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研究成果の概要（和文）：各種神経膠腫細胞株・神経膠腫患者組織・脳腫瘍幹細胞株・他の癌腫細胞株におけるEFTUD1
の発現解析を行った結果gliomaにおいてEFTUD1の発現がみられる一方で、正常脳組織では発現は見られなかった。機能
解析ではEFTUD1を特異的にknock downすることでglioma celllineの増殖が有意差をもって抑制され、G1 arrestをおこ
していることが明らかになった。最終的にEFTUD1は脳においてグリオーマ特異的に発現し、そのknock downにより腫瘍
増殖抑制効果がみられ、治療標的分子の候補になりうることが推測された。

研究成果の概要（英文）：EFTUD1 expression in　glioma cell lines　and tissue was higher than in normal 
brain tissue. Downregulating EFTUD1 induced G1 cell-cycle arrest and apoptosis, leading to reduced glioma 
cell proliferation.　The mechanism underlying this antitumor effect was impaired ribosome biogenesis via 
EFTUD1 inhibition. Additionally, protective autophagy was induced by glioma cells as an adaptive response 
to EFTUD1 inhibition. The antitumor effect induced by the combined treatment was significantly higher 
than that of either EFTUD1 inhibition　or CQ alone. These results suggest that EFTUD1 represents a novel 
therapeutic target and that the combination of EFTUD1 inhibition with autophagy blockade may be effective 
in the treatment of gliomas.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

 １．研究開始当初の背景 
原発脳腫瘍で最多を占める神経膠腫は手

術、化学療法、放射線治療といった集学的治
療が行われてもその生命予後は約 18 ヶ月程
度と最悪である。悪性神経膠腫は非常に浸潤
性なため全摘出はほとんど不可能であり非
外科的治療に頼らざるを得ない状況である。
この新たな治療法の開発に対して、我々は
SEREX 法という免疫学的手法により神経膠腫
特異的抗原 EFTUD1 の同定に成功した。SEREX
法はメラノーマ・リンパ腫・食道癌などの癌
抗原の同定にも用いられているという実績
がある 1)。単離された抗原分子 EFTUD1 に関し
て神経膠腫患者血清、他の癌患者血清、健常
人血清との免疫反応を解析し、神経膠腫・腎
細胞癌・メラノーマ患者に反応する一方で、
健常人血清には全く反応がみられなかった。
さらに興味深いことに EFTUD1 は他施設の研
究でも、乳癌やメラノーマ患者血清で強い免
疫応答を起こしているという報告が出てお
り免疫治療の標的分子として強く期待され
る 2)3)。また EFTUD1 はリボソーム合成に必須
の分子であることがわかっている。あらゆる
癌腫でリボソーム合成が活発に行われてい
ることがわかっており増殖・浸潤・薬剤耐性
といった腫瘍のBiologyに強く関わっている
4)5)6)。リボソーム合成阻害を標的にする薬剤
の開発も実際に行われており核小体ストレ
スを介した機序が推測されている 7)8)。しかし、
リボソーム合成因子の中で EFTUD1 を治療標
的にした報告はいまだない。EFTUD1 は腫瘍の
Biology に強く関わる分子であり、新たな薬
物治療の標的分子としても強く期待される。   

我々のこれまでの実験では EFTUD1 は複数
の正常脳組織では非常にわずかな発現しか
ない一方で、6種の神経膠腫細胞株と 10 人の
神経膠腫組織において高発現していること
を確認しており、Bioinfomatics を応用した
複 数 の デ ー タ ベ ー ス 解 析 (Oncomine, 
REMBRANDT, PrognoScan)でもその裏づけはな
されている。また EFTUD1 の knockdown assay
を確立し、EFTUD1 阻害下でリボソーム合成阻
害が起きていることは確認されている。実際
に EFTUD1 阻害下で 5 種の神経膠腫細胞株に
おいてp53非依存性の増殖抑制効果を認めた。
p53 変異の多い神経膠腫において、その有効
性は非常に期待されるものである。 

一方、近年の幹細胞研究の進展にともなっ
て悪性神経膠腫を含めた様々な悪性腫瘍に
癌幹細胞が存在することが明らかとなって
いる 9)。癌幹細胞は腫瘍形成・増殖・再発の
要因になっていると考えられるようになり、
悪性神経膠腫治療の新たな治療ターゲット
としても重視されている。我々は神経膠腫患
者の検体から脳腫瘍幹細胞株を樹立し、脳腫
瘍幹細胞抗原の同定とそれを標的とした治

療の研究も行なってきた 10)。EFTUD1 が脳腫瘍
幹細胞に対しても共通した治療標的である
かどうかも検討する。 
 
２．研究の目的 
(1)新規抗原分子 EFTUD1 の発現解析 
すでにこれまでの実験で複数の神経膠腫細
胞株と患者検体において正常脳組織に比べ
て高い発現を示すデータが得られている。本
分子の発現解析をさらに多くの患者に対し
て行い再現性を確認するとともにWHO分類に
応じた悪性度との相関性を評価する。また他
臓器の正常組織、他の癌腫、我々が樹立した
脳腫瘍幹細胞株での発現解析を行い、治療標
的分子としての適性や治療適応となる癌種
に関して評価する。 
(2)新規抗原分子 EFTUD1 の機能解析 
我々のこれまでの研究では、EFTUD1 阻害下で
各種の神経膠腫細胞株においてp53非依存性
の増殖抑制効果をもたらすという結果を得
ている。今後は抗腫瘍効果をもたらすメカニ
ズムの解明として細胞周期に与える影響や
細胞死誘導の有無を解析する。また EFTUD1
はリボソーム合成に関わる分子であり、
EFTUD1 阻害下ではリボソーム合成が障害さ
れることをこれまでの実験ですでに確認し
ている。一般的に細胞内においてリボソーム
合成が障害されると核小体ストレスが起こ
りアポトーシスが誘導されることが報告さ
れている 11)。EFTUD1 阻害による抗腫瘍効果の
１つとして核小体ストレスの関与を解析す
る。 
PTEN 変 異 の 多 い 神 経 膠 腫 お い て
PI3K/Akt/mTOR のシグナル経路が異常に活性
化されており、ラパマイシン(mTOR 阻害剤)
に一定の制癌作用があることが証明されて
いる 12)。EFTUD1 は mTOR シグナルの下流に位
置するため、EFTUD1 阻害が PI3K/Akt/mTOR の
シグナル伝達に与える影響を解析し、ラパマ
イシン抵抗性を示す神経膠腫にも本分子標
的治療が有効である可能性を模索する。また
近年、mTOR 阻害に対する適応反応（Adaptive 
response）として癌細胞が Autophagy を誘導
している（Cytoprotective Autophagy）とい
う報告が多く、Autophagy を modulate するこ
とで抗腫瘍効果を増幅させる治療戦略に注
目が集まっている 13)。EFTUD1 阻害下において
もAutophagyの誘導が理論上強く予想される。
本研究においても EFTUD1 阻害下での
Autophagy 誘導の有無およびその役割を解析
することは EFTUD1 分子標的治療の効果を最
大限発揮させる上で非常に有効な治療戦略
につながる。また Autophagy は脳腫瘍幹細胞
の増殖・浸潤にも関与しているという報告も
ある 14)。EFTUD1 阻害が脳腫瘍幹細胞細胞株に
与える影響を評価する。 
最終的に in vivoにおいて、EFTUD1 を knock 
down した神経膠腫細胞株を免疫不全マウス
脳内に移植し腫瘍形成能の変化を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１） 新規腫瘍抗原 EFTUD1 の発現解析 
我々はこれまでの研究の中で EFTUD1 の抗体



を自ら作成済みである。この抗体を使用し、
各種神経膠腫細胞株・神経膠腫患者組織・脳
腫瘍幹細胞株・他の癌腫細胞株における
EFTUD1 の発現解析を Western blot によって
行う。また SYBR green を用いた quantitative 
PCR でも発現解析を行うことで定量的な評価
も可能になり、Western Blot の結果の再現
性を検討できる。 
一方、細胞レベル・腫瘍切片レベルでの発現
パターンを解析することも重要である。作成
抗体を用いて神経膠腫細胞株の細胞染色を
行うことで細胞内局在性を確認し、神経膠腫
患者組織切片を作成抗体による免疫組織学
的な解析を行う。EFTUD1 が腫瘍組織・正常脳
組織で各々どのように発現しているかを明
らかにし、また EFTUD1 発現強度と WHO grade
との相関性を評価する。 
（２）  EFTUD1 の機能解析① 
siRNAによるEFTUD1阻害下における細胞周期
を FACS で解析する。同じく EFTUD1 阻害下に
おいて細胞周期関連蛋白である p53-p21 や、
mTOR 系シグナルに関しては AKT/p-AKT/mTOR
の発現を Western blot で評価する 13),15)。ア
ポトーシス誘導能に関しては Caspase 3/7 
activity を測定することで評価する。EFTUD1
阻害下でのAutophagy誘導の有無の証明には
Autophagy marker(LC3/p62)の発現をWestern 
blot で調べることで評価する 16)。 
（３）EFTUD1 の機能解析② 
EFTUD1 阻害下での神経膠腫細胞株に対して
さらにAutophagy阻害剤投与し細胞株の増殖
能を評価する。EFTUD1 阻害による増殖抑制効
果がAutophagy阻害剤により増幅された場合
は 神 経 膠 腫 が 誘 導 す る Autophagy は
cytoprotective であることを示唆し、EFTUD1
阻害＋Autophagy 阻害が有効な治療戦略とし
て挙げられる 17),18),19),20)。またこの両阻害下
での細胞周期解析やアポトーシス誘導能を
調べ、抗腫瘍効果の増幅変化を評価する。 
（４）  担癌（神経膠腫）マウスモデルにお
ける EFTUD1 阻害がもたらす抗腫瘍効果の評
価 
我々は将来的に EFTUD1 をターゲットとした
脳腫瘍に対する新たな分子標的治療の開発
を目指しており、in vivo での抗腫瘍効果を
検討することが不可欠である。 
in vitro 実験によって EFTUD1 が癌細胞の増
殖に関与していることは明らかであり、続い
て担癌（神経膠腫）マウスモデルにおいて
RNAi を用いた EFTUD1 阻害による治療を試み
る。 
RNAi を用いて EFTUD1 が knock down された神
経膠腫細胞株を調整し、この細胞株を
Stereotactic に免疫不全マウス脳に移植す
る。一定期間後に担癌マウスから脳を摘出し
凍結切片を作成する。この検体を用いた免疫
組織学的解析により EFTUD1 の発現、脳腫瘍
増殖能・浸潤能への影響、正常脳組織への障
害性について検討する。 
また in vitro で評価した EFTUD1 阻害＋

Autophagy 阻害に関しても in vivo において
再現されるかを評価する 20)。 
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４．研究成果 
（１）新規腫瘍抗原 EFTUD1 の発現解析 
これまでの研究の中で自ら作成済みである
EFTUD1 の抗体を使用し、各種神経膠腫細胞
株・神経膠腫患者組織・脳腫瘍幹細胞株・他
の癌腫細胞株における EFTUD1 の発現解析を
Western blot によって行った。2つの glioma 
cell line から cDNA library を作製し、10

人のグリオーマ患者血清中のIgGと反応させ
た。反応した抗原のうちグリオーマ患者にだ
け特異的に発現している抗原遺伝子として
EFTUD1 が得られた。また SYBR green を用い
た quantitative PCR でも発現解析を行うこ
とで定量的な評価を行った。その結果定量
PCR・Western blot では glioma cell line 及
び human glioma tissue において EFTUD1 の
発現がみられる一方で、normal brain tissue
では発現は見られなかった。 
 
（２）新規腫瘍抗原 EFTUD1 の機能解析 
siRNAによるEFTUD1阻害下における細胞周期
を FACS で解析し、同じく EFTUD1 阻害下にお
いて細胞周期関連蛋白である p53-p21 や、
mTOR 系シグナルに関しては AKT/p-AKT/mTOR
の発現を Western blot で評価した。アポト
ーシス誘導能に関しては Caspase 3/7 
activity を測定することで評価した。EFTUD1
阻害下でのAutophagy誘導の有無の証明には
Autophagy marker(LC3/p62)の発現をWestern 
blot で調べることで評価を行った。EFTUD1
阻害下での神経膠腫細胞株に対してさらに
Autophagy 阻害剤投与し細胞株の増殖能を評
価した。その結果 Cell titer glo assay で
は EFTUD1 を特異的に knock down することで
glioma cellline の増殖が有意差をもって抑
制され、細胞周期解析では G1 arrest をおこ
していることが明らかになった。最終的に
EFTUD1 は脳においてグリオーマ特異的に発
現し、その knock down により腫瘍増殖抑制
効果がみられ、治療標的分子の候補としてな
りうることが推測された。 
新規抗原分子 EFTUD1 と神経膠腫との関係を
論じた報告はこれまでになく、神経膠腫の分
子標的治療のターゲットとして独創的であ
る。本分子は癌の増殖を中心に腫瘍の 
Biology に強く関与しており、我々の研究結
果は神経膠腫のみならず、他の癌腫治療への
波及効果も大きいと考えられる。 
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