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序論 
	 神経膠芽腫（Glioblastoma: GBM）は、 グリア細胞から発生した脳腫瘍の一

種であり、4段階で評価される悪性度の中で最も高いグレード 4に分類される。

GBM患者の平均生存期間は、わずか 2年。GBMは、脳腫瘍の中で極めて予後

不良である。GBMに対する現在の治療法は、処置可能な範囲を外科的に摘出し、

その後、腫瘍の浸潤・進展の程度に応じて放射線療法や化学療法が実施される。

これまで、GBMに対する化学療法は、唯一、アルキル化剤であるテモゾロミド

（テモダール）の使用のみだったが 1、近年、血管内皮増殖因子（vascular 

endothelial growth factor: VEGF）-Aを阻害することで血管新生を抑えると期

待されるベバシズマブ（アバスチン）が治療薬として新たに適応になった 2。異

常な血管分布が、GBMの腫瘍組織中で観察されており、悪性度の原因として挙

げられているためである 3,4。一方、最新の知見ならびに技術を駆使し、GBM

治療の開発が進められている中、未だ多くの GBM 患者が命を落としている現

状を鑑みれば、GBM根治療法の確立は急務であるといえる。 

	 GBMは、複数の細胞種によって構築された不均一な細胞集団である 5,6。不均

一な細胞集団は、がん細胞に加え、血管を構築する細胞やミクログリアやマク

ロファージといった炎症細胞、間質に富んでいる 7,8。がん細胞の中には、幹細

胞性を有したグリオーマ幹細胞（glioma stem cells: GSCs）の存在が明らかと

なっている 9,10。GSCsは、自己複製能、腫瘍形成能、多分化能を保持しており、

ヒエラルキー（幹細胞システム）の頂点に位置し、GBMを構築すると考えられ

ている 9,11,12。近年のフローサイトメトリーや免疫化学染色技術を始めとした細

胞分離・同定技術の著しい進歩に伴い、GSCs は、膜タンパク質 Promin1

（CD133）、転写因子 SOX2 や Olig2、中間径フィラメントタンパク質 Nestin

を発現していることがわかっている 13,14。また、幹細胞培養技術の発展により、

現在、生体外においてもスフェア培養法と呼ばれる無血清培地条件下で GSCs

の維持が可能である 15,16。スフェア培養下での GSCsは、全ての細胞で CD133

を発現するスフェアを構築し（自己複製能）17、免疫不全マウスに移植されると、

多種の細胞で構築された腫瘍を形成する（腫瘍形成能、多分化能）15,16。GSCs
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は、従来の化学療法や放射線療法に耐性を示すことから 11,12、GBMの発生・進

行に加え再発の主因であると考えられており、現在、GSCsを標的とした GBM

治療法の開発が活発的に進められている。 

	 GBM の大半を占めるがん細胞は、非グリオーマ幹細胞（non-stem glioma 

cells: NSGCs）である 9,10。NSGCsは、GSCsから分化して得られることが生

体内/外で観察されている。生体外の場合、ウシ胎児血清（fetal bovine serum: 

FBS）や骨形成因子（bone morphological protein: BMP）4により、GSCsか

ら生体内と同様の性質を示す NSGCsに分化する 18,19。NSGCsは、正常なアス

トロサイトマーカーであるグリア細胞線維性酸性タンパク質（glial fibrillary 

acidic protein: GFAP）や神経細胞マーカーβ-tubulin Ⅲ（Tuj1）等を発現して

いる 9,10。一般的に、NSGCs は、GSCs と異なり、細胞増殖に限りがあり、腫

瘍形成能を有していない 9,10。そのため、NSGCs は、主に GBM の嵩として考

えられている。しかし、近年、脳腫瘍以外のがん種において、非がん幹細胞が、

がんの悪性化や治療抵抗性に寄与する報告がなされている 20-23。卵巣がんでは、

CD133 陰性の非がん幹細胞が、上皮間葉転換を介して、転移能を獲得する 22。

前立腺がんでは、非がん幹細胞が、傍分泌作用を通じて、がん幹細胞の転移能

獲得を促す 20,21。乳がんにおける非がん幹細胞は、がん幹細胞によく似た細胞

に脱分化することなどが挙げられる 23。以上の報告は、NSGCsが、GBMの悪

性化において重要な役割を担っており、GBMを治療する上で標的になりうる細

胞であることを示唆する。そこで、私は、NSGCsの性質ならびに GBM中での

役割を解明することにした。 

	 本論文にて、NSGCsのテロメラーゼ活性消失による末端複製問題と細胞増殖

停止（第 1章）、NSGCsにおける細胞老化（第 2章）、老化 NSGCsにおける血

管新生関連液性因子の放出（第 3 章）、老化 NSGCs による血管新生の促進と

GSC 由来腫瘍形成の向上（第 4 章）から得られた新しい知見を通じて、GBM

中の NSGCsの存在意義について考察した。  
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第 1 章	 NSGCs のテロメラーゼ活性消失による

末端複製問題と細胞増殖停止 
 

要約  
	 この章で、私は、2名の GBM患者から樹立された GSCsが、ウシ胎児血清添

加により NSGCsに分化することを確認した。また、GSCsから NSGCsへの分

化過程で、テロメラーゼ活性の消失やテロメア長の短縮が認められた。さらに、

GSCsから分化した NSGCsは、最終的に細胞増殖停止に至った。以上の結果か

ら、NSGCsは、テロメラーゼ活性消失による末端複製問題に伴い、細胞増殖停

止に至ることがわかった。 
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1-1. ウシ胎児血清による GSCs から NSGCs への分化誘導  
 

目的 

	 2名の GBM患者由来 GSCsが、分化誘導でよく用いられるウシ胎児血清によ

り NSGCsに分化するかどうかを明らかにする。 

 

材料・方法 

細胞培養 

	 本研究で用いた GBM146と GBM157 GSCsは、2名の GBM患者から、スフ

ェア培養法により樹立された 15,16。私は、それら GSCsをスフェア培養法によ

り培養し、GSCsの性質を維持した。NSGCsへの分化誘導には、10％ウシ胎児

血清（FBS）と 1％ペニシリン-ストレプトマイシン溶液（10,000 U/mL）を添

加した DMEM/F12 mediumを用いた。U251は、過去の報告と同様の方法で培

養維持した 24。  

 

フローサイトメトリー 

	 フローサイトメトリーは過去の報告と同様の方法で行った15。

Allophycocyanin-conjugated anti-CD133 抗体（293C3; Miltenyi Biotec, San 

Diego, CA, USA) と共に細胞を4℃・30分間でインキュベートした。その後、

FACS Calibur flow cytometer（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）を用い

て陽性細胞数を計測した。そのデータは、FlowJo 7.6.1 softwareによって解析

した。 

 

ウエスタンブロット解析 

	 細胞抽出物を用いて、過去の報告と同様の方法でウエスタンブロット解析を

行った25。用いた抗体の種類および濃度は、下記の通りである: rabbit anti-SOX2 

(3579S, 20 ng/mL; Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA), rabbit 
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anti-Nestin (ab5326, 2 µg/mL; Millipore, Billerica, MA, USA), mouse anti-β

-actin (A5441, 1:10,000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)。 

 

逆転写-リアルタイムPCR 

	 RNeasy kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて培養細胞から RNAを抽出

し、Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）

で定量化した。その後、Super Script Ⅲ First-Strand synthesis system for 

qRT-PCRキット（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）により cDNAを合成した。

得られた cDNAを用いて、fluorescein （FAM）でラベル化された Universal 

Probe Library probesで遺伝増幅産物（CD133、SOX2、Olig2）を追跡し、

LightCycler 480により検出した。全てのプライマーやプローブは、Universal 

Probe Library Assay Design Center

（https://qpcr.probefinder.com/organism.jsp）を元に設計した。 

 

蛍光免疫染色 

	 培養細胞を、リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate-buffered saline: PBS）で希

釈した 2％もしくは 4％のパラホルムアルデヒドで室温・10分間で固定し、PBS 

で希釈した 0.5%のノニデット P-40で透過処理した。染色は、rabbit anti-SOX2	 

抗体（3579S, 20 ng/mL）を用いて過去に報告された方法で行った 26。 

 

スフェアアッセイ 

	 10％FBSを含むDMEM/F12 mediumの培養下でGSCsを5日間あるいは20日

間培養した。その後、細胞を無血清のスフェア培養液に移し、24-ウェルプレー

ト（1 × 105個の細胞/ウェル）で7日間培養した。7日後、細胞数を測定した。 

 

結果 

	 FBSを含まない培地条件下（スフェア培養法）で、GBM146と GBM157の

GSCsがスフェアを形成し、主要な GSCマーカーである CD133と SOX2の発
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現を維持していることを確認した（Fig.1A-C）。過去の報告から、これら GSCs

は、腫瘍形成を有していることも確認されている 14。次に、GSCsを、分化誘導

するため、FBS（以後、血清と表記）入りの培地に移行した。細胞は、ディッ

シュの底に接着し、樹上突起の形態を示した（Fig.1A）。フローサイトメトリー

の結果から、CD133陽性細胞は、血清添加後 5、20日目で、減少、消失した

（Fig.1D）。また、GSCマーカーSOX2と Nestinのタンパク質発現、ならびに、

CD133、SOX2、Olig2の遺伝子発現においても同様の結果が得られた
（Fig.1E,F）。蛍光免疫染色の結果からも、SOX2陽性細胞の頻度は、血清添加

後、顕著に減少した（Fig.1G）。さらに、スフェアアッセイにより細胞のスフェ

ア構築能を評価したところ、GSCsは、30個以上のスフェアを構築した。一方、

血清添加 5日目の GSCsは、半分以下のスフェアしか構築しなかった。20日目

の GSCsは、スフェアを構築しなかった（Fig.1H）。以上の結果から、GSCsは、

血清添加により、がん幹細胞性を消失し、血清添加 20日目までに NSGCsに分

化することがわかった。 

 

 

Figure 1A. GSCs were adherent and sharp in serum-containing medium. 

Morphological change of GSCs at the indicated time after serum exposure. 

Cells were cultured in neurosphere culture medium (GSCs) or in 

serum-containing medium. 
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Figure 1B. Flow cytometry of CD133-positive cells in neurosphere culture 

medium. Grey: normal immunoglobulin as negative control. 

 

 
Figure 1C. Western blot analysis of SOX2 in neurosphere culture medium. 

β-actin was used as an internal control. 

 

Figure 1D. Flow cytometry of CD133-positive cells in serum-containing 

medium. Grey: normal immunoglobulin as negative control. 
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medium. β-actin was used as an internal control. 

 

             	   
Figure 1F. Quantitation of CD133, SOX2 and Olig2 transcripts by RT-qPCR. 

The expression value for each gene was normalized with that of β-actin.    

       

Figure 1G. Immunofluorescence staining of SOX2 in serum-treated GSCs. 

Right graphs indicate quantitation of the SOX2-expressing cells (n > 90). 
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Error bars, standard deviations. Statistical evaluations were performed 

using the Welch t test. **, P < 0.01.  

 

 

              
Figure 1H. Sphere-forming assay. Cells were cultured in serum-containing 

medium for 5 or 20 days, and subsequently transferred into serum-free, 

neurosphere culture medium. The number of spheres was counted at day 7 of 

culture. Error bar, standard deviation. Statistical evaluations were 

performed using the Welch t test. **, P < 0.001.  
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1-2. NSGCs のテロメラーゼ活性消失と細胞増殖停止  
 

目的 

	 NSGCsは、細胞増殖に限りがあることが報告されている 27。私は、GSCsか

ら NSGCsへの分化過程での細胞増殖変化を追い、その変化とテロメア維持機構

の関与を明らかにする。 

 

材料・方法 

ポピュレーションダブリング（Population doubling: PD）解析 

	 1 × 106個の細胞を10 cmディッシュにまいた。コンフルエントに達した細胞

を1:2もしくは1:8で継代した。PDは、毎回の継代ごとに計測され、グラフの縦

軸に表記された数は、毎回計測された数が追加されている。 

 

テロメアサザンブロット解析とテロメア反復配列増幅法（Telomeric repeat 

amplification protocol: TRAP）解析 

	 テロメアとサブテロメアを含む末端標識制限酵素断片は、32P-labeled 

(CCCTAA)n プローブと共にサザンブロット解析により検出した25。テロメラー

ゼ活性は、TRAP解析により検出した28。 

  

逆転写-リアルタイムPCR 

	 第1章（1-1）に記した方法で行った。 

 

蛍光免疫染色と蛍光 in situ hybridization （FISH）の同時染色（IF-FISH） 

	 培養細胞を、PBSで希釈した 2％のパラホルムアルデヒドで室温・10分間で

固定し、PBS で希釈した 0.5%のノニデット P-40で透過処理した。過去に報告

された方法で、rabbit anti-53BP1抗体（4937, 0.08 µg/mL; Cell Signaling 

Technology）を用いた蛍光免疫染色と Cy3でラベル化されたテロメア特異的 
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(CCCTAA)3 ペプチド核酸プローブ(Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Austria)を用いた FISHを行った 29。 

 

結果 

	 PD解析にて GSCsから NSGCsへの分化過程での細胞増殖変化を追跡した。

GSCsは、血清添加 10日間早い速度で増殖したが、徐徐に速度を落とし、既に

NSGCsに分化している血清添加 30日目には細胞増殖停止に至った（Fig.1I）。

細胞の分裂寿命は、細胞の分裂ごとに短縮する DNA末端領域であるテロメアの

長さが指標となり、制御している 30。そこで、NSGCsの細胞増殖停止にテロメ

ア維持機構が関わっているのかを次に明らかにすることにした。GBM146を対

象とした TRAP解析の結果から、GSCsは、血清添加後 3日間、テロメア再生

酵素であるテロメラーゼ活性を高く保持していたが、10 日目以降、消失した

（Fig.1J）。テロメラーゼの構成因子 hTERTの遺伝子発現も、血清添加後、顕
著に減少した 31（Fig.1K）。また、テロメア長を測定するサザンブロットアッ

セイを行った結果、テロメアの長さは、血清添加後、徐々に短縮した（Fig.1L）。

一方、IF-FISH の結果から、テロメア機能不全により誘導されるフォーカス

telomere dysfunction-induced foci (TIFs)の頻度は、GSCsと血清添加 30日目

の NSGCsで差を見いだせなかった（Fig.1M）。以上の結果から、NSGCsは、

テロメラーゼ活性の消失により末端複製問題を引き起こし、最終的に細胞増殖

停止に至ることが示唆された。 
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Figure 1I. Limited replicative potential of NSGCs. The cumulative number 

of population doublings in serum-containing medium was measured. 

                  

             

Figure 1J. Telomerase activity in GBM146 cells. Cells were cultured in the 

serum-containing medium for the indicated time periods and cell lysates 

were subjected to TRAP assay. Ladders indicate telomerase activity. 

Internal control for the PCR is shown at the bottom of each lane.  

 

Po
pu

la
tio

n 
do

ub
lin

g�

157NS�
146NS�

0!
2!
4!
6!
8!

10!
12!
14!
16!

0 10 20 30 40 
Day with serum�

GBM157!
!

GBM146�

0! 1! 3! 10! 18! 28!Day!

with serum !

Te
lo

m
er

as
e!

 a
ct

iv
ity
!

PCR !
control!



 15 

                   
Figure 1K. Quantitation of hTERT transcripts by RT-qPCR. The expression 

value for each gene was normalized with that of β-actin.  

 
Figure 1L. Telomere Southern blot analysis of GBM146 cells. Cells were 

cultured in serum-containing medium for the indicated time periods and 

genomic DNA was subjected to Southern blot analysis. The signal indicates 

the telomere restriction fragment, which contains both telomeric and 

subtelomeric sequences. Thus, the graph on the right shows the sum of 

telomere and subtelomere (several kb) lengths. 
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Figure 1M. Combined telomere FISH and immunofluorescence staining in 

GSCs and NSGCs at day 30. Arrowheads indicate colocalization between 

telomeres and 53BP1  (TIFs).  
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考察  
	 本章で、GSCsが、血清により NSGCsに分化し、テロメラーゼ活性消失後、

テロメア複製問題に伴い細胞増殖停止に至ることがわかった。 

	 過去の知見で、スフェア培養下でスフェアを構築する全ての細胞で CD133の

発現が確認され、全ての細胞が GSCsであることが示唆された 17。しかし、本

研究のスフェアアッセイの結果から（Fig.1H）、スフェア培養下の全ての細胞が、

スフェア構築能を有しているわけではないことが明らかとなり、GSCsの性質を

維持している細胞は一部であることが示唆された。また、GSCマーカーSOX2

に蛍光たんぱく質を付加したベクターウイルスを感染させた GSCsをスフェア

培養下で維持すると、SOX2の発現は、スフェロイドの内部で観察されたが、

外部では観察されなかった（データは示さず）。GSCsは、以前から低酸素状態

を好むことから、スフェロイドの内部にある細胞が GSCsの性質を保持しやす

いのかもしれない 32,33。最近では、ヒストン修飾因子であるポリコーム群たん

ぱく質 Ezh2が、CD133よりも GSCsのマーカーとして適していることが多々

報告されている 34-36。本研究の GeneChipマイクロアレイの結果からも、Ezh2

の発現は、GBM146と GBM157のどちらにおいても、GSCsで特異的な発現が

認められている。マーカーによって発現細胞が異なるため、今後、実験を遂行

していく上で、GSCsを指標とするマーカーの選択が非常に重要であるといえる。 

	 細胞の分裂寿命は、細胞の分裂ごとに短縮する DNA末端領域であるテロメア

の長さが指標となり、制御している 30。通常、正常細胞は、生殖細胞や一部の

幹細胞以外、テロメラーゼ活性を著しく減弱しているため、細胞分裂を繰り返

しながら、テロメア（末端）の複製問題を引き起こす 37。それらの細胞は、テ

ロメア長が限界まで短くなると、テロメア機能不全により、細胞増殖停止に至

る。一方、大半のがん細胞は、テロメラーゼ活性を保持していることから、一

定のテロメア長を維持し、不死化している 38,39。本研究においても、テロメラ

ーゼ活性をもつ GSCsは常に増殖していた。一方、GSCsから分化した NSGCs

は、テロメラーゼ活性の消失により、最終的に細胞増殖停止に至ることがわか

った（Fig.1I,J）。NSGCsのテロメア短縮速度は約 70bp/PDであることが示さ
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れ（Fig.1L）、過去の知見で観察されるテロメラーゼ不活性細胞における速度

と相関がとれる 40。以前から、NSGCsが細胞増殖を停止することは知られてい

たが 27、本研究により、その細胞増殖停止に至る過程で、テロメラーゼ活性消

失ならびに末端複製問題が誘起されていることが初めて明らかとされた。一方、

細胞増殖停止した NSGCsにおいてテロメアの機能不全（TIFs）が確認されな

かったことから（Fig. 1M）、テロメア短縮が、NSGCsの細胞増殖停止の誘因で

あるかは未だにわからない。2章に続く実験結果を踏まえ、総括で考察すること

にする。 
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第 2 章	 NSGCs における細胞老化 
 

要約  
	 本章で、私は、前章で認められた細胞増殖停止 NSGCsが細胞老化を引き起こ

していることを明らかにした。さらに、生体内/外で GSCsを分化誘導すること

で知られている BMP4を用いた分化誘導実験系においても、GSCsは、NSGCs

に分化し、老化細胞の性質を示した。また、GBM腫瘍組織中においても老化

NSGCsの存在が認められた。以上の結果から、NSGCsは、生体内/外で自発的

に細胞老化を引き起こすことが示唆された。 
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2-1. NSGCs における細胞老化  
 

目的 

	 細胞増殖停止 NSGCsは、細胞老化のひとつの指標である肥大化を起こしてい

たことから、老化している可能性が示唆される。そこで、細胞増殖停止 NSGCs

における細胞老化の評価を行う。 

 

材料・方法 

老化関連酸性 β-ガラクトシダーゼ（Senescence-associated β-galactosidase: 

SA-β-gal）染色 

	 FBS添加 DMEM/F12 mediumで培養した細胞を 6-ウェルプレート（1 × 105

個の細胞/ウェル）に移行した。翌日、過去の報告と同様の方法で SA-β-gal染色

を行った 41。 

 

フローサイトメトリーとプロピジウムイオダイド（Propidium Iodide: PI）染色 

	 細胞を70％の冷エタノールで固定し、20 µg/mL RNase Aで37℃・30分間イ

ンキュベートした。その後、50 µg/mL PIにより染色した。その後、第1章（1-1）

に記した方法でフローサイトメトリーを行った。 

 
ウエスタンブロット解析 

	 第1章（1-1）に記したウエスタンブロット解析の方法で行った。抗体は、下

記を用いた：rabbit anti-p53 (sc6243, 0.5 µg/mL; Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA), mouse anti-p21 (610233, 1.25 µg/mL; BD Biosciences), 

rabbit anti-pRB (9308, 68 ng/mL; Cell Signaling Technology), mouse anti-RB 

(554136, 2.5 µg/mL; BD Biosciences ), mouse anti-p16 (550834, 0.625 µg/mL; 

BD Biosciences ), mouse anti-β-actin (A5441, 1:10,000; Sigma-Aldrich), 

mouse anti-GAPDH (10R-G109a, 0.62 µg/mL; Fitzgerald, Acton, MA, USA)。 
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蛍光免疫染色	  

	 第 1章（1-1）に記した方法でmouse anti-p21 抗体（610233, 1.25 µg/mL; BD 

Biosciences）を用いて行った。 

 

結果 

	 細胞増殖停止 NSGCsは、老化細胞で観察される肥大化の形態を示していた
42（Fig.1A, 2A）。老化の評価によく用いられる SA-β-gal染色の結果から、血清

添加5日目では観察されなかったSA-β-gal活性を示す青い染色細胞が、20日目、

30日目と時間に伴い増加した 43（Fig.2A）。PI染色後のフローサイトメトリー

の結果から、GSCsに比べ、血清添加 30日目の NSGCsでは、老化細胞で認め

られる 4倍体以上の細胞が増加した 44（Fig.2B）。また、ウエスタンブロット解

析の結果から、細胞老化誘導因子 p53、p21、脱リン酸化 RB（不活性型）のタ

ンパク質発現は、GSCsと比較し、血清添加後顕著な増加を示した 42（Fig.2C）。

蛍光免疫染色の結果から、GSCsに比べ、血清添加 30日目の NSGCsでは、p21

を発現する細胞の頻度が顕著に増加していることも認められた（Fig.2D）。一方、

細胞老化誘導因子の一つである p16の発現は観察されなかった 42（Fig.2E）。 

 

              
Figure 2A. SA-β-gal staining. Blue-coloured cells are SA-β-gal-positive, 

which means senescence.  
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Figure 2B. PI staining of cellular DNA. Value indicates the percentage of 

cells at ploidy larger than 4N, which is a hallmark of senescent cells.  

 

       

Figure 2C. Western blot analysis of cell cycle-inhibitory proteins. RB gave 

double bands of phosphorylated (upper, inactive) and dephosphorylated 

(lower, active) proteins. pRB means inactivated RB that is phosphorylated at 

Ser 807 and 811. β-actin was used as an internal control.  
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Figure 2D. Immunofluorescence staining of p21 in GSCs and NSGCs. 

Graphs on right indicates quantitation of the p21-expressing cells (n > 90). 

Error bars, standard deviations. Statistical evaluations were performed 

using the Welch t test. **, P < 0.01. 

 

       
Figure 2E. Western blot analysis of p16. PC: SAOS2 cells as positive control 

for p16 expression. 
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2-2. BMP4 による NSGCs の分化と細胞老化  
 

目的 

	 血清が GSCsを NSGCsに分化することはわかっているが、その誘導メカニ

ズムは、未だによくわかっていない。そこで、生体内/外で GSCsの分化誘導因

子として知られる骨形成たんぱく質 BMP4を用いた分化誘導実験系でも

NSGCsの老化現象が認められるかを明らかにする 19,45。 

 

材料・方法 

細胞培養 

	 血清による分化誘導実験系により早い段階で分化と老化の誘発が観察された

GBM157 GSCsを用いた。GSCsを分化誘導するため、ラミニンでコートした

ディッシュ（L2020; Sigma-Aldrich）と 10 ng/mL BMP4（R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA）、2％B-27 supplement（Invitrogen）、1％GlutaMAX

（Gibco, Life Technologies, Paisley, UK）、1％ペン/ストレプトが添加された

DMEM/F12 mediumを用いた。  

 

逆転写-リアルタイムPCR 

	 第 1章（1-1）に記した方法で行った。 

 

Population doubling（PD）解析 

	 第1章（1-2）に記した方法で行った。 

 

SA-β-gal染色 

	 第 2章（2-1）に記した方法で行った。 
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結果 

	 BMP4添加培地下に GSCsを移行させると、CD133の陽性細胞は、徐々に減

少、消失した（Fig.2F）。また、GSCマーカーSOX2と Olig2の遺伝子発現も同

様の結果であった（Fig.2G）。細胞は、BMP4添加後 10日間、早い速度で増殖

したが、その後すぐに細胞増殖停止に至った（Fig.2H）。また、SA-β-galの活性

は、BMP4添加 5日目の細胞では認められなかったが、30日目の大半の細胞で

観察された（Fig.2I）。以上の結果から、BMP4により、GSCsは NSGCsに分

化し、NSGCsは最終的に細胞老化を引き起こすことがわかった。また、NSGCs

の老化という現象が、血清によるカルチャーショックでないことが示唆された。   

          	 	 	  

 

Figure 2F. Flow cytometry of CD133-positive cells cultured in 

BMP4-containing medium (10 ng/mL). Grey: normal immunoglobulin as 

negative control. 

 

                 
Figure 2G. RNA expression of SOX2 and Olig2 measured by RT-qPCR. The 

expression value for each gene was normalized with that of β-actin.  
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Figure 2H. Limited replicative potential of NSGCs. The cumulative number 

of population doublings in BMP4-containing medium was measured.   

 

                  
Figure 2I. SA-β-gal staining. Blue colour indicates senescence. 
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2-3. 腫瘍組織中の老化 NSGCs の存在  
 

目的 

	 in vitroで認められた老化 NSGCsが、in vivoにも存在しているのかを明らか

にする。 

 

材料・方法 

マウスの異種移植実験 

	 6週目のメス・免疫不全マウス（NOD/SCIDマウス）の皮下に GSCs（5 x 106

個の細胞、1 x 107個の細胞、 2 x 107個の細胞、 4 x 107個の細胞）を移植した。

上記の細胞は、マトリゲル（Corning, Tewksbury, MA, USA）と共に 1:1の比

率で混ぜてから移植した。本論文に記載の動物実験はすべて公益財団法人がん

研究会動物実験等取扱規定に従って行った（承認番号: 癌化動第 10-03-11号）。	  

 

組織化学染色 

	 異種移植実験から得られた腫瘍を、Mildform 10N（133-10311; Wako Pure 

Chemical Ind., Osaka, Japan）により固定し、パラフィン包埋後4-5μmに薄切

した。ISU Abxis（A221V; Seoul, Korea）とUS Biomax（GL806c; Rockville, MD, 

USA）で、ホルマリン固定されたパラフィン包埋のヒトGBM組織のティシュア

レイを購入した。下記の抗体を用いて、過去の報告と同様の方法で組織化学染

色を行った28: mouse anti-GFAP (MAB360, 1:300; Millipore), rabbit 

anti-53BP1 (4937, 0.08 µg/mL; Cell Signaling Technology), mouse anti-p21 

(610233, 1.25 µg/mL; Cell Signaling Technology), rabbit anti-p53 (sc6243, 0.5 

µg/mL; Santa Cruz Biotechnology), mouse anti-Nestin (ab5326, 5 µg/mL; 

Millipore), rabbit anti-IL-6 (ab6672, 80 µg/mL; abcam, Cambridge, MA, 

USA)。 
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SA-β-gal染色	  

	 異種移植実験で得られた腫瘍組織を、Optimal Cutting Temperature 

Compoundで包埋し、液体窒素で凍結した。その組織を 4-5 µmに薄切し、第 2

章（2-1）に記した方法で染色した。 

 

蛍光免疫染色 

	 異種移植実験で得られた凍結腫瘍組織を4-5 µmに薄切し、冷アセトン/メタノ

ールで—20℃・10分固定した。細胞に関しては、第1章（1-1）と同様の固定方法

を行った。下記の抗体を用いて、第1章（1-1）に記した方法で染色した: mouse 

anti-GFAP (MAB360, 1:300; Millipore), mouse anti-p21 (610233, 1.25 µg/mL; 

Cell Signaling Technology), rabbit anti-IL-6 (ab6672, 80 µg/mL; abcam), 

rabbit anti-GFAP (ab7260, 1:1,000; abcam), mouse anti-Ki67 (M7240, 1:50; 

DAKO, Ely, UK)。 

 

結果 

	 GBM患者の腫瘍組織 21-30個のうち、NSGCマーカーGFAPの発現は全て

の組織で認められた 9（Fig.2J）。そのうち、DNA損傷の応答に関わる因子 53BP1

や細胞老化誘導因子 p53や p21は、腫瘍全体に点在していた（Fig.2J）。発現細

胞の頻度に個体差があったものの、それぞれのマーカー発現腫瘍組織は、全体

の 70%以上と高頻度であった（Fig.2J）。GBM146と GBM157の GSC由来の

マウス異種移植においても、GFAPを発現する細胞周辺で p53、p21や老化細

胞から放出されることで知られるインターロイキン-6（interleukin-6: IL-6）の

発現が確認された 42（Fig.2K）。さらに、SA-β-gal活性陽性細胞は、p53欠損

GBM細胞株 U251由来異種移植組織では認められなかったが、GSC由来の腫

瘍組織では広範囲に認められた（Fig.2L）。さらに、NSGCsが細胞老化誘導因

子を発現しているのかを明らかにするため、GSC由来の腫瘍組織で GFAP と

p21もしくは IL-6で共染色した。結果、p21/GFAP発現細胞と IL-6/GFAP発

現細胞が、腫瘍全体に点在していた（Fig.2M）。しかし、共発現細胞の存在頻度
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は、腫瘍組織中 10％以下で低かった。一方、in vitro下の GSCsで高く発現す

る増殖マーカーKi67の発現細胞は、腫瘍組織中の GFAP陰性細胞で高頻度に観

察された（Fig.2M, N）。以上の結果から、老化 NSGCsは、in vivoの GBM組

織中にも存在していることが示唆された。臨床組織においても NSGCsが老化関

連マーカーを発現しているか明らかにするため、臨床組織と同様のホルマリン

固定パラフィン包埋 GSC由来の腫瘍組織で NSGCマーカーと老化関連マーカ

ーの共染色を行った。しかし、マーカーの発現を確認できなかった（データは

示さず）。今後、共染色で用いた GSC由来組織と同様に、凍結した臨床標本を

用いた検証が必要であるといえる。 

 

 

Figure 2J. Immunohistochemistry of human GBM tissue microarray (21–30 

patient-derived tissue sections on each slide) with the indicated antibodies. 

Upper and lower panels represent the tissue sections with low and high 

frequencies of positive cells, respectively. The table at the bottom shows the 

frequency (percentage in parenthesis) of the marker-positive tissues in all 

samples. In the case of 53BP1, the presence of multiple nuclear foci (inset in 

the lower panel of 53BP1) was judged as marker-positive.  
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Figure 2K. Immunohistochemistry of GSC-derived xenograft tumours with 

the indicated antibodies. Each panel shows the same area derived from 

multiple slices of a tumour. Arrowheads indicate the antigen-positive cells.  

 

 

Figure 2L. SA-β-gal staining of xenograft tumours derived from GSCs and 

U251, a p53-deficienct glioma cell line.  
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Figure 2M. Immunofluorescence staining of GSC-derived tumours with the 

indicated antibodies. Arrowheads indicate p21+/ GFAP+, IL-6 +/GFAP+, or 

Ki67+/GFAP- cells. DNA was counterstained with DAPI (blue). 

 

Figure 2N. Immunofluorescence staining of Ki67 in GSCs and NSGCs. 

Graphs on right indicates quantitation of the Ki67-expressing cells (n > 90). 

Error bars, standard deviations. Statistical evaluations were performed 

using the Welch t test. **, P < 0.005. 
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考察  
	 本章は、前章で認められた細胞増殖停止 NSGCsが、自発的に細胞老化を引き

起こし、GBMの腫瘍組織中に存在することを強く示唆した。 

	 本章では、NSGCsの細胞老化を SA-β-gal活性（Fig.2A）、染色体数（Fig.2B）、

老化関連マーカーの発現（Fig.2C,D,E）によって評価した。以前まで、細胞老

化は、pH6.0の弱酸性条件下で、老化細胞特異的に活性化する SA-β-galの活性

による解析で十分であった 46。しかし、最近では、SA-beta galの活性が、様々

なストレス下において観察されており、老化細胞特異的でない現象であること

がわかっている 47。現在、SA-beta gal活性は、細胞老化の誘導に必要ないこと

もわかっており、リソソーム β-ガラクトシダーゼの発現や集積増加により引き

起こされていることが報告されている 48。 

	 細胞老化は、一般的に、p53/p21経路ならびに/もしくは p16/RB経路で引き

起こされる 49,50。NSGCsの細胞増殖停止までの過程で p16の発現が確認されな

かったことから（Fig.2E）、NSGCsは、p53/p21経路を介して老化が誘導され

た可能性が高い。GBM患者のうち p53の変異・欠損が 30%であるのに対し、

p16の欠損は 90%以上で認められる 51-53。GBM146と GBM157も p16を欠損

もしくは変異していたことが原因で、p16の発現が観察されなかった可能性が

ある。また、p53と p21の発現は、血清添加後上昇したことから（Fig.2C）、

NSGCsの細胞老化だけでなく、GSCsから NSGCsへの分化の制御機構にも寄

与しているかもしれない。 

	 Fig.2F, G, H, Iで示されるように、NSGCsの細胞老化という現象が、血清だ

けでなく BMP4を用いた異なる分化誘導実験系においても誘起されることがわ

かった。BMPは、正常な神経幹細胞の増殖や分化を制御することで知られてお

り、GBMでも同様の働きを示すことが明らかとなっている 19,45。BMPは、BMP

の受容体（BMPR）に結合し、Smadのシグナルを介して BMP特異的遺伝子転

写の活性もしく抑制を誘導する。BMPの中でも、BMP4が、GSCsから NSGCs

へ一番強い分化作用をもつといわれている。その他に BMP2と BMP7も GSCs

の分化を誘導する因子として報告されている 54,55。最近では、生体内/外で、GSCs
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で観察される代謝型グルタミン酸受容体（metabotropic glutamate receptor: 

mGluR）3の発現抑制が、BMP4シグナルの増加を促進させ、分化誘導シグナ

ルの向上やがん細胞の増殖抑制につながることが報告されている 56-58。そのた

め、GBM新規治療法として、mGluR3のブロックと BMP4のデリバーの併用

効果が期待されている。一方、FBSによる GSCsの分化誘導メカニズムについ

ては、未だによくわかっていない。おそらく、BMP4が、FBSによる分化誘導

因子の一つである可能性は高い。血清の中でも、FBSは、ヒト由来を含む他の

血清に比べ、BMP4が多く含まれている 59。BMP4単独に比べ、FBSによる

GSCsの分化誘導傾向は強いため、FBSによる分化において BMP2や BMP7

も寄与しているかもしれない。現状、BMP4と FBSのどちらの実験系で得た細

胞が、in vivoの NSGCsの性質に近似しているか比較している論文はない。し

かし、本研究において、両方の実験系で得た NSGCsが、in vivoの NSGCsの

性質を反映していることは確かである。 

	 一般的に、がん幹細胞は、細胞増殖停止（G0期）の状態であり、分化したが

ん細胞が、高い増殖を示すことが報告されている 60。一方、Fig.2Mで示される

ように、GBMの場合、増殖マーカーKi67の発現が、GFAP陽性 NSGCs以外

の細胞で高頻度に確認された。つまり、がん幹細胞もしくは前駆細胞のような

未分化細胞が、分化細胞よりも高い増殖を有していることが示唆される。in vitro

の実験でも（Fig.2N）、Ki67は、GSCsで高い発現を示し、NSGCsで顕著に減

少した。in vitroと in vivoの間で相関もみられ、Ki67が、GSCマーカーとし

てなりうる可能性が考えられる。一方、本研究では、NSGCsを GFAPのみの

アストロサイトマーカーで評価している。NSGCsは、オリゴデンドロサイトや

ニューロンのマーカーも発現していることが報告されており、上記を立証する

ためには、GFAP以外の NSGCsマーカーと Ki67との発現比較をすることは必

須である。 

	 SASPは、全ての細胞で必ずしも認められる現象ではない。正常な脳では、老

化したアストロサイトが、SASPを示す傾向にある 61,62。Fig.2 Mで示されるよ

うに、GBM組織中の GFAP陽性 NSGCsは、高頻度に SASP因子である IL-6
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を含む老化関連マーカーを発現した。本研究で見いだされた老化現象ならびに

SASP因子の分泌は、NSGCsの中で GFAP陽性アストロサイト特異的な性質の

可能性も考えられる。つまり、分化したがん細胞は、それぞれ異なる働きを担

っており、GSCsからアストロサイトへの分化抑制が、がんを弱体化する標的に

なりうるかもしれない。しかし、未だに、GSCsが、どういったメカニズムで、

どの細胞に分化するかはよくわかっていない。正常な分化過程と違い、GBMの

分化過程は無秩序な印象である。今後、GSCsの分化メカニズムの解明が、GBM

治療の鍵となるかもしれない。 
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第 3章	 老化 NSGCsにおける血管新生関連液性

因子の放出 
 

要約  
	 近年、老化細胞が、senescence-associated secretory phenotype （SASP）と

呼ばれる液性因子を放出し、がんの発生や進展に寄与していることが報告され

ている 63。前章で認められた老化 NSGCsも、SASP因子のようなタンパク質を

放出し、GBMの悪性化に寄与しているかもしれない。本章で、私は、網羅的遺

伝子発現解析の結果、老化 NSGCsが、GSCsや分化 NSGCsに比べ、SASP因

子の一種である血管内皮増殖因子 VGEF-Cの遺伝子を高く発現していることが

わかった。さらに、老化 NSGCsは、SASP因子であり GBMの血管新生に強く

関わる VEGF-C、VEGF-A、IL-6、IL-8を細胞外に豊富に放出していた。以上

の結果から、老化 NSGCsは、細胞外に血管新生関連液性因子を豊富に放出して

いることが明らかとなった。 
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3-1. 老化 NSGCs における血管新生関連遺伝子の発現  
 

目的 

	 老化 NSGCsは、正常組織中に存在する老化細胞と同様に SASPのような液

性因子を放出している可能性がある。網羅的な遺伝子発現解析を行い、老化

NSGCsが、どのような液性因子関連遺伝子を高く発現しているかを明らかにす

る。 

 

材料・方法 

GeneChipマイクロアレイ解析 

	 GSCs、分化NSGCs（血清添加7日目）、老化NSGCs（血清添加30日目）のそ

れぞれのRNAを、RNeasy kit（Qiagen）により抽出し、GeneChip Human 

Genome U133 Plus 2.0 array（Affymetrix）でラベル化し、解析した。

GeneSpring GX software（Agilent Technologies）によりデータの標準化、統

合解析、Gene Ontology解析を行った。マイクロアレイのデータは、アクセス番

号GSE74304でGene Expression Omnibus database

（www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）に保管されている。 

 

結果 

	 GSCs、分化 NSGCs、老化 NSGCsの網羅的な遺伝子発現を検証した。老化

NSGCsでは、GSCsや分化 NSGCsに比べ 10倍以上高い遺伝子（プローブ数）

が、それぞれ GBM146と GBM 157において 303と 401個であった（Fig.3A）。

その後、液性因子に絞り上位から並べたところ、GBM146ならびに GBM 157

では、血管内皮増殖因子である VEGF-Cが、1位と 2位を占めていることがわ

かった（fold change 114.56と 78.09; Table 1と Fig.3B）。また、10倍以上の

遺伝子を Gene Ontology解析にて分類してみると、血管新生関連遺伝子群が豊

富に含まれていることがわかった（Fig.3C）。 
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Figure 3A. Gene expression profiles were compared between senescent 

NSGCs (day 30 after serum exposure) and GSCs, as well as between 

senescent NSGCs and differentiated/pre-senescent NSGCs (day 7 after 

serum exposure). The expression of 303 and 401 probes was upregulated > 

10-fold in the senescent GBM146 and GBM157 cells, respectively.  

 

Senescent NSGCs vs GSCs�

GBM146!

Senescent NSGCs vs differentiated NSGCs�
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Table 1. Signal intensities of all the 10-fold-upregulated gene probes in 

senescent NSGCs compared with GSCs and differentiated NSGCs. Fold 

change indicates the ratio of signal intensity of senescent NSGCs to the 

average of GSCs and differentiated NSGCs. 
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Gene� Fold 
change� Gene� Fold 
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TMEM47� 40.14� SCG2� 12.60�

LUM� 34.88� ADAMTS5� 12.56�

DKK1� 32.20� KIAA0367� 12.15�

FGF7� 30.00� GBP1� 11.46�

SCG5� 29.75� PLXDC2� 11.34�

KRTAP2-1� 28.83� MYL1� 11.11�

ASPN� 28.59� FGL2� 11.03�

RGS5� 26.39� FAT4� 10.88�

DKK2� 25.25� MFAP5� 10.54�

COL6A3� 24.76� C4ORF32� 10.46�

DAB2� 23.66� EVI2A� 10.38�
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KIAA1199� 18.09�

CDH13� 16.46�

ANKS1B� 15.78�

COL1A1� 15.22�
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Gene� Fold 
change� Gene� Fold 

change� Gene� Fold 
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ASPN� 681.84� ANKS1B� 23.70� FAT4� 11.51�

GPNMB� 280.24� KCTD4� 21.72� CCL2� 11.43�

EDIL3� 184.02� PAPPA� 21.67� STC2� 11.43�

TMEM47� 119.96� COL5A2� 20.60� GBP3� 11.10�

DAB2� 91.20� HTR2B� 19.45� ARHGAP29� 11.04�
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Figure 3B. Signal intensities of the 10-fold-upregulated gene probes (only 

secretory protein-coding genes) in senescent NSGCs compared with GSCs 

and differentiated NSGCs. Fold change indicates the ratio of signal intensity 

of senescent NSGCs to the average of GSCs and differentiated NSGCs.  

 

 
Figure 3C. Gene ontology (GO) analysis of the senescent NSGC-associated 

genes (P < 0.005, Fisher’s exact test). Enriched GO categories include those 

of angiogenesis. 
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3-2. 老化 NSGCs における血管新生関連液性因子の放出  
 

目的 

	 GeneChipマイクロアレイ解析の結果から、GBM146と GBM157の両方の老

化 NSGCsが、共通して、VEGF-Cを高く発現していることがわかった。次に

老化NSGCsが細胞外にVEGF-Cを放出しているのかを明らかにする。さらに、

GBMの血管促進因子として知られている VEGF-Aや主要な SASP因子の放出

も検証する。 

 

材料・方法 

酵素免疫測定法（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ELISA） 

	 血清添加 0、5、20、30日の細胞をそれぞれ血清添加培地下で 5日間培養した。

その後、Human Quantikine ELISA kits（R&D Systems）の IL-6（D6050）、

CXCL8/IL-8（D8000C）、VEGF（DVE00）、VEGF-C（DVEC00）にて、そ

れぞれの培地上清に含まれるタンパク質を検出した。 

 

結果 

	 GBM146と GBM157の老化 NSGCs（day 30）は、GSCs（day 0）や分化

NSGCs（day 5）に比べ、VEGF-Cを豊富に放出していることがわかった

（Fig.3D）。また、老化 NSGCs は、VEGF-Cと同様に血管促進因子として知

られている VEGF-Aを最も豊富に放出していた 64（Fig.3D）。さらに、主要な

SASP因子であり、GBMで高い発現が確認されている IL-6、IL-8、IL-1βの分

泌量も検証した。IL-6と IL-8は、老化 NSGCsで豊富に放出されていることが

観察された 63,65（Fig.3D）。一方、IL-1βは、全ての CM中で検出されなかった

（Fig.3E）。 
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Figure 3D. ELISA detection of VEGF-C and -A and IL-6 and -8 secretion in 

the conditioned medium (CM) of GBM146 and GBM157 cells precultured in 

serum-containing medium for the indicated time periods. For CM 

preparation, cells were seeded and cultured in serum-containing medium for 

5 days, and the culture supernatants were collected.  
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GBM146 and GBM157 cells indicated as Fig.3D. PC: the CM with 100 pg/ml 

recombinant IL-1β as positive control.  
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考察  
	 本章で、老化 NSGCsが、SASPであり GBMの血管新生に強く関わる液性因

子（VEGF-C、VEGF-A、IL-6、IL-8）を細胞外に豊富に分泌していることがわ

かった。 

	 細胞老化は、腫瘍を抑制する重要なメカニズムである 66-68。しかし、近年の

研究により、老化細胞が SASP と呼ばれる液性因子を介した細胞非自立的制御

により、腫瘍の発生や進展を促進させていることがわかってきた 63,65。SASPの

一種である血管内皮増殖因子 VEGFは、VEGF-A、B、C、Dと placental growth 

factor の 5 つのファミリーに分けられ、正常やがん組織中で主に血管新生を促

進させる役割を担っている 64。この中でも、VEGF-Aは、GBMの血管新生に強

く関わることが知られている。VEGF-A は、GBM 中の血管新生だけでなく、

GSCsからの血管内皮細胞への分化においても必須の因子である 69,70。一方、臨

床の場では、VEGF-A阻害剤ベバシズマブが、GBMに対して期待されていたほ

ど作用していないことが報告されている。様々な理由が提唱される中、ベバシ

ズマブが、GBM 中の VEGF-C の発現を増加させ、腫瘍血管への反応を促進さ

せることが報告されている 71。つまり、VEGF-Cが、VEGF-Aを介した血管新

生の抑制を補っている可能性が考えられる。VEGF-Cは、GBMの組織中で高い

発現が確認されており 72,73、がん細胞種の中でも GBMで多く分泌される傾向に

ある 74。また、VEGF-Cのレセプターである VEGFR-3は、GBMの血管系細胞

で発現しており 72、グリオーマの悪性度との相関も認められている 75。VEGF-C

は、血管新生との強い関わりが報告されており 76,77、VEGF-Aと同様に、GBM

中の血管系への影響は多大であるといえる。さらに、最近、脳の中枢神経にリ

ンパ管の存在が同定された 78。リンパ管新生は、他のがんにおいて、浸潤や転

移を促進することが報告されている 79。VEGF-C は、一般的に、リンパ管新生

に強く関わる因子であることから、GBMの中で血管新生とリンパ管新生の両方

を促進させることで、GBMの悪性化に寄与している可能性が考えられる。 

	 主要な SASP因子である IL-6と IL-8も、GBM患者の予後不良と相関があり
80,81、GBM中の血管を促進させることが報告されている 63,82。IL-6は、細胞内
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の Stat3シグナルを介して VEGFの転写活性を直接制御していることも報告さ

れている 83。一方、GBMで高い発現が確認され、GBMの血管新生促進因子と

しても報告されている IL-1β は、老化 NSGCs を含む CM 中には観察されなか

った 84-86。過去の知見のように、IL-1βは、主に骨髄由来単球やミクログリアか

らの分泌物質なのかもしれない 87,88。
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第 4 章	 老化 NSGCs による血管新生の促進と

GSC 由来腫瘍形成の向上  

 
要約  
	 本章で、私は、老化 NSGCsの培養上清下で血管内皮細胞の増殖が向上するこ

とを明らかにした。血管内皮増殖因子（Vascular endothelial growth factor: 

VEGF）の中和実験の結果から、老化 NSGCsによる血管内皮細胞の増殖亢進は、

一部 VEGFを介して引き起こされていることも明らかとなった。また、in vivo

実験で、GSCsと老化 NSGCsを共移植した場合、GSCsの単独移植に比べ、腫

瘍組織内部の血管内皮細胞マーカーCD31の発現が増加することがわかった。さ

らに、GBM中の血管新生促進が、GSCsの腫瘍形成にどう影響するかを明らか

にするため、同条件下で GSCs単独移植、分化 NSGCsと GSCsの共移植、老

化 NSGCsと GSCsの共移植を行った。結果、老化 NSGCsと GSCsの共移植

群において、腫瘍形成率が上がり、腫瘍の大きさも増大した。以上の結果から、

老化 NSGCsは、血管新生を促進させ、GSC由来の腫瘍形成を助力しているこ

とが示唆された。 
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4-1. 老化 NSGCs による血管内皮細胞の増殖促進  
 

目的 

	 老化 NSGCsが、SASPを含む液性因子を介して血管内皮細胞の増殖を促進さ

せるかを明らかにする。また、その増殖促進が認められた場合、VEGFが主要

な促進因子であるかを明らかにする。 

 

材料・方法 

HBMECと HUVECの増殖アッセイ 

	 ヒト脳微小血管内皮細胞 HBMEC（ACBRI376; Cell Systems, Kirkland, WA, 

USA）とヒト臍帯静脈内皮細胞 HUVEC（C2517A; Lonza, Basel, Switzerland）
を、それぞれコラーゲンでコートされた 24-ウェルプレート（1.5 × 104個の 

細胞/ウェル）と通常の 24-ウェルプレート（1.5 × 104個の細胞/ウェル）に撒い

た。上記の細胞を、通常の培養液、もしくは、老化 NSGCs（血清添加 30日目

の細胞）から得られた培養上清下で 5日間培養した。5日目に、細胞数を計測し

た。ウェルチの t検定 *, P < 0.005; **, P < 0.001によって統計学的評価を行っ

た。 

 

抗 VEGF抗体を用いた中和実験 

	 HBMECと HUVECを、24-ウェルプレート（1.5 × 104個の細胞/ウェル）に

撒き、老化 NSGCs（血清添加 30日目の細胞）から得られた培養上清下で 5日

間培養した。同時に、1 µg/mL mouse anti-VEGF (MAB293; R&D systems)と、

コントロールとして 1 µg/mL mouse anti-IgG2b (MAB004; R&D systems)の抗

体を添加した。統計学的評価を、ウェルチの t検定 *, P < 0.01; **, P < 0.005

によって行った。 
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結果  

	 老化 NSGCsの培養上清（CM）下での HUVECは、コントロールである通常

の培養液下に比べ、2-3倍増加することがわかった（Fig.4A）。次に、VEGFが

老化 NSGCsによる細胞増殖促進の主要な因子であるか明らかにするため、

GBM146の老化NSGCsのCM中に全てのVEGFファミリーの働きを抑圧する

抗 VEGF抗体を添加した。結果、老化 NSGCsの CM下で抗 VEGF抗体を添加

した HUVECの数は、コントロールの培養液のみとほぼ同等の値まで減少した

（Fig.4B）。さらに、老化 NSGCsによる脳由来血管内皮細胞 HBMECの増殖

促進効果も同様に検証したところ、HBMECは、老化 NSGCsの CM下で、コ

ントロールに比べ 3-4倍増加することがわかった（Fig.4C）。VEGFによる 

HBMECの増殖促進効果の検証に関しても、HUVECと同様に検証したところ、

老化 NSGCsの CM下の HBMECの増殖は、抗 VEGF抗体を添加することで抑

えられたが、その抑制に有意差は認められなかった（Fig.4D）。今回は、3つの

サンプルで実験を行い、3回繰りかえした結果を総合したデータであるが、さら

に n数を増やすことで、有意差が得られると考える。以上の結果から、老化

NSGCsは、一部 VEGFを介して、血管内皮細胞の増殖を促進することがわか

った。 
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Figure 4A. Promotion of HUVEC growth by the CM of senescent NSGCs (day 

30 after serum exposure), compared with the control medium with serum. 

Error bars, standard deviations. Statistical evaluations were performed 

using the Welch t test. *, P < 0.005; **, P < 0.001.  
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Figure 4B. Neutralization assay of 1 µg/mL anti-VEGF antibody on HUVEC 

growth under the CM of GBM146 senescent NSGCs. Error bars, standard 

deviations. Statistical evaluations were performed using the Welch t test. *, 

P < 0.01; **, P < 0.005. 
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Figure 4C. Promotion of HBMEC growth by the CM of senescent NSGCs 

(day 30 after serum exposure), compared with the control medium with 

serum. Error bars, standard deviations. Statistical evaluations were 

performed using the Welch t test. **, P < 0.001.  
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Figure 4D. Neutralization assay of 1 µg/mL anti-VEGF antibody on HBMEC 

growth under the CM of senescent NSGCs. Error bars, standard deviations. 

Statistical evaluations were performed using the Welch t test. **, P < 0.005.	  
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4-2. 老化 NSGCs による腫瘍内の血管新生促進  
 

目的 

	 in vivo下で老化 NSGCsが GBM中の血管新生の促進に寄与しているのかを

明らかにする。 

 

材料・方法 

マウスの異種移植実験 

	 6週目のメス・免疫不全マウス（NOD/SCIDマウス）の皮下に GSCs（5 x 106

個の細胞, 1 x 107個の細胞, 2 x 107個の細胞, 4 x 107個の細胞）単独移植、もし

くは、GSCs（5 x 106個の細胞）と老化 NSGCs（5 x 106個の細胞もしくは 1 x 

107個の細胞）を共移植した。GBM146 GSCsの単独移植による腫瘍形成は、最

低 4 x 107個の細胞が必要であった。上記の細胞は、マトリゲル（1:1, Corning）

でまぜてから移植した。評価時に腫瘍の大きさを揃えるべく、400-500mm3 に

なった時点で腫瘍をマウスから取り出した。 

 

組織化学染色 

	 第 2章（2-3）に記した方法で下記の抗体を用いて染色した: rabbit anti-CD31 

(ab28364, 1:50; abcam), mouse anti-Ki67 (M7240, 1:50; DAKO); rabbit 

anti-SOX2 (3579S, 20 ng/mL, Cell Signaling Technology)。 

 

結果 

	 ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色と組織化学染色を用いて、GSCs単独

移植と GSCsと老化 NSGCs共移植の 2つの群の腫瘍を比較した。血管内皮細

胞マーカーCD31の染色を行ったところ、腫瘍内部での CD31発現細胞の頻度

が、単独移植群に比べ、GBM146と GBM157両方の共移植群で増加すること

がわかった（Fig.4E）。特に、腫瘍の内部に存在する CD31陽性細胞で構築され

た管腔の増加が目立った。HE染色後の組織像を比較した結果、GBM146の場
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合、共移植群では、単独移植群に比べ、ネクローシスの領域が広範囲で認めら

れた（Fig.4E）。増殖マーカーKi67の染色では、GBM157の共移植群で、Ki67

発現細胞の頻度が顕著に増加していることがわかった（Fig.4E）。以上の結果か

ら、老化 NSGCsは、GBM146と GBM157組織中で、血管新生を促進している

ことが示唆された。また、老化 NSGCsは、血管新生に限らず、GBMの悪性化

に関与する因子にも寄与していることが明らかとなった。 

 

 

Figure 4E. Immunohistochemistry of CD31 and Ki67 in GSC derived 

xenograft and GSC and senescent NSGC derived xenograft. The photos are 
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tumour xenografts of GSCs (4 x 107 cells) alone or GSCs and senescent 

NSGCs (5 x 106 cells plus 1 x 107 cells) in GBM146, and GSCs (1 x 107 cells) 

alone or GSCs and senescent NSGCs (5 x 106 cells plus 5 x 106 cells) in 

GBM157. 
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4-3. 老化 NSGCs による GSC 由来腫瘍形成の向上  
 
目的 

	 老化 NSGCsが血管新生を促進させることが示唆された。そこで、その現象が、

GSC由来の腫瘍形成率と腫瘍の大きさに影響を及すかを明らかにする。 

 

材料・方法 

マウスの異種移植実験 

	 移植群と移植細胞数は、1. GSCs単独（5 × 106個の細胞）、2. GSCs （5 × 106

個の細胞）と分化 NSGCs（1 × 107個の細胞: GBM146と GBM157は、それぞ

れ血清添加15日目と10日目の細胞）、3. GSCs（5 × 106個の細胞）と老化NSGCs

（1 × 107個の細胞: GBM146と 157どちらも血清添加 30日目の細胞）である。

上記の細胞を、マトリゲル（1:1, Corning）でまぜてから 6週目のメス・免疫不

全マウス（NOD/SCIDマウス）の皮下に移植した。移植してから 3ヶ月後、腫

瘍の大きさを測定した（TV =（L × W2）/2）。 

 

結果 

	 GSCs単独、GSCsと分化 NSGCs、GSCsと老化 NSGCsの 3つの群のそれ

ぞれの腫瘍形成率を比較したところ、GBM146では、老化 NSGCsと GSCsの

共移植群のみで腫瘍の形成が認められた（Fig.4F）。さらに、腫瘍の大きさに関

しては、GBM146と GBM157両方において、老化 NSGCsとの共移植群の腫瘍

が、他の群に比べ、顕著に増大した（Fig.4F）。以上の結果から、老化した NSGCs

（分化 NSGCsではない）が、GSC由来の腫瘍形成能を向上させることがわか

った。 
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Figure 4F. Promotion of GSC-derived tumour formation by senescent but not 

differentiated NSGCs. GSCs with or without differentiated/senescent 

NSGCs were injected subcutaneously into NOD/SCID mice. After three 

months, tumour formation and its volume were evaluated.  
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考察  
	 本章では、老化 NSGCsが、血管新生を促進させ、GSC由来の腫瘍形成に積

極的に助力していることが明らかとされた。 

	 Fig.4B,Dで示されたように、老化 NSGCsは、VEGFを介して HUVECや一

部の HBMECの増殖を促進させることがわかった。一方、VEGF-Cを特異的に

抑圧できる抗体が世の中に存在しないため、老化 NSGCsが豊富に分泌する

VEGF-Cが、血管内皮細胞を増殖する主要な促進因子であるか見いだせなかっ

た。抗 VEGF-A抗体やベバシズマブにより、老化 NSGCsによる増殖促進効果

をどれだけ抑制できるか検証し、その抑制効果の結果と本研究結果を比較する

ことで、VEGF-Cによる血管内皮細胞増殖に対する影響度合を確認できるであ

ろう。また、VEGF-Cをノックダウンもしくはノックアウトした老化 NSGCs

の CMを用いた血管内皮増殖促進効果の検証も良い。 

	 GBMは、腫瘍組織中の血管網やネクローシス領域が多い腫瘍ほど悪性度が高

い 89。また、増殖マーカーKi67は、グリオーマの予後不良と相関していること

が報告されている 90。Fig.4Eの結果から、老化 NSGCsが、GBMの悪性化に

関わる因子（血管網、ネクローシス領域、増殖細胞）に強く寄与していること

がわかった。一方、VEGF、IL-6、IL-8が、GSCsの性質を制御していること

が複数の論文で報告されている中 91-95、本研究では、老化 NSGCsが GSCsに

寄与していることを示すデータは得られなかった。in vivoでは、GSCs単独移

植とGSCsと老化NSGCの共移植で組織中の SOX2陽性細胞の頻度を比較した

が、大きな差は認められなかった（データは示さず）。in vitroでは、老化 NSGCs

と共培養した GSCsの増殖やテモゾロミドに対する感受性の検証を行ったが、

通常の培養下で培養されたGSCsと大差なかった（データは示さず）。おそらく、

近年の単一細胞レベルでの解析により GSCsの不均一性が明らかにされている

ように 5,33,96、本研究で用いた GSCsは、SASPの受容体を保持しておらず、老

化 NSGCsによる影響が認められなかった可能性が考えられる。また、Fig4E.

の現象と共に、老化 NSGCsとの共移植群由来腫瘍中の VEGFの発現増加を確

認するため、組織化学染色を行ったが、染色を確認することが出来なかった。
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以前から液性因子の染色の難しさは痛感しており、さらなる条件検証が必要で

あると考える。 

	 過去の知見から、GSCsは、GBM中の血管系をサポートする内皮細胞に分化

することが明らかとされている 69,70。老化 NSGCsが豊富に分泌する VEGF-A

が GSCsから血管内皮細胞への分化に必要であることも報告されていることか

ら、Fig4.Eで認められた CD31の発現は、GSC由来の可能性も考えられる。そ

こで、CD31発現細胞が、マウス由来なのか、もしくはがん由来なのかを明らか

にするため、GBM157 GSC単独移植の腫瘍組織を対象に予備的な検証を行った。

マウスを特異的に認識する抗 CD31抗体とヒトとマウス両方を認識する抗

CD31抗体を共染色したところ、CD31を発現する細胞は、マウス特異的抗体で

大半を占めていたが、一部、未染色が確認された（データを示さず）。特に、マ

ウス特異的 CD31の発現は、小さな管腔を形成する細胞で非発現だった。GSCs

は、低酸素状態を好み、腫瘍内部に存在する傾向にあることから 32,33、Fig.4E

で示された老化 NSGCsと GSCsの共移植腫瘍組織の内部で増加した管腔を構

築する CD31発現細胞は、マウス由来のものではなく、GSC由来の可能性が示

唆された。 
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総括	  
	 GSCsは、多くの特性が解明され、現在、GBMの進行ならびに再発の主犯格

と考えられている。一方、NSGCsは、細胞増殖に限りがあり腫瘍形成能を有し

ていないことから、GBMの悪性化には寄与していないという考えが一般的であ

る。しかしながら、実際、NSGCsの性質についての詳細はわかっていない。そ

こで、私は、NSGCsの性質ならびに GBM中の NSGCsの役割を解明すること

にした。	  

	 第 1章では、GSCsが、血清により NSGCsに分化し、テロメラーゼ活性消失

後、テロメア複製問題に伴い細胞増殖停止に至ることがわかった。本章の

IF-FISH の結果からは（Fig.1H）、テロメア短縮によるテロメア機能不全が、

NSGCs の細胞増殖停止の誘因であるか明確な答えを出すことができなかった。

テロメア機能不全に至ったテロメアは、非常に短いため、IF-FISH で認識でき

なかった可能性も考えられる。また、Fig.2Cで示されるように、血清添加 5日

目の時点で発現増加が確認された老化誘導因子 p53、p21、脱リン酸化 RB が、

NSGCsの細胞増殖停止（老化）の引き金となった可能性も考えられる。しかし、

老化誘導因子を発現増加した NSGCsは、すぐに老化に至らず、テロメア長の短

縮に伴い老化を誘導した。テロメラーゼは、テロメア RNA 構成因子である

TERC（Telomerase RNA component）とテロメア逆転写酵素触媒構成因子

TERT（Telomerase Reverse Transcriptase）によって構成されている。TERC

は、常に発現が維持されていることから、テロメラーゼ活性は、TERT の発現

により制御されている 31。現在、TERTの転写促進因子として c-mycや wntシ

グナルが報告されており、抑制因子として、p53、p21、脱リン酸化 RBが知ら

れている。つまり、p53 を含む老化誘導因子の発現増加が、直接的ではなく、

TERTの発現を抑制し、テロメア維持機構を破綻させることで間接的に NSGCs

の老化を誘導した可能性が考えられる。NSGCs で人為的に TERT の高発現や

老化誘導因子の抑制を誘導し、この推測が正しいかを確認したい。しかし、TERT

は、GSCsの性質を維持する重要な因子であることが報告されており 97、NSGCs

の段階で TERTを発現すると GSCsへ脱分化する可能性も考えられる。 
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	 第 2 章では、前章で認められた細胞増殖停止 NSGCs が、自発的に細胞老化

を引き起こし、GBMの腫瘍組織中にも存在していることが強く示唆された。本

研究で用いた GSCs は、遺伝子発現パターンや患者の年齢、治療応答などの臨

床所見で区別される 3種類の GBMの亜型の中で proneural（PN）typeに位置

する 98,99。現在、私は、PN 以外の type のどの亜型でも共通して NSGCs の細

胞老化という現象が認められるのかを明らかにするため、悪性度が最も高い

mesenchymal（MES）type の GSCs を用いて本研究と同様の実験を行ってい

る。現状、私は、MES type GSCsが、FBSでは分化されないことを確認して

いるため、BMP4を用いた分化誘導実験系に変更し検証中である。 

	 腫瘍組織中に存在する GFAP陽性アストロサイトが、がん細胞由来なのか、

それとも周囲の細胞をリクルートした結果得られた細胞なのかは、蛍光たんぱ

く質を導入した GSCsを移植することで確認できる。また、GSC由来腫瘍組織

をヒト特異的 GFAP抗体で染色し確認することも可能である。しかし、本研究

は、皮下移植で得られた腫瘍組織を用いていることもあり（Fig.2K,M）、腫瘍組

織中の GFAP陽性細胞が、周辺にある GFAP陽性細胞をリクルートして得られ

たとは考えにくく、がん細胞由来である可能性が高い。 

	 第 3章では、老化 NSGCsが、SASPであり GBMの血管新生促進因子として

知られている液性因子を細胞外に豊富に分泌していることがわかった。以前か

ら、GBM組織中で IL-6、IL-8、VEGFファミリーの発現は観察されていたが、

本研究結果により、それら因子が、老化 NSGCs から放出される SASP という

形で GBMに存在していることが示唆された。臨床 GBM中で実際に同様の現象

が起きているのかを明らかにするため、今後、臨床標本から得られた NSGCs

を対象に老化や SASP 関連マーカーの発現を確認するべきである。また、

GeneChip解析の結果から、GBM146と GBM157の老化 NSGCsで高い遺伝子

発現を示した繊維芽細胞増殖因子（fibroblast growth factor: FGF7）は、他の

がん種の発生や進行ならびに血管内皮増殖因子の発現に寄与していることが報

告されていることから 100-102、血管新生の促進を含め GBMにおいて重要な役割

を担っている可能性が示唆される。 
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	 第 4章では、老化 NSGCsが、血管新生を促進させ、GSC由来の腫瘍形成に

積極的に助力していることが明らかとされた。本研究では、免疫不全マウスを

用いた異所移植実験により得られた結果だが、現在、同所移植実験により実際

に脳の環境下でも同様の結果が得られるかを検証中である。ヌードマウスを用

いた同所移植実験では、腫瘍の生着が確認されなかった。腫瘍部位にマクロフ

ァージの残存が確認されたことから、さらに重度の免疫不全を煩った

NOD/SCIDマウスを用いた実験を現在行っている最中である。 

	 ミクログリアは、グリア細胞の一種であり、脳内でマクロファージのような

貪食の働きを担う。ミクログリアは、GBMの性質を制御することで知られてお

り、VEGFや IL-6、IL-8を含む SASP因子により、腫瘍内にリクルートされる

ことが報告されている 103-105。異所移植実験である皮下の周辺にはミクログリア

が存在していないため、同所移植実験で得られた腫瘍組織を用いて、老化

NSGCsが、SASP因子を介してミクログリアのリクルートに寄与しているのか 

興味深い。 

	 第１章から 4章までの結果を振り返り、GBMの悪性度は、分化や老化という

性質に相関性がある可能性が示唆された。臨床組織と GSC由来の腫瘍組織を比

較すると、臨床組織では GFAP陽性細胞の数の多さと共に、老化関連マーカー

を発現する細胞も多く認められた。一方、GSC由来の腫瘍組織では、GFAP発

現細胞と老化マーカー発現細胞どちらも顕著に少なかった。また、GBM146と

GBM157 GSCsの性質を比較すると、GBM157 GSCsは、in vivoと in vitro下

で分化や老化に移行する強い傾向があり、それと同時に腫瘍の生着率が格段に

高い。今後、臨床組織中の分化や老化細胞の存在頻度とその腫瘍組織由来 GBM

患者の臨床所見を比較することや GBM146や GBM157に加えて他の症例患者

由来 GSCsで実験検証をすることで、分化や老化という性質と GBMの悪性化

との相関に関する明確な答えが見いだせるであろう。分化や老化マーカーが、

GBMの予後不良マーカーになりうるかもしれない。 

	 がん細胞の老化現象というのは、腫瘍抑制機構として働くことが一般的に考

えられている 66-68。しかしながら、本研究結果により、細胞老化を引き起こし
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たがん細胞は、SASPを介した細胞非自立的制御により、がんの悪性化を助力す

るという、老化したがん細胞の裏の顔が明らかとなった。本研究では、自然に

引き起こされるがん細胞の老化と、がんの悪性化におけるその老化の寄与が解

明されたが、治療で引き起こされる人為的ながんの老化（治療誘導老化）にお

いても、同様の性質やがんへの影響が認められるかもしれない。治療後のがん

は、一時、腫瘍の退縮が認められるものの、その後、再発が多々観察される。

つまり、治療誘導老化ならびに GBMのような自然老化のがん細胞は、がんの

中で蓄積することで、再発や転移を含むがんの悪性度を促進させる働きを担っ

ている可能性が考えられる。もし、そうなのであれば、GBMに限らず、他種の

がんにおいても、本研究結果ならびにその結果を踏まえた治療法の開発は非常

に重要な意味をもつ。現在、私は、老化 NSGCsが分泌する多くの液性因子から

一つの因子に絞ることは難しく、単一の標的では治療効果がうすいと考え、老

化 NSGCs自身や老化機構を標的にした治療法に期待を寄せている。例えば、老

化細胞特異的除去（細胞死）システム構築の開発である。正常な細胞さえも、

老化し、体内に蓄積すると、がんの発生や疾患を促進させる。つまり、老化し

たがん細胞を治療標的にすることは、正常細胞への副作用なしでがんを弱体化

する方法であり、さらに、がんの発生予防にもつながる一石二鳥の方法なのか

もしれない。また、細胞死誘導がん治療の推奨も考えている。がんの治療薬は、

腫瘍の中で細胞老化もしくは/ならびに細胞死を誘導する。もし、老化誘導がん

治療が、細胞死誘導治療に比べ再発頻度が高いことを立証できれば、細胞死を

誘導する治療が一つの有用な選択の目安になる。 

	 近年、NSGCsが、腫瘍の根源となるがん幹細胞への可塑性を有していること

が報告された 106。NSGCsは、GSCsに脱分化し、本研究で見いだされた老化を

介して腫瘍微小環境を構築するという２つの面で GBMの悪性化に積極的に助

力していることが考えられる。本研究は、GBMにおける NSGCsの生物学的重

要性ならびに GBMのような難治がんの治療的介入として重要な知見である。	  
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略語  
GBM, glioblastoma; GSC, glioma stem cell; NSGC, non-stem glioma cell; 

FBS, fetal bovine serum; BMP4, bone morphogenetic protein 4; HUVEC, 

human umbiliel vein endothelial cell; HBMEC, human brain microvascular 

endothelial cell; SASP, senescence-associated secretory phenotype; VEGF, 

vascular endothelial growth factor; CM, conditioned medium; telomere 

dysfunction-induced foci, TIFs.     



 73 

謝辞 
	 本研究は、東京大学大学院新領域創成科学研究科メディカル情報生命専攻が

ん分子標的治療学分野研究室において、清宮啓之先生の丁寧かつ熱心な御指導

のもとに行わせて頂きました。心より御礼申し上げます。当研究室の岡部幸子

先生には、本研究論文の実験のデータ取得に御助力ならびに実験操作の御指導

をして頂き大変お世話になりました。右田敏郎先生には、本研究で得られた腫

瘍組織に対する病理学的視点からの御意見ならびに実験のデータ取得に御助力

頂きました。馬島哲夫先生には、研究を進める上で有意義な御意見ならびに御

指導を頂きました。吉田喜香先生には、マウス室の使用法からマウスの飼育法

まで、また腫瘍組織の染色法を指導して頂きました。吉田喜香先生と川上隆兵

君には、マウス飼育の御協力をお願いした際、いつも快く引き受けて下さいま

した。岡本啓治先生と長谷川大記君には、in vitroの蛍光免疫染色の方法を丁寧
に御指導して頂きました。水谷アンナ先生には、マイクロアレイ解析に関して、

大変参考になる御助言を頂きました。本研究を進めるにあたり、多くの御指導、

御助言を頂きました当研究室の皆様に心から御礼申し上げます。 

	 京都薬科大学の中田晋先生には、マウス脳同所移植実験の方法を直々に教え

て頂き、厚く御礼申し上げます。審査過程において貴重な御指摘や御助言をし

て下さいました井上純一郎先生、渡邊学先生、宮島篤先生、後藤由季子先生に

御礼申し上げます。アラバマ大学バーミンガム校の中野伊知郎先生には、本研

究で使用しました GBM146と GBM157の GSCsを提供して頂き、また研究を

進めるにあたり有意義な御指導を頂き、御礼申し上げます。シンシナティ小児

病院メディカルセンターの小池博之先生には、研究ならびに論文を作成する上

で非常に有意義な御助言をして頂き、御礼申し上げます。最後になりますが、

東京大学名誉教授であらせられます吉田光昭先生には、折に触れて大変有意義

な御助言や激励を頂き、心よりお礼申し上げます。 

	 両親には惜しみない生活面でのサポートに対し感謝の念に堪えません。皆様

に心から感謝の気持ちと御礼を申し上げ、謝辞にかえさせていただきます。 


