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研究成果の概要（和文）：ヒト悪性グリオーマ培養細胞を使い、染色体不安定性（中心体過

剰複製）と Survivin が放射線感受性に及ぼす影響を調べた。p53 変異 U251MG 細胞は

Survivin の発現を抑制すると速やかに中心体が過剰複製されて放射線感受性が高まるが、

p53 野生型 D54MG 培養細胞は、Survivin の発現抑制後しばらくして中心体過剰複製が始

まって放射線感受性が高まった。いずれの細胞もアポトーシスでは無い分裂期崩壊による

細胞死が引き起こされた。臨床面でも、Survivin の細胞内局在が悪性グリオーマの治療予

後に関与することを示し、染色体不安定性や Survivin は、グリオーマ治療の重要な因子と

考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined the effect of survivin suppression on radiosensitivity 
in malignant glioma cells, focusing on centrosome aberration and chromosome instability 
(CIN), showing that the radiosensitisation differed regarding the p53 status as U251MG 
human glioma cells (p53 mutant type) quickly developed extreme centrosome amplification 
and enhanced the radiosensitivity, while centrosome amplification and radiosensitivity 
increased more gradually in D54MG human glioma cells (p53 wild type). This cell death 
was suggesting mitotic (not apoptotic) cell death. We examined immunohistochemically the 
relationship between prognosis and subcellular localization of survivin in high-grade 
astrocytoma, showing that simultaneous expression of survivin in both the nucleus and 
cytoplasm predicts poor prognosis of patients with high-grade astrocytoma. Therefore, 
paying proper attention to the degree of CIN and survivin expression may thus be of crucial 
importance in improving radiation therapy for the treatment of human glioma patients. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性グリオーマは予後不良であり、手術後に
放射線・化学療法を追加しても、満足のいく
治療成績を得ることは出来ない。悪性グリオ
ーマ細胞は、放射線感受性が低く、それが原
因で治療効果が低いことが示唆された。我々
の研究室では、Survivin を抑制された腫瘍細
胞は、その染色体が不安定となり、中心体が
異常に過剰複製し、放射線感受性が高まる可
能性について研究を続けてきた。分裂期キナ
ーゼの過剰発現、スピンドルチェクポイント
調節因子、DNA 修復機構調節因子を阻害し
ても染色体が不安定になる、との報告もなさ
れ、染色体不安定性が放射線感受性に深く関
わっていることが示唆されるものの、本研究
開始当初において、中心体の過剰複製（染色
体不安定性）と放射線感受性について、明ら
かにした報告は認められない。 
 
２．研究の目的 
従来、染色体不安定性は腫瘍細胞の悪性度を
反映する、という概念が主流であり、放射線
感受性との関連性について、あまり論じられ
ることが無かった。そこで、我々は、染色体
不安定性を反映する中心体の過剰複製を起
こした細胞の放射線感受性は高まることを
証明し、その他の因子についても解析を進め、
中心体過剰複製・染色体不安定性を誘導する
ことが、放射線感受性を高めることにつなが
るという、新しい概念を打ち立てることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）RNAi法を用いて悪性グリオーマ培養細
胞内の Survivinの発現を抑制し、中心体の
蛍光染色と FISH法によって染色体の不安定
性を解析。放射線感受性はコロニー法で解析。
染色体不安定性と放射線感受性との関連性
を調べた。 
（２）悪性グリオーマ培養細胞の p53変異型
と p53野生型で（１）の結果を比較検討。更
に、アポトーシスの発現についても検討。 
（３）臨床検体を用い、悪性グリオーマの手
術・放射線・化学療法後の予後を左右する因
子として、Survivin、Geminin、RB、P27、PEA-15
などに注目して検討した。 
（４）同じ悪性グリオーマ細胞でも、一部に
含まれる stem cell like cellは、その他の
細胞に比べて、放射線感受性が低いことが報
告されている。そこで、悪性グリオーマ培養
細胞の stem like cellの分離・培養を試み
た（無血清培地で培養して sphereを形成し
た細胞群を単離）。そして、Survivinの発現

を調べた。 
（５）神経幹細胞の培養に有用とされる無重
力の技術が、悪性グリオーマ培養細胞に及ぼ
す影響についても検討を行った。 
 
４．研究成果 

RNAi 法を用いて悪性グリオーマ培養細胞
内の Survivin の発現を抑制させて、染色体
不安定性（中心体の数と FISH 法で評価）と
放射線感受性を解析した（Fig.1, Fig.2）。

すると、p53 が変異
したヒトグリオー
マ 培 養 細 胞
（U251MG）では、
Survivin の発現を
抑制すると、速や
かに中心体が過剰
複製され、初期よ
り放射線感受性が
高まった。しかし、
p53 が野生型のヒ
トグリオーマ培養
細胞（D54MG）は、
Survivin の発現を
抑制してしばらく
してから中心体は
過剰複製が始まり、
放射線感受性も
U251MG細胞よりも遅れて高まった。TUNEL法
による解析から、この間に引き起こされた放
射線細胞死はアポトーシスでは無く、細胞周
期の解析による異数倍体の状態の結果から、
直接細胞死が誘導されていることが考えら
れ、分裂期崩壊による細胞死であることが示
唆された。このことから、通常、染色体不安
定性は組織学的に悪性度を反映すると考え
られてきたが、過剰に染色体不安定性が引き
起こされると、その程度に応じて放射線感受

Fig. 1: Survivin 抑制による悪性グリオーマ細胞
の放射線増感効果 
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性は高まり、結果として治療効果が高まる可
能性が示唆された。 
悪性グリオーマ細胞の放射線感受性に

Stem like cellが強く関与していることが示
唆されていることから、本年度は悪性グリオ
ーマ細胞株から Stem like cell を樹立し、
放射線感受性への影響を Survivin 発現を中
心に検討した。まず各種悪性グリオーマ培養
細胞を無血清培地で培養し、sphereを形成す
ることを確認した。U251MG細胞で形成された
Sphereに関して抗 CD133抗体（腫瘍幹細胞に
比較的特異的とされる抗体）、抗 Survivin抗
体で蛍光免疫染色を行い、Sphere 形成細胞群
では、Sphere を形成していない接着細胞群と
比較して、CD133 陽性細胞の割合が高く、
Survivin の染色性も強い傾向が認められた。
更に、他の悪性グリオーマ培養細胞について
も Stem like cell の樹立が可能かどうかに
ついての検討も行い、U251 細胞以外にも
Sphereを形成させることに成功し、幾代かの
継代も成功している。今後、腫瘍幹細胞の放
射線感受性や細胞分裂、染色体不安定性への
影響について検討する予定である。また、神
経幹細胞の培養に有用とされる無重力の技
術が、悪性グリオーマ培養細胞に及ぼす影響
についても検討を行い、無重力環境下では細
胞は増殖が抑制され、化学療法に対する感受
性が高まることが示唆された。今後は、この
技術を応用し、Stem like cellの研究を発展
させることを予定している。 
悪性グリオーマ患者の手術・放射線・化学

療法の効果に Survivin 発現が及ぼす影響に
ついて、臨床検体を用い、Survivinの細胞内
局在を免疫組織学的に評価し、予後との関連
性を調べてみた。すると、核内と細胞質内の
双方に Survivin が発現すると、予後が不良
であった。Survivin 発現の細胞内局在が治療
後の予後を左右することも明らかにした。こ
のことは、Survivin 発現が放射線感受性に影
響を及ぼしている可能性があることを、臨床
面でも明らかにしたものと考えられる。(Fig. 
3) 

 
更に、悪性グリオーマの手術・放射線・化

学療法後の予後を左右する Survivin 以外の
因子に関する研究も同時に行い、Geminin、
p16、P27、PEA-15などの関与も新たに明らか
にした。これらの知見は、今後の悪性グリオ
ーマの放射線感受性に関わる機序の解明に
向けた研究の素地になると考えられる。 
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Fig. 3 悪性グリオーマにおける Survivin 発現の局
在と生存期間 
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