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研究成果の概要（和文）：我々は、Celecoxibが、マウスglioma細胞株GL261に対するγ線の効果を増感することを示し
、そのメカニズムがCelecoxibによるERストレスの負荷であることを明らかにした。次に、蛍光蛋白質を発現する細胞
株GL261-mKOを同系アルビノC57BL/6マウスの大腿皮下へ移植したモデルにおいて、大腿皮下腫瘍へのX線照射とともにC
elecoxib 5mg/kgを併用することで再発が有意に抑制されることを示した。さらに、大腿の腫瘍が制御されたマウスで
は、その後に脳内へ腫瘍を移植しても拒絶され、脾細胞のELISPOT assay の結果から抗腫瘍免疫効果が得られているこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that the anti-inflammatory drug celecoxib significantly enhanced the radi
osensitivity of mouse glioblastoma cells GL261 by loading ER stress. Based on this, we established GL261 c
ells constitutively expressing monomeric Kusabira-Orange (GL261-mKO) that were used to generate a mouse th
igh subcutaneous tumor model in syngenic albino C57BL/6 mice, in which tumor size can be monitored by an i
n vivo imaging system. In experiments with local X-ray irradiation (IR) to tumors in this system, the cure
 rate was significantly higher with the concomitant oral administration of 5mg/kg of celecoxib as compared
 to IR alone. Furthermore, the same tumor cells that were re-challenged to the brain in the cured mice wer
e all rejected, while they grew rapidly in mice that showed tumor regrowth after IR. ELISPOT assay demonst
rated that IFN-gamma level was significantly elevated in mice that rejected re-challenged tumor cells, ind
icating that anti-tumor cellular immunity was established.
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１．研究開始当初の背景 
 
悪性脳腫瘍は極めて難治性な腫瘍である。

我々はこれまで、悪性脳腫瘍患者に対してキ
ラーＴリンパ球や高活性ナチュラルキラー
細胞による細胞療法を行なうとともに、自己
腫瘍組織を抗原として用いた「自家腫瘍ワク
チン」の臨床的有用性を報告してきた。 
一方、我々は、悪性脳腫瘍細胞に対する放

射線照射後に腫瘍細胞表面の腫瘍関連抗原
提示装置（MHC-I）と、アポトーシスのスイ
ッチ（Fas）の発現が亢進することを報告し
たが、臨床経験からも通常の放射線治療単独
では全身的な腫瘍免疫を賦活するほど免疫
原性を高めることは困難である。 
一方極最近、細胞に「小胞体（ER）ストレ

ス」を与えることで、細胞は Calreticulin
やリン脂質などのいわゆる「eat me signal」
を発現し、マクロファージや樹状細胞に貪食
され、腫瘍の抗原提示現象が亢進することが
明らかにされている。すなわち、放射線照射
に ER ストレスを追加することで腫瘍細胞死
の誘導ともに特異的腫瘍免疫反応が亢進し、
残存する腫瘍は細胞性免疫機構により排除
される可能性が高くなることが示唆されて
いる。 
我々は、COX-2 の選択的阻害剤である

「Celecoxib」が、低酸素状態にある脳腫瘍
細胞に対する放射線増感作用を持つととも
に小胞体ストレスを負荷する作用を持つこ
とを発見した（Neuro-Oncol 2013）。そこで
本研究では、悪性脳腫瘍に対する放射線治療
にCelecoxibを投与することで抗腫瘍効果と
ともに腫瘍免疫反応を促進できるかどうか
を検証する。 

 
 

２．研究の目的 
 
本研究では、放射線照射の効果を COX-2

阻害剤で増強するとともに、小胞体（ER）ス
トレスを高めて全身的な腫瘍特異的免疫反
応を誘導することで、悪性脳腫瘍の治癒を促
進できるか否かを検証する。 
まず局所的なエックス線照射前に COX-2

阻害剤である Celecoxib を投与しておき腫瘍
細胞の細胞死を誘導し免疫抑制状態を解除
する。その後再度 Celecoxib を投与して小胞
体ストレスを与えることにより、腫瘍細胞か
らの「eat me signal」を引出し、腫瘍特異的
免疫賦活効果が得られるか否かを明らかに
する。 

 
 

３．研究の方法 
 
（１）Celecoxib による放射線増感作用：培
養下のマウス glioma 細胞（GL261）を対象と
し、Celecoxib の添加の有無により放射線感
受性が異なるかどうかをコロニー形成アッ

セイで明らかにする。 
 
（２）フローサイトメトリー法による Danger 
signal 誘導作用の解析： GL261 細胞を対象
として、エックス線照射群、Celecoxib 添加
群、エックス線照射 Celecoxib 併用群におい
て照射後 48 時間後に細胞を回収・固定し、
Calreticulin、HMGB1 の発現を FACSCalibur
にて定量化する。 
 
（３）マウス腫瘍モデルの作製： GL261 へ
Kusabira-Orange 蛍光蛋白質発現用プラスミ
ドを導入して安定して蛍光を発する細胞株
GL261-mKO を樹立し、それを同系アルビノ
C57BL/6 マウスの大腿皮下あるいは脳内へ移
植し、マウス腫瘍モデルを作製する。 
 
（４）エックス線の抗腫瘍効果とアブスコパ
ル効果の検討： このマウス腫瘍モデルにお
いて、大腿皮下腫瘍へ局所的に 20Gy のエッ
クス線照射を行い、その効果を in vivo イメ
ージングシステム（IVIS）にて評価する。さ
らに、照射後一定の時間をおいて、脳内へ同
じ腫瘍を移植（再チャレンジ）し、腫瘍が生
着・増殖するかどうかを検討する。 
 
（５）Celecoxib の増感効果の検討： 同じモ
デルを対象とし、5mg/kg の Celecoxib を併
用して経口投与した場合の腫瘍縮小効果と
脳内への再チャレンジに対する反応を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
 
（１）Celecoxib による放射線増感作用： 培
養 GL261 細胞に対して Celecoxib を添加する
ことによりγ線に対する増感効果が得られ
た（図１）。また、そのメカニズムは Celecoxib
による ER ストレスの負荷であることを明ら
かにした。 
 

図１：Celecoxib 添加による放射線増感効果 
 
（２）Danger signal 誘導作用：エックス線
照射と Celecoxib の併用により、腫瘍細胞に
Danger signal である、Calreticulin と
HMGB1 の発現が上昇することをフローサイト



メトリー法で定量化した結果、エックス線照
射と Celecoxib（10M, 50M）を併用するこ
とで Calreticulin と HMGB１の発現が上昇す
ることが示された（図２）。 
 

図２：Celecoxib 処理、エックス線照射後の
GL261細胞の Calreticulin, HMGB1 発現。（Mix
とは 6Gy と Celecoxib の併用） 
 
 
（３）マウス脳腫瘍及び皮下腫瘍モデル： 
マウスglioma細胞GL261へKusabira-Orange
蛍光蛋白質発現用プラスミドを導入し、安定
して蛍光を発する細胞株GL261-mKOを独自に
樹立し、同系アルビノ C57BL/6 マウスの大腿
皮下と頭蓋内に移植した。移植腫瘍のサイズ
を蛍光イメージング装置(IVIS)にてモニタ
ーした（図３）。 

図３：脳腫瘍を移植したマウスの in vivo 

imaging 
 
（４）同マウス皮下腫瘍モデルにおいて皮下
への局所照射後に脳に同じ腫瘍を移植した
ところ、皮下腫瘍が照射後に治癒せず増大し
たマウスでは、脳腫瘍モデルマウスより生存
期間が短縮された。一方、皮下腫瘍が照射に
より治癒したマウスでは、その後に脳内へ腫
瘍を移植しても拒絶され、生着しなかった。
（図 4）これらのマウスの脾細胞を用いた
ELISPOT assay ではIFN-γの生成が認められ
たことから、アブスコパル効果が得られてい
ることが示唆された。 

 
図４：X 線照射後、皮下腫瘍が増悪した
マウス（上）と治癒したマウス（下）、
治癒したマウスでは脳へ移植した腫瘍 
が拒絶された 



（５）さらに上記のマウスモデルを用いた in 
vivo の 検 討 で は Celecoxib 5mg/kg 、
indomethacin 1mg/kg を経口投与することで
エックス線照射後の大腿皮下腫瘍の再発が
有意に抑制された。 
 
局所的なエックス線照射により腫瘍細胞か
らは Danger signal が発せられ、腫瘍の微小
環境における免疫応答の引き金となると考
えられる。蛍光蛋白質を発現する細胞株
GL261-mKO を同系アルビノ C57BL/6 マウスの
大腿皮下へ移植したモデルを用いた本研究
で、皮下腫瘍がエックス線照射によっても制
御されず増大する場合には腫瘍免疫応答は
抑制されてしまうが、照射により治癒した場
合には抗腫瘍免疫応答は賦活され、脳内へ再
チャレンジした腫瘍は拒絶されることが明
らかとなった。また、脾細胞を用いた ELISPOT 
assay の結果からも、治癒した場合には抗腫
瘍免疫賦活効果が得られていることが示さ
れた。さらに、エックス線照射と Celecoxib
を併用することで腫瘍制御率と抗腫瘍免疫
賦活効果が高くなることが示唆された。 
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