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研究成果の概要（和文）：グリオーマの薬剤耐性機構を解明するために、細胞株U87MGを低濃度のDNA メチル化
剤 temozolimide (TMZ)で反復処理することで耐性細胞株を複数分離し、DNA修復機能についての解析を行った。
グリオーマ細胞がTMZ耐性を獲得する上ではDNA脱メチル化酵素の関与は少なく、最も強い耐性はDNAミスマッチ
修復機構(MMR)の発現低下によって得られた。特にGTミスマッチの修復に関与するMSH6タンパクの発現低下が重
要であり、これらMMR異常細胞においてはTMZに対する再感受性化は不可能であった。

研究成果の概要（英文）：Temozolomide (TMZ) is a main therapeutic drug for malignant glioma which is 
representative brain tumor. induces prolonged arrest of human glioma cells in the G2/M phase and 
inhibition of the G2 checkpoint intensifies the effect of TMZ. These findings suggest that the G2 
checkpoint is linked to DNA repair mechanisms. To clarify the mechanism of TMZ resistance, we 
established TMZ-resistant (TR) clones by serial treatment of U87MG cells with TMZ. We evaluated 
TMZ-induced cell cycle arrest and the effect of various G2 checkpoint inhibitors. We observed that 
longer exposure (over 6 months) to TMZ enriched the proportion of TR clones that underwent only 
minimal G2 arrest following TMZ treatment compared to short exposure (4 months) to TMZ. Expression 
of MSH6 was reduced in these clones. None of the G2 checkpoint inhibitors could resensitize TR 
clones to TMZ. Longer drug treatment may induce resistance of cells to DNA damaging agent(s) by 
means of mismatch repair modification.

研究分野：脳神経外科学

キーワード： 膠芽腫　DNAメチル化剤　薬剤耐性　DNAミスマッチ修復
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA メチル化剤 temozolimide (TMZ)は悪性グリオーマの治療の中心になるや薬剤であるが、その耐性機構とし
て従来からDNA修復酵素O6-methylguanine methyltransferase (MGMT)の発現が重視されてきた。しかし我々の検
討では、TMZ耐性獲得の上ではDNAミスマッチ修復機構(MMR)の異常がより重要な意義を持ち、様々な薬剤で処理
を行ってもTMZに対する再感受性化は認められなかった。
グリオーマ細胞のTMZ耐性は繰り返す薬剤処理に基づくMMR異常によって獲得されるため、治療早期に強力な治療
を加えることが腫瘍進行の抑制に貢献するとの考察を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
代表的な原発性脳腫瘍である浸潤性神経膠腫（グリオーマ）を外科的手術のみで根治することは
一般的には不可能である。特に最も悪性度の高い膠芽腫においては、化学療法も含めた補助療法
の有効性を改善することが必要である。DNAメチル化剤テモゾロミド(temozolomide, TMZ)の導
入は化学療法に一定の進歩をもたらしたものの、同剤を用いても膠芽腫の平均生存期間はわず
か数ヶ月延長したのみであり、更に様々な分子標的薬が開発されつつある現在においても同腫
瘍の根治に向けた有効な治療法は確立していない。 

TMZは DNA中のグアニンの O6位にメチル基を付加する作用を持つ。O6位メチル化グアニン自
体は重篤な DNA損傷ではないが、O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)の活性が十分
でない細胞において O6位メチル化グアニンが存在することで DNA 複製の段階でグアニン・チ
ミン (GT)ミスマッチが形成される。この GTミスマッチを DNA mismatch repair system (MMR)が
感知してチミンは除去されるが、O6 位メチル化グアニンが存在する限りその対側にはチミンが
取り込まれ続けるため GTミスマッチを解消することができずに GTミスマッチからチミン除去
に至る過程を繰り返すことになる。TMZ 投与の結果この不毛なサイクルが繰り返されることに
なり、やがて ATP 枯渇と DNA 二重鎖断裂に至り、細胞毒性につながると考えられている。な
お、TMZはグアニン N7位とアデニン N5位もメチル化するが、その細胞毒性は O6位メチル化に
よるところが大きいとされている。 

この過程において TMZが細胞毒性を発揮するにはMMRが十分に機能する必要があるが、この
DNA修復機構は G2/M checkpointと密接に関連することが示唆されている。G2/M checkpointは
DNA損傷に反応して chk1, chk2, cdc25, cdc2といったタンパク質を介して働き、G2期における
細胞周期の停止(G2/M arrest)を引き起こす。TMZ に暴露されたグリオーマ細胞では G2/M arrest

が生じていることが知られており、G2/M checkpointの活性化は一般的な反応と考えられる。G2/M 

arrest は損傷した DNA を修復するための「時間稼ぎ」につながる細胞保護機構の一つと考えら
れており、化学療法剤により DNAに損傷を受けた細胞の生存を考える上で重要なポイントであ
る。 
 
２．研究の目的 
TMZに対する耐性機構の一つとしてMGMTによる DNAの脱メチル化が挙げられる。MGMTは
TMZにより形成される O6位メチル化グアニンからメチル基を除去することで DNA修復を行う
ため、MGMT が高発現している細胞においては TMZ の効果が期待できない。しかし膠芽腫の
45-75%では MGMT プロモーター領域のメチル化とともに発現が低下していると報告されてお
り、MGMT の発現が低下している膠芽腫でも TMZ 使用に伴い耐性を獲得するに至る事を考え
ると、MGMT 以外の因子による TMZ 耐性機構の解明が治療効果改善のためには必要と考えら
れる。 

そこで悪性グリオーマの薬剤耐性機構を解明するとともに将来の新規治療法開発の基盤を作る
ことを目的にグリオーマ細胞の生物学、特に腫瘍特異的なDNA修復機構に関する検討を行った。 
 
３．研究の方法 
1) 細胞培養及び薬剤投与：細胞株はヒトグリオーマ細胞株 U87MGを用いた。培養液は 10%ウ
シ胎児血清添加 Dulbecco's Modified Eagle Mediumを用いて 37℃、5% CO2の条件下で培養を
行ない、薬剤投与の 2日以上前に細胞を蒔いた。薬剤は、TMZ (FUJIFILM Wako Chemicals, 

Osaka, Japan)、Flavopiridol (FP)、Rabusertib (RS)、MK-8776 (MK) (Sellek Chemicals, Houston, 

TX)を用い、いずれも dimethyl sulfoxideに溶解した。 



Western blot や細胞周期の検討を行う際は細胞周期非同期の細胞に対して TMZ(100μM)で 3

時間反応させ、続けて薬剤を含まない培養液を用いて洗浄・培養し、必要な期間をあけて細
胞を回収した。全ての細胞回収は subconfluentの状態で行なった。 

Colony formation efficiencyの際は TMZ (50μM or 100μM、３時間)、 FP (50nM、３日間)、 MK 

(500nM、３日間)、 RS (250nM、３日間)をそれぞれ単剤で投与し、FP、RS、MKは TMZと
の併用下でも反応させた。TMZおよび FPの投与濃度は過去の報告を参考に 30-32)MK及び RS

は後述の方法で投与濃度を決定した。 

2) 細胞周期測定：各時点で培養皿に付着した細胞をトリプシン処理し、培養液中に浮遊する細
胞と共に回収した。その後リン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄し、70%エタノール(v/v)で固定
し、必要であればこの時点で−20℃で最大２週間まで保管した。ついで細胞を PBSで 1回洗
浄し、40μg/mlのヨウ化プロピジウム(Sigma-Aldrich, St Louis, MO)および 200μg/mlの RNase 

A(Sigma-Aldrich)を含む PBS 中で暗所にて室温で１時間静置した。染色された核は Becton 

Dickinson FACScan (San Jose, CA)または Beckman Caulter Gallios (Brea, CA)を用いて分析した。 
3) Western blot analysis：タンパク質の調整とWestern blotは過去の報告に基づき行なった 17)。使
用した一次抗体は抗 MGMT (Kamiya Biomedical Co., Tukwila, WA), 抗 tubulin, 抗 MSH2, 抗
MSH6 (いずれも Santa Cruz Biotechnology, inc., Dallas, TX), 抗 β actin, 抗 phosphorylated chk1(P-

chk1), 抗 phosphorylated chk2(P-chk2), 抗 phosphorylated cdc2(P-cdc2) (いずれも Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA)である。PVDF 膜上の抗体の発色には enhanced chemiluminescence 

detection systemを用いた。 

4) Colony formation efficiency：6-well培養プレートに各 well 500個の細胞を蒔き、一晩培養した
後に前述の条件で各種薬剤(TMZ, FP, RS, MK)を反応させ、薬剤を含まない培養液でコロニー
形成させた。薬剤暴露から 15日後に細胞をメチレンブルーで染色し、50個以上の細胞を含
むコロニーを計測した。同条件で 3回以上の独立した実験を行った。 

5) 統計：colony formation efficiencyにおける評価はMann-Whitneyの U検定を用いた。 
 
 
４．研究成果 

1) 長期間 TMZ を反復投与することで主に TMZ 誘発性 G2/M arrest が生じない TMZ 耐性株が
作成される 

今回我々は U87MGに対して 2週間毎に 10μM → 25μM → 50μM → 100μM → 200μMと徐々に
TMZ投与濃度を上げながら３時間投与し、最終的に 200μM / 2週間で TMZを反復投与すること
で TMZ耐性株を作成した。作成した耐性株はいずれも Colony formation efficiencyにて U87MG

と比較して TMZ 耐性が得られていることを確認した。更に作成した耐性株の TMZ 反応性を確
認する目的で TMZ 100μM, 3hrで処理したのちに day1, 2, 3, 4, 5で細胞周期を確認したところ、
一時的な TMZ誘発性 G2/M arrestが生じる耐性株と TMZ誘発性 G2/M arrestが生じない耐性株
を認め、同様の方法で作成した耐性株でも TMZへの反応性が異なることが確認された。 

ここで、TMZを 6 ヶ月以上の長期に渡って投与して耐性株を作成すると、４株中４株と高頻度
で TMZ誘発性 G2/M arrestが生じない耐性株（TR11, TR14, TR17, TR20）が作成された。これら
の TMZ 誘発性 G2/M arrest(-)の耐性株はいずれも colony formation efficiencyにより TMZ耐性化
が得られていることを確認した。 

 

2) TMZ誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)では TMZ処理後に chk1, chk2, 

cdc2のリン酸化が生じない 



一般に細胞が分裂する際には複数の cell cycle checkpoint を通過する必要があるが、特に G2/M 

checkpointにおいては DNA損傷が存在すると chk1, chk2のリン酸化が誘導され、その結果 cdc2

の脱リン酸化が生じなくなり細胞は G2期からM期に移行することができなくなる 6-16)。 

そこで、U87MGと TMZ誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)を TMZ 100μM

で 3時間処理した後に day0, 1, 2でそれぞれ細胞を回収、タンパク質を抽出し、G2/M checkpoint

において主要な働きを持つ P-chk1(Ser345)、P-chk2(Thr 68)、P-cdc2(Tyr15)の発現を western blotに
て検討した。 

その結果、U87MG では TMZ 処理後に継時的に上記リン酸化タンパクの発現が増加するのに対
し、耐性株ではいずれも発現増加が確認されず、これは耐性株において G2/M arrestが生じてい
ないことと矛盾しない結果と考えられた。 

 

3) TMZ誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)ではいずれの株もMGMTの発
現がなく、更にMMR関連タンパクであるMSH2と特にMSH6の発現低下を認めた 

今回の実験で使用している TMZ誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)におけ
る MGMTの発現を western blotで確認したところ、U87MG及び耐性株はいずれも MGMTの発
現を認めず、本耐性株はMGMTによらない耐性化が得られていると考えられた。 

次に、TMZ の作用機序から考えると TMZ が毒性を発揮するには正常に機能する MMR が必要
となる。そこで、MMR異常が MGMTによらない TMZ耐性化に繋がっている可能性を考慮し、
U87MGと TMZ誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)においてMMR関連タン
パクであるMSH2, MSH6の発現を western blotで検討した。その結果、U87MGではいずれのタ
ンパクも発現していたが、耐性株は MSH2 と特に MSH6 の発現低下を認めており、MMR 機能
不全が TMZ耐性の原因となっていると考えられた。 

 

4) TMZ誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)は cdc2 阻害薬である FPによ
る TMZ耐性解除が得られない 

FPは G2/M check pointで主要な働きを持つ cdc2を阻害する薬剤である。我々は以前、U87MG

において FPを TMZと併用することにより、その cdc2阻害作用を介して TMZ誘発性 G2/M 

arrestが増強されること、U87MGに対する TMZ毒性を増強させること、U87MG由来の TMZ

耐性株に対しても TMZ感受性を回復させること、FPの Akt抑制作用が TMZ耐性解除に繋が
っている可能性があることを報告した (J Neurooncol. 2013;115(2):169-78.)。 

しかし、その際に使用した耐性株は同じ U87MG由来かつ本研究で用いたものと同様の方法で作
成したものであったが、一時的な TMZ誘発性 G2/M arrestを認める耐性株を用いており、本実験
で使用している TMZ誘発性 G2/M arrest(-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)とは耐性機構が異
なる可能性が考えられた。そこで、先の報告と同様に TMZ誘発性 G2/M arrest(-)の耐性株(TR11, 

TR14, TR17, TR20)に対する FP の効果を検討するため、集落形成能における非投薬群に対する
TMZ 投与群の比と FP 単独投与群に対する TMZ+FP 併用群を比較することで FP の存在により
TMZの集落形成能抑制効果が増強されるかどうか検討した。 

その結果、いずれの耐性株も FPによる TMZ集落形成能抑制効果の増強を認めないことから F P

による TMZ耐性解除は確認されず、先の実験で使用した耐性株と本実験の耐性株は異なる機序
で TMZ耐性化が生じていると考えられた。 

 

5) TMZ誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)では chk1阻害薬使用による



TMZ耐性解除は得られない 

我々は以前、U87MGに対して chk1阻害薬の UCN-01を TMZと併用すると、TMZ誘発性 G2/M 

arrest が回避される結果 TMZ の毒性が増強されることを報告した。しかし本実験で使用してい
る耐性株(TR11, TR14, TR17, TR20)はいずれも TMZによる G2/M arrestが生じておらず、chk1阻
害薬による抗腫瘍効果に変化が生じている可能性が考えられた。そこで、chk1阻害薬であるMK, 

RSを用いて FPと同様にそれぞれ集落形成能における非投薬群に対する TMZ投与群の比と chk1

阻害薬単独投与群に対する TMZ+chk1阻害薬併用群を比較することで chk1阻害薬の存在により
TMZの集落形成能抑制効果が増強されるかどうか検討した。 

それぞれの chk1阻害薬の投与濃度は、データシート上の chk1に対する IC50(MK 3nM, RS 7nM)

の 100倍以上の濃度まで chk1阻害薬の濃度を変化させながらTMZと併用してTMZ誘発性G2/M 

arrest(-)の耐性株のうち代表株１株に投与し、colony formation efficiencyで抗腫瘍効果が確認され
た最も薄い濃度を選択した。抗腫瘍効果が得られなかった場合は検討した濃度の中で最も濃い
濃度を選択した(data not shown)。いずれの耐性株も TMZによる P-chk1増加を認めていなかった
ため耐性株で chk1 阻害効果のコントロールを取ることが難しく、TMZ との併用時に chk1 阻害
濃度変化に伴った抗腫瘍効果の変化をもって chk1阻害効果が得られるだけの十分量が投与でき
ていると判断した。そのため実際に chk1阻害効果を有する濃度よりも比較的高い濃度での投与
となっているものと推測された。 

その結果、耐性株においていずれの chk1 阻害薬も TMZ 集落形成能抑制効果の増強を認めず、
FPと同様に chk1阻害によって TMZ耐性解除は得られないと考えられた。 
 

まとめ・結語 

1：TMZ反復投与により TMZ投与に対する G2/M arrestの反応性が異なる耐性株が誘導され、特
に長期間 TMZに暴露させることで主に TMZ誘発性 G2/M arrestを認めない耐性株が作成される 

2：TMZ 誘発性 G2/M arrest(-)の耐性株では TMZ処理後に G2/M checkpointで重要な働きを持つ
リン酸化タンパクの発現を認めない 

3：TMZ 誘発性 G2/M arrest (-)の耐性株は MGMT発現を認めない一方で MSH2及び特に MSH6

の発現低下を認め、TMZが効果を発揮する上で必要な mismatch repair system (MMR)の機能異常
が TMZ耐性につながっている 

4：MMR機能異常による TMZ耐性を獲得した TMZ耐性株に対して chk1阻害薬や cdc2阻害薬
といった G2/M checkpoint を修飾する薬剤を投与しても TMZ耐性は解除されない 

といった実験結果が得られた。 

これらの結果から、TMZ 耐性株作成過程において TMZ 暴露期間が長期になるとその耐性機構
を変化させながら TMZ 耐性が強固に進む可能性が示され、今後の TMZ 耐性に関する基礎研究
および臨床試験では複数の TMZ耐性機構が存在することを認識し、腫瘍の遺伝学的背景の差に
基づいた細やかな検討及び TMZ 耐性機構の違いを意識した治療の最適化が必要と考えられた。
また、MMR異常を認める TMZ耐性株においては MMRを介する経路での TMZ耐性解除は困難
と考えられ、強固な TMZ 耐性を獲得した腫瘍をターゲットとして治療効果改善を狙うよりは、
より低進行度の段階での化学療法の最適化が治療効果改善を考える上で有効である可能性があ
る。 
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