT-PCR 法による

SFRP1 の遺伝子発現結果  (B)、SFRP1 の遺伝子発現と膠芽腫患者の生命予後に関する

Kaplan-Meier plot (C)。 

 

     表 4 DNA マイクロアレイ解析結果より発現が抑制された下位 20 遺伝子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1) 遺伝子のシンボル名。2〜4) KMG4 (-) 細胞と比較したときの各種 TKI 耐性 KMG4 細

胞における遺伝子発現比  (対数表示) 。[ 2) G5 細胞、3) M1 細胞、4) P1 細胞] 
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LOC100129520 -6.57 -7.08 -6.96

RNF165 -6.49 -6.76 -6.65

PTGFRN -6.34 -6.62 -6.50

SFRP1 -6.21 -5.73 -7.57

DAZL -5.85 -6.12 -6.01

TSPYL5 -5.84 -5.40 -5.99

TMEM130 -5.71 -5.31 -6.40

FSTL5 -5.59 -5.46 -5.75

HSD17B2 -5.59 -5.76 -5.71

NPPC -5.54 -6.11 -6.61

COLEC12 -5.37 -5.64 -5.52

XLOC_003319 -5.32 -4.77 -5.47

XLOC_I2_002171 -5.27 -5.11 -4.36

TMEM132B -5.24 -5.53 -5.40
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3) DNA メチル化およびヒストン脱アセチル化による SFRP1 の発現制御 

SFRP1 の発現は、プロモーター領域における DNA メチル化やヒストン

修飾などのエピジェネティックな変化によって制御されることが報告され

ている 60,61。本実験に用いた TKI 耐性 KMG4 細胞においても同様の現象

が関与しているのかを検討するため、DNA メチル化酵素阻害剤 5-Aza-

dC、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 TSA を用いて SFRP1 の遺伝子発現

の変動を検討した。SFRP1 遺伝子の発現は 5-Aza-dC、TSA を併用するこ

とによって、未処理の KMG4 (-) 細胞と比較して 60％程度の発現回復を示

した (図 15)。これより、TKI 耐性 KMG4 細胞において、SFRP1 の遺伝

子発現はエピジェネティックな変化を介して制御されていることが明らか

 になった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15 各種 TKI 耐性 KMG4 細胞における SFRP1 とエピジェネティック阻害剤の関連 

DNA メチル化酵素阻害剤 5-Aza-dC を 4 M、72 時間、ヒストン脱アセチル化酵素阻害

剤 TSA を 1 M、24 時間投与後の各種 KMG4 細胞における SFRP1 の遺伝子発現結果。  

 

4) エピジェネティックな変化を介した Wnt/-catenin シグナル経路の変化 

SFRP1 は Wnt/-catenin シグナル経路のアンタゴニストであり、7 回膜

貫通型受容体である Frizzled (FZD) に SFRP1 が結合もしくは Wnt リガ

ンドの非存在下において、-catenin は Axin、adenomatous polyposis 

coli (APC)、glycogen synthase kinase-3(GSK3)と複合体を形成し、リ

ン酸化され、分解される。一方、FZD に Wnt リガンドが結合した際に

は、dishevelled (Dvl) が Axin/APC/GSK3複合体に結合し、-catenin の

リン酸化および分解を妨げ、-catenin は核内移行し、標的遺伝子の発現

を促進する 62。その中でも GSK3は-catenin のリン酸化を制御する主要

なメディエーターであり 63、Dvl は Wnt リガンドが FZD に結合する際に

-catenin のリン酸化を阻害する重要な因子の一つである 64。そこで、TKI

耐性 KMG4 細胞におけるエピジェネティックな変化を介した Wnt/-
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catenin シグナル伝達の変動を検討した。TKI 耐性 KMG4 細胞において、

Dvl2 と GSK3の蛋白発現および GSK3のリン酸化は亢進しており、5-

Aza-dC、TSA の単独投与または併用によりいずれも低下した (図 16)。ま

た、-catenin の核内移行について検討を実施したところ、細胞分画法の

解析より KMG4 の G5、P1 細胞において-catenin の核内発現が上昇して

いた (図 17 A)。また、蛍光免疫染色法により、TKI 耐性 KMG4 細胞にお

いて部分的に-catenin の核内移行が認められた (図 17 B)。更に、DNA

マイクロアレイの結果を元に KMG4 (-) と比較したときの TKI 耐性

KMG4 における Wnt リガンドの発現量を検討すると、WNT1、3、3A、

7A の遺伝子発現が亢進していることが明らかとなった (図 17 C)。これら

の Wnt リガンドは、Wnt/-catenin シグナルにおいて-catenin に依存す

る canonical 経路に関与することが報告されている 65-68。このことから、

TKI 耐性 KMG4 は Wnt/-catenin シグナル経路、特に canonical 経路を介

した制御を受けていることが示唆された。 

 

図 16  各種 TKI 耐性 KMG4 細胞におけるエピジェネティックな変化と Dvl2、GSK3と

の関連 

DNA メチル化酵素阻害剤 5-Aza-dC を 4 M、72 時間、ヒストン脱アセチル化酵素阻害

剤 TSA を 1 M、24 時間投与後の各種 TKI 耐性 KMG4 細胞における Dvl2、GSK3b の蛋

白質およびリン酸化のイムノブロッティング結果。 

図12
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図 17  各種 TKI 耐性 KMG4 細胞における-catenin の局在および Wnt リガンドの発現量  

(A) 核内分画法により、核、細胞質分画を分取後、-catenin、Actin、HSP90、Lamin 

A/C をイムノブロッティング法にて検討した。(B) 蛍光免疫染色にて-catenin (緑)、

Sox2 (赤)を染色した図。Scale bar は 20 m。(C) KMG4 (-) 細胞を基準としたときの

G5、M1、P1 細胞における Wnt リガンドの発現結果を DNA マイクロアレイより算出し

た結果。 

 

5) エピジェネティックな変化を介した幹細胞性遺伝子 Sox2 の発現変動 

Wnt/-catenin シグナルは幹細胞性遺伝子 Sox2 の発現を制御すること

が報告されている 69。Sox2 の発現におけるエピジェネティックな制御を検

討するため、阻害剤を用いた解析を実施した。TKI 耐性 KMG4 細胞にお

いて 5-Aza-dC、TSA を単独投与または併用した場合のいずれにおいても

Sox2 の蛋白発現は低下した (図 18)。従って、Sox2 発現は DNA メチル化

およびヒストン脱アセチル化によって制御されていることが考えられた。  
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図 18  TKI 耐性 KMG4 細胞における Sox2 の発現とエピジェネティックな制御との関係  

DNA メチル化酵素阻害剤 5-Aza-dC を 4 M、72 時間、ヒストン脱アセチル化酵素阻害

剤 TSA を 1 M、24 時間投与後の各種 KMG4 細胞における Sox2 のイムノブロッティン

グ結果。 
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【考察】 

 

 GBM では、RTK を標的とした新規治療法の有効性が期待される。しか

しながら、分子標的治療薬への耐性の獲得および幹細胞性の誘導のため、

再発が認められることから、分子メカニズムの解明は課題の 1 つである。

本検討により、TKI 耐性は DNA メチル化およびヒストン脱アセチル化な

どのエピジェネティックな制御を介して SFRP1 の遺伝子発現が低下し、

Wnt/-catenin シグナル伝達経路が関与することが明らかとなった。本解

析の結果により考察されるシグナル伝達経路を図 19 に示す。 

 TKI 耐性 KMG4 細胞において、SFRP1 の発現が減少し、Wnt リガンド

に対する阻害が欠如したため、-catenin は核内に移動し、幹細胞関連遺

伝子 Sox2 の発現上昇を導いたと考えられる。-catenin は、乳癌細胞株

MCF7 を用いた免疫沈降法による検討において Sox2 蛋白質と結合し、転

写活性を制御することが報告されている 69。したがって、TKI 耐性 KMG4

細胞においても、-catenin は MCF7 細胞内と同様の役割を果たすことが

示唆される。 

 5-Aza-dC および TSA を投与した TKI 耐性 KMG4 において、Dvl2 や

GSK3の蛋白発現、および GSK3のリン酸化が低下したことから、本細

胞において、GSK3のリン酸化量および Dvl2 の発現を負に調節するよう

な遺伝子の発現が亢進していることが考えられる。活性化プロテイン C キ

ナーゼ 1 受容体 (receptor for activated protein C kinase 1: RACK1) 

は、Dvl の分解および-catenin 分解複合体である Axin/APC/GSK3 の安定

化によって-catenin の分解を誘導することが報告されている 70,71。従っ

て、RACK1 が TKI 耐性 KMG4 細胞におけるシグナル伝達に影響を及ぼ

す可能性が考えられる。 

 5-Aza-dC および TSA を投与した TKI 耐性 KMG4 細胞では、Sox2 の発

現が低下した。Sox2 発現調節には 2 つの分子メカニズムが存在すると考

えられる。第一に、5-Aza-dC および TSA 投与後に SFRP1 発現が上昇

し、細胞外に分泌されることで、Wnt アンタゴニストとして作用し、-

catenin が分解されることで Sox2 の発現が低下することである。第 2 のメ

カニズムとして、サイクリン依存性キナーゼである p27Kip1 の関与が考え

られる。胚性幹細胞において、p27Kip1 は p130-E2F4-SIN3A と複合体を形

成すると Sox2 遺伝子のエンハンサー領域に対して抑制的に作用し、細胞

分化を誘導することが報告されている 72。従って、TKI 耐性 KMG4 にお

いて Sox2 の発現は p27Kip1 によって調節されている可能性も考えられる。 
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 本検討により、がん幹細胞性および TKI に対する抵抗性の獲得は、

DNA メチル化およびヒストン脱アセチル化といったエピジェネティック

な変化を介して SFRP1 および Wnt/-catenin シグナル伝達経路によって

調節され得ることが示された。これらの結果から、SFRP1 の発現を回復さ

せることにより分子標的治療により獲得した薬剤耐性を無効にし、がん幹

細胞を減少させ得る可能性が示唆された。 

 
図 19  TKI 耐性 KMG4 細胞における幹細胞性および耐性獲得メカニズム模式図 

親株の KMG4 細胞 (左図)、TKI 耐性 KMG4 細胞 (右図) 

(左) 親株の KMG4 細胞では SFRP1 が Wnt リガンドおよび Frizzled 関連蛋白質と結合す

ることにより、Axin/APC/GSK3複合体を形成し、-catenin の分解が進行するため、

Wnt/-catenin シグナル伝達経路はオフの状態となる。(右) TKI 耐性 KMG4 細胞では、

SFRP1 のプロモーター領域の DNA メチル化やヒストン脱アセチル化により SFRP1 の発

現が抑制される。Wnt リガンドが Frizzled 関連蛋白質に結合し、LRP5/6 が

Axin/APC/GSK3複合体をリクルートするため、-catenin が安定化し、核内へと移行す

る。核内移行した-catenin は Sox2 のプロモーター領域に結合して Sox2 の発現を促

し、幹細胞性の獲得に伴った薬剤耐性へと繋がる。 
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【総括および結論】 

 

本研究において得られた新知見は、以下の通りである。  

 

1) 150 日間 TKI を連続投与した膠芽腫細胞では、幹細胞関連遺伝子の発

現が亢進する。 

2) TKI 耐性膠芽腫細胞では SFRP1 の発現量が低下する。 

3) TKI 耐性膠芽腫細胞では、Wnt/-catenin シグナル伝達経路を介した

幹細胞性の亢進が認められる。 

4) エピジェネティックな変化により、SFRP1、幹細胞性遺伝子の発現お

よび Wnt/-catenin シグナル伝達経路が制御される。 

 

以上の知見より、各種 RTK を標的とした分子標的治療において、

SFRP1 の発現量を確認することは、薬剤に対する抵抗性の獲得を予測する

上で重要であると示唆される。一方、今回の検討では SFRP1 の発現の有

無による薬剤耐性の解除の検証は実施できなかったため、今後は SFRP1

過剰発現細胞株を樹立し、薬剤耐性が解除されるかを検討する予定であ

る。 
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【全体の総括および結論】 

 

第一章では DN ゲルを用いた膠芽腫幹細胞の誘導及びメカニズムの解

析、第二章では TKI 耐性膠芽腫細胞を用いた幹細胞性獲得機序の検討を行

い、以下の新知見が得られた。 

 

1) DN ゲルは CSC を 24 時間以内に誘導することが可能であり、CSC を

誘導する重要な分子としてオステオポンチンを同定した。 

 

2) TKI 耐性膠芽腫細胞では幹細胞性の亢進が認められ、その獲得には

Sox2 の発現を制御するエピジェネティックな変化と Wnt/-catenin シ

グナル伝達経路が関与する。 

 

今後の研究課題として、第一章においては DN ゲルを用いた患者検体か

らの CSC の誘導および分子標的治療への応用に関する検討を実施するこ

と、第二章においては SFRP1 の発現有無における TKI 耐性膠芽腫細胞の

アポトーシス誘導能を検討し、臨床における治療標的となり得るかを評価

することが重要であると考えられる。 
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