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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫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アルキル
化剤テモゾロミド(TMZ)で反復処理することで同剤に対する耐性細胞株を複数分離した。全ての耐性株では DNA
修復酵素O6-methylguanine methyltransferaseの発現は認められず、他の機序の関与が大きいと考えられた。耐
性株の特徴は大きく2分され、一群ではDNA二重鎖断裂の形成までは起こっているものの、その後のDNA相同組み
換え修復が亢進して細胞死を抑制していることが確認された。他方、DNAミスマッチ修復機構の異常によってTMZ
の毒性が発揮されない群では非常に強い耐性が確認された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of drug resistance in malignant glioma, we 
isolated multiple drug-resistant cell lines by repeatedly treating the U87MG cell line with low 
concentrations of the DNA alkylating agent temozolomide (TMZ). None of the resistant strains showed 
expression of the DNA repair enzyme O6-methylguanine methyltransferase, suggesting that other 
mechanisms are involved in acquired resistance. The characteristics of the resistant strains were 
roughly divided into two groups. In one group, although the formation of DNA double-strand breaks 
occurred, it was confirmed that subsequent DNA homologous recombination repair was enhanced and, 
thus, cell death was suppressed. On the other hand, a group in which the toxicity of TMZ was not 
exhibited due to the dysfunction of DNA mismatch repair mechanism was established after longer 
exposure to TMZ, and showed very strong tolerance against TMZ.

研究分野：脳神経外科学

キーワード： 悪性神経膠腫　薬剤耐性　DNAミスマッチ修復　G2チェックポイント
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化学療法剤に対する細胞内での生物学的応答を解明することは脳腫瘍学の発展の上で重要な意義があるが、特に
DNA修復機構 (MMR)と細胞生存維持機構の関連を解明することは腫瘍の治療耐性獲得機序の解明につながり、新
たな化学療法プロトコールの開発や将来の新規薬物療法の開発のための基盤形成になり得る。特に投与回数につ
いての科学的根拠がないTMZ化学療法において、長期反復投与により感受性のある細胞にも薬剤耐性が獲得され
うるために投与スケジュールの適切化を検討する必要があること、および新規薬剤のDNAアルキル化剤との併用
療法は腫瘍再発の前に試みる必要性があることを示すものである。

※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、研究者個人に帰属します。



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は全悪性腫瘍の中でも生命予後が不良

な腫瘍に属し、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 (Stupp R et al. Lancet Oncol. 10: 

459-466, 2009) 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。 
 
２．研究の目的 
グリオーマ細胞の生物学、特に腫瘍特異的な DNA修復機構は化学療法剤に対する耐性に深く関

与していることが推測できるため、この点に関する検討を行い、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とすることを目指して研究を行なった。 
 
３．研究の方法 
I    TMZ 耐性細胞における DNA修復能の解析 

我々はこれまでの研究過程で、悪性神経膠腫の薬

剤耐性機構を解明するために、細胞株 U87MGを低

濃度の TMZ で反復処理することで同剤に対する

耐性細胞株を複数分離した。全ての耐性株では 

DNA 修復酵素 O6-methylguanine methyltransferase 

(MGMT)の発現は認められず、他の機序の関与が大

きいと考えられた。耐性株での細胞周期制御を解

析したところ、これらの中には DNA メチル化剤で

ある TMZによる処理に伴って一時的な G2期細胞

周期停止を示すものと、全く細胞周期停止を示さ

ないものとに大別されることが判明した。これら

のTMZ 耐性細胞におけるDNA修復能を解析する

ことは、今後の新規治療法開発のための重要な課

題である。以下の研究ではこれらの TMZ耐性株を

用いた実験を行った。 

(1) DNA相同組換え修復についての解析 

一時的な G2期細胞周期停止を示す細胞株 (図 1中では中程度の耐性を示す群、および図 2参照)

においてはある程度の DNA 障害が生じていると考えられ、G2 期細胞周期停止に強く関与する

Chk2 キナーゼの活性化、すなわち DNA 二重鎖断裂の形成までは起こっていると予想されるた

め、その後の DNA修復が亢進して細胞死を抑制しているとの仮説を得られる。 

そこで、これらの株を DNA 相同組み換え修復の重要因子である Rad51 の siRNA 処理した上で

図 1：TMZ耐性細胞株(U87MG由来)の分離 
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TMZを加え、薬剤

耐性が解除される

か否かを検討す

る。実際に TMZで

DNA 二重鎖断裂

が生じているかに

ついては -H2AX

に対する免疫細胞

化学を行うことで定量的に評価した。 

 

 

 

(2) DNAミスマッチ修復についての解析 

一方、TMZによる G2期細胞周期停止を全く示さない株 (図 1中では TMZ処理後の最も高い集

落形成能を示す群、および図３参照)においては TMZによる DNA損傷が非常に弱いと考えられ、

TMZ 耐性という観点でも最も重要な研究対象となる細胞株である。既に MGMT による耐性機

序が否定的である

データが得られて

いるため、DNAミ

スマッチ修復機構

(MMR)の異常によ

って毒性が発揮さ

れない状況が疑わ

れる。 

予備実験において MMR蛋白である MSH6や MLH1の発現低下を示す細胞も確認されているた

め、この２つの蛋白の他、MSH2 などの主要因子についての発現解析(ウエスタンブロットによ

る)を行った。また、TMZ による G2 期細胞周期停止の欠如が G2 チェックポイント異常による

ものではないことを確認するために、Chk1、Chk2、cdc2 といった G2 チェックポイント蛋白の

発現を解析した(全蛋白およびリン酸化蛋白の増減をウエスタンブロットで解析)。 

 

II    TMZ耐性株を用いた網羅的遺伝子解析による細胞生存維持機構の解析 

上述の TMZ 耐性株はいずれにおいても何らかの DNA 修復異常が生じていると考えられるが、

それはゲノム不安定性につながるため、本来なら細胞が安定して増殖していくには不利な特性

になる。したがって耐性株は細胞生存維持に関与する特性を獲得していることが予想され、その

解明を目的として、各耐性株に対して網羅的マイクロアレイ解析(mRNA、マイクロ RNA、メチ

ル化 DNA)を行うことで薬剤耐性に関与する蛋白の同定を目指す。複数の耐性株についての解析

を加えることにより薬剤耐性機序に関わる共通の因子の解明が可能であると考えられる。耐性

株ではMMRに異常が生じている可能性が高いため、comparative genomic hybridization (CGH)法

及び次世代シーケンサーを用いて染色体不安定性(chromosomal instability または genomic 

instability)を解析することにより TMZ 耐性獲得に伴う遺伝子変異導入の程度を評価した。本実

験については結果の再現性を確認途中であり、研究継続を行うこととした。 

 

 

図 2：TMZによる一時的な G2期細胞周期停止を示す細胞株 
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図 3：TMZによる G2期細胞周期停止がない細胞株 
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III   臨床検体を用いたMMR変化の解析による TMZ治療適正化のための基盤形成 

TMZ による治療後に再発した膠芽腫においては MMR 蛋白の発現低下があることは臨床例にお

いても報告がされていたが、我々の実予備験結果は薬剤処理条件を揃えた in vitro実験において

も MMR 障害が化学療法耐性に関与することを示唆するものである。また耐性株分離までの間

の DNAメチル化剤処理回数が多いほど、MMR障害を認める頻度が高くなる可能性もあり、そ

うであれば臨床例において当初は化学療法剤に反応した腫瘍が薬剤耐性を獲得する過程を説明

することが可能である。 

このことは投与回数についての科学的根拠がない TMZ化学療法において、長期反復投与により

感受性のある細胞にも薬剤耐性が獲得されうるために投与スケジュールの適切化を検討する必

要があること、および新規薬剤の DNAアルキル化剤との併用療法は腫瘍再発の前に試みる必要

性があることを示すものである。 

我々の研究室では TMZ治療を行なったグリオーマ症例について、IDH変異、1p19q共欠失をは

じめとしたグリオーマに特徴的な遺伝子異常を解析済みであり、過去１０年以上の症例につい

て現在のWHO分類 (2016)に沿った形での診断が可能であり、また一部については TMZ治療前

後の腫瘍検体がある (再発時に手術がされた症例)。これらの症例から得られた腫瘍検体を用い

て、MMR蛋白の発現状況の変化を解析し(免疫組織化学)、腫瘍再発様式 (悪性度の変化)、生命

予後との関係、再発後治療への反応性などを解析した。本実験については統計的検討が可能な解

析結果の蓄積に至っておらず、研究継続を行うこととした 
 
４．研究成果 

悪性神経膠腫の薬剤耐性機構を解明するために、細胞株 U87MGを低濃度の TMZで反復処理す
ることで同剤に対する耐性細胞株を複数分離した。全ての耐性株では DNA 修復酵素 O6-

methylguanine methyltransferase (MGMT)の発現は認められず、他の機序の関与が大きいと考えら
れた。耐性株での細胞周期制御を解析したところ、これらの中には DNA メチル化剤である TMZ

による処理に伴って一時的な G2期細胞周期停止を示すものと、全く細胞周期停止を示さないも
のとに大別されることが判明した。一時的な G2期細胞周期停止を示す細胞株においてはある程
度の DNA障害が生じていると考えられ、G2期細胞周期停止に強く関与する Chk2キナーゼの活
性化、すなわち DNA 二重鎖断裂の形成までは起こっていると予想されるため、その後の DNA

修復が亢進して細胞死を抑制しているとの仮説が得られた。そこで、これらの株を DNA相同組
み換え修復の重要因子である Rad51 の siRNA 処理したところ TMZ に対する薬剤耐性が解除さ
れることが確認された。実際に TMZで DNA二重鎖断裂が生じていることは gamma-H2AXに対
する免疫細胞化学を行うことで定量的に評価、確認された。一方、TMZによる G2期細胞周期停
止を全く示さない株においては DNA ミスマッチ修復機構(MMR)の異常によって毒性が発揮さ
れない状況が疑われ、MMR 蛋白である MSH6 や MLH1 の発現低下が確認された。MSH2 など
の他の主要因子については発現に大きな変化は認めなかった。また、TMZ による G2 期細胞周
期停止の欠如が G2チェックポイント異常によるものではないことは Chk1、Chk2、cdc2といっ
た G2チェックポイント蛋白の発現に変化がないことにより確認された。 

一方、予備実験からは G2チェックポイント機構を阻害すると TMZ耐性を得た細胞株ですら再

感受性化が可能であることが確認されており、G2チェックポイント機構が細胞周期調節のみな

らず DNA 修復にも関わっている可能性は高く。今後の重要な研究課題になることが示された。 

化学療法剤によって DNA 損傷を受けたグリオーマ細胞内での生物学的応答を解明することは

脳腫瘍学の発展の上で重要な意義があるが、特にグリオーマ細胞内での DNA修復機構 (MMR)



と細胞生存維持機構の関連を解明することは腫瘍の治療耐性獲得機序の解明につながり、化学

療法によるグリオーマの治療効果改善には不可欠な課題であり、新たな化学療法プロトコール

の開発や将来の新規薬物療法の開発のための基盤形成になり得ると考え、本研究の着想に至っ

た。これまでに、グリオーマの化学療法耐性に関する研究報告は乏しく、MMR 異常細胞の詳

細な解析は独自性が高いと考えるため、今後も研究を継続する予定である。 
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