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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫（グリオーマ）は難治性であり本研究は、グリオーマ細胞の放射線治療抵抗性
克服を目指し、照射後DNA二重鎖切断修復において最初に機能するMRE11-RAD50-NBS1(MRN)分子を抑制し、DNA損傷修復
の阻害によるグリオーマの放射線増感を目指した新たな治療法の開発を目的とした。本研究によりMRNを阻害する低分
子化合物はグリオーマ細胞に対して有効な放射線増感剤であることが確認され、MRNはグリオーマの放射線治療抵抗性
克服につながる新たな治療標的分子となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Radiation therapy plays a central part in the treatment of glioblastoma, however, 
it is not curative due to the high tumor radioresistance. The Mre11, Rad 50 and Nbs1 proteins form a 
complex (MRN) that has a critical role in DNA damage detection and signaling. Here, we investigated the 
effects of the MRN complex inhibitor, Mirin, on radiation response of human glioma cells. Glioma cell 
lines were irradiated with and without Mirin and then clonogenicity, apoptosis, and cell cycle change 
were examined. Glioblastoma cells pretreated with Mirin demonstrated an enhanced sensitivity to 
radiation. FACS analysis revealed that the combination of Mirin and radiation treatments significantly 
increased the G2/M fraction of the glioma cells. Mirin enhanced radiation-induced apoptotic cell death 
and mitotic catastrophe. These results indicate that Mirin can effectively enhance glioma cell 
radiosensitivity. It suggests that Mirin is a potent radiosensitizer for treating glioma cells.

研究分野： 脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
悪性神経膠腫（グリオーマ）は脳腫瘍の中で、
最も治療困難かつ予後不良な腫瘍である。悪
性グリオーマの中でも膠芽腫は特に予後不
良であり、放射線治療と化学療法剤：テモゾ
ロミドの併用による標準治療を行なっても、
生存期間中央値が 1.5 年程度、5 年生存割合
は 10％以下であり、腫瘍再発を免れない。悪
性グリオーマが予後不良である理由として、
治療の中心的役割を果たす放射線治療に対
して腫瘍が抵抗性を示すことが挙げられる。
グリオーマは様々な遺伝子異常の蓄積によ
り悪性化することが知られている。なかでも
頻度の高い遺伝子異常が上皮増殖因子受容
体 ： Epidermal growth factor receptor 
(EGFR) 遺伝子の変異であり、EGFR 蛋白の量
的質的な異常が生じ、EGFR 細胞外ドメイン
を欠失した mutant EGFR (ΔEGFR、EGFRvIII)
が悪性グリオーマ細胞では高発現している。
このmutant EGFR は恒常的に活性化しており
腫瘍形成や浸潤に関与しているほか、放射線
治療抵抗性にも関係していることが示唆さ
れている。すなわち、mutant EGFR を発現す
るグリオーマ細胞は、これを発現しないグリ
オーマ細胞に比べて放射線治療抵抗性であ
ることが報告されている。また悪性グリーマ
細胞の中で自己複製能と多分化能，そして強
い腫瘍形成能を有するグリオーマ幹細胞の
存在が最近注目されているが、このグリオー
マ幹細胞が放射線治療抵抗性を示すことも
示唆されている。グリオーマ細胞の中にはこ
のように放射線治療抵抗性を示す複数の細
胞群が存在するため、再発・治療抵抗性の原
因となることが考えられる。一方、腫瘍細胞
に対する放射線の効果は DNA 損傷により引
き起こされ、DNA 損傷が修復されないと細胞
死が誘導される。放射線による DNA の 2 重
鎖切断（DSB）に対して修復の反応する経路
の中で、MER11-RAD50-NBS1(MRN)は複合体を
作り、DNA の損傷を最初に認識するセンサー
として機能すると考えられている。MRN 複合
体は DNA の 2 重鎖切断部位へ最初に集積さ
れると同時に、毛細血管拡張性運動失調症
（AT）の原因遺伝子産物であるATM を DSB 部
位へ誘導する。ATM は MRN 複合体依存的に活
性化され、活性化した ATM は下流に位置する
様々な分子をリン酸化することによって生
体のDNA損傷に対応する細胞周期チェックポ
イント機構が働き始める。従って MRN-ATM 系
の働きを抑制することにより DNA 損傷の修
復を阻害し、放射線治療感受性を増強する効
果が期待される。最近 ATM を阻害する低分子
化合物が膠芽腫細胞に対して放射線効果を
増強し、さらに腫瘍浸潤能を抑制する効果も
あることが報告された。我々はこの研究結果
に着目し、上述のように「放射線治療に抵抗
性を示す種々の悪性グリオーマ細胞に対し
て ATM より上流に位置する MRN 複合体の機
能を阻害することで、より強い放射線治療増
感効果が期待できる」という仮説をたてた。 

２．研究の目的 
悪性グリオーマが治療困難である理由とし
て悪性グリオーマ細胞が放射線照射に抵抗
性を示すことがあげられ、予後の改善には、
放射線抵抗性の克服が必須である。本研究で
は放射線照射による DNA の２重鎖切断（DSB）
を修復する経路の中で最初に機能するMRNを
抑制することで DNA 損傷の修復を阻害し、悪
性グリオーマ細胞の放射線増感を目指した
新たな治療法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) 細胞株、培養、抗体 
ヒト悪性グリオーマ細胞株：U251, LN229, 
LN428は10%FBS添加DMEM培養液で、ヒト線維芽
細胞AG1522は15% FBS添加EME培養液で 37℃, 
5%CO2下で培養した。 
Mirin は Sigma 社 (St.Louis, MO)より、 抗
Akt 抗体、抗 phospho-Akt (Ser473)抗体、抗 
phospho-Histone H2AX (Ser 139) 抗体、抗
Caspase-3 抗 体 、 抗 PARP 抗 体 は Cell 
Signaling Technology 社より入手した。抗β
-Actin 抗体は Sigma 社、抗マウス IgG 二次
抗体、抗ラビット IgG 二次抗体は Dako 社よ
り入手した。細胞への照射は MBR-1520R 照射
装置(Hitachi Medical )を用い 2 Gy/分で行
った。  
2) 細胞生存アッセイ 
96wellのプレートを用い各wellに5000個の
細胞を培養し、Mirin を 10, 25, 50 or 100
μM 濃度で 3 時間処理後、CCK-8 assay キッ
ト (Dojindo, Kumamoto, Japan)を用いて行
った。 
3) Clonogenic survival assay 
悪性グリオーマ細胞を 10cm dish に 24 時間
培養後、Mirin をそれぞれ 10, 25, 50 or 100
μM.で投与し 3 時間培養し、Mirin を除去し
て細胞を 14 日間培養した。コントロールは
Mirinの代わりにDMSOを添加し同様の処理を
行った。 
4) Western blotting 
悪性グリオーマ細胞に対し Mirin(25μM)を
投与し 3時間後 4Gy で照射、24 時間後 PBS で
洗浄後細胞を集めた。細胞はプロテアーゼイ
ンヒビターを加えた RIPA lysis buffer (150 
mM NaCl, 10 mM Tris: pH 7.4, 5mM EDTA, 1.0% 
NP-40 0.1% SDS)で処理し、タンパク濃度を
測定、SDS-PAGE で電気泳動し、PVDF メンブ
レンにトランスファーし 5%スキムミルク
TBS-T でブロッキングした後、前述の１次抗
体、２次抗体と反応させ、ECL キットを用い
て標的たんぱく質の発現を化学発光させ、
SYNGENE G: BOX Chemi XR5 imaging system 
(SYNGENE UK)を用いて検出した。 
5) 細胞周期 
10cm dish に悪性グリオーマ細胞を培養し、
Mirin (25μM)を投与し 3 時間後 4Gy で照射
し 48 時間後に細胞を集め 70% エタノールで
固定した。Propidium iodide (PI)で染色し
た細胞を GalliosTM (Beckman Coulter, Brea 



CA, USA) FACScan で測定し、Kaluza v1.3 
(Beckman Coulter, Brea CA, USA)で解析し
た。 
6) Annexin V-PI アポトーシス アッセイ 
10cm dish に悪性グリオーマ細胞を培養し、
Mirin (25μM)を投与し 3 時間後に 4Gy 照射
し48時間後に接着細胞と浮遊細胞を集めPBS
で洗浄後 binding buffer に浮遊させ、
Annexin V-FITC (BioVision, Milpitas, CA) 
と PI を 15 分反応させ、FACScan で Annexin V 
FITC 陽性細胞を測定した。 
7) Mitotic catastrophe の検出 
グリオーマ細胞をLab-Tek Chamber スライド
上に培養し、Mirin (25μM) の投与 3時間後、
4Gy で照射し 72 時間後に細胞を 4%パラホル
ムアルデヒドで固定し、DAPI 染色を行い、蛍
光顕微鏡下で2核以上の多核細胞数を計測し
た。 
 
４．研究成果 
1) MRN 阻害剤: Mirin によるグリオーマ細胞
増殖抑制効果 
3種類のヒト悪性グリオーマ細胞株: U251, 

LN229, LN428と正常ヒト線維芽細胞株: 
AG1522にMirinを0～100μMで添加し各細胞の
生存率をみた。Mirin: 25μMで線維芽細胞の
生存は抑制されず、一方Mirin: 25μMで す
べての悪性グリオーマ細胞株において生存率
は82-84%と有意に抑制された（図1-A）。 
 (図 1-A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に悪性グリオーマ細胞にMRN低分子阻害剤
Mirin を 25μM 添加し増殖能を colony 
formation assay 法により検討した。Mirin: 
25μM ですべての悪性グリオーマ細胞株にお
いてコロニー形成能が有意に抑制された(図
1-B) 
 
(図 1-B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2)グリオーマ細胞に対するMirinの放射線増
感作用 

1)の実験結果をもとに、25μM濃度の Mirin
を各悪性グリオーマ細胞に 3 時間作用させ、
その後放射線を照射しコロニー形成能を検
討した。その結果、Mirin で処理し放射線照
射を行なうと、照射単独に比べいずれの悪性
グリオーマ細胞株においてもコロニー形成
能が有意に抑制された(図 2)。 
 
(図 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
3)悪性グリオーマ細胞に対するMirinと照射
によるアポトーシスの誘導 
いずれの悪性グリオーマ細胞株に対して

も、Mirin 単独投与、照射単独に比較し、Mirin
と照射の併用によりアポトーシスが有意に
誘導された(図 3)。 
 
(図 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4) 悪性グリオーマ細胞に対する Mirin と照
射 に よ る 細 胞 周 期 の 検 討 、 mitotic 
catastrophe の誘導 
いずれの悪性グリオーマ細胞株において

も、Mirin と照射併用により、Mirin 単独、
照射単独に比較し、G2/M 期に細胞周期が集積
した(図 4)。 
また Mitotic catastrophe に陥った細胞が
Mirin や照射単独に比べ Mirin と照射併用に
より有意に増加した(図 5)。 
 
(図 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
(図 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
5) Mirin と照射による DNA DSB 修復の増強と
リン酸化 AKT の抑制  
DNA DSB のマーカーであるγ-H2AX の発現

をウエスタンブロット法で検討した。Mirin
単独、照射単独に比べ Mirin と照射の併用で
はγ-H2AXが24時間後でも高く発現しており、
Mirin は照射によりもたらされた DSB の修復
過程において、DSB 修復を阻害していること
が示唆された(図 6-A)。また照射抵抗性や細
胞の生存に重要なシグナル分子である、AKT
の活性化状態(p-AKT)をウエスタンブロット
法で検討した。照射単独治療に比較し、Mirin
と照射の併用により、p-AKT の発現は抑制さ
れることが確認された(図 6-B)。 
(図 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
結論 
MRN を阻害する低分子化合物 (Mirin) は悪
性グリオーマ細胞に対して有効な放射線増
感剤となることが確認された。以上より MRN
は悪性グリオーマの放射線治療抵抗性克服
につながる新たな治療標的分子となる可能
性が示唆された。 
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