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研究成果の概要（和文）：悪性髄膜腫は予後不良で新規治療法の開発が望まれている。以前我々はマウスモデに
てゲムシタビン（Gem）により高悪性度髄膜腫の長期制御が可能であったこと、更に分子dCK及びhENT1に注目し
Gem高感受性の機序を明らかにした。悪性髄膜腫は術後補助放射線療法を要する疾患であるが電離放射線（IR）
との併用でのGemの腫瘍抑制効果については未検討であった。そこでこれらの相互作用を調べた。Gemは老化を誘
導することにより悪性髄膜腫細胞をIRに対して感作させIRによる細胞内の活性酸素種産生を増強し細胞増殖が抑
制された。結論として悪性髄膜腫の放射線増感剤候補としてのGemの可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Development of a new treatment method for malignant meningioma, which has a 
poor prognosis, is desired. Previously, we reported that gemcitabine (Gem) was capable of long-term 
control of high-grade meningiomas in mouse models. Furthermore, we focused on dCK and hENT1 which 
are molecules involved in Gem sensitivity, and clarified the mechanism of Gem hypersensitivity in 
malignant meningiomas. Malignant meningioma is a disease that requires postoperative adjuvant 
radiation therapy, but the tumor suppressive effect of Gem in combination with ionizing radiation 
(IR) has not been investigated. Therefore, we investigated these interactions. By inducing aging, 
Gem sensitized malignant meningioma cells to IR, enhanced intracellular reactive oxygen species 
production by IR, and suppressed cell proliferation. In conclusion, the possibility of Gem as a 
radiosensitizer candidate for malignant meningioma was suggested.

研究分野： 悪性髄膜腫

キーワード： ゲムシタビン　電離放射線　細胞老化　活性酸素種　放射線増感剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
予後不良な疾患である悪性髄膜腫の新規候補薬剤としてゲムシタビン（Gem）高感受性の機序を解明するために
分子dCKとhENT1に着目し、dCKとhENT1がGemの感受性を経て髄膜腫患者におけるより強い腫瘍細胞増殖活性並び
により短い予後に寄与していることが明らかとなった。悪性髄膜腫へのGemの有用性を支持すると共にそれら分
子が将来的に抗悪性腫瘍薬への反応性予測因子となる可能性が考えられた。また悪性髄膜腫の術後補助放射線療
法に着目し未検討であったGemとIRの併用効果を調べた。結果としてGemはIRの効果を高める放射線増感剤となり
うることも示唆され、更にGemの臨床応用性を高める結果が示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
髄膜腫の中でGrade Ⅱ-Ⅲに分類される悪性髄膜腫（脳腫瘍取り扱い規約第３版追補）は全体
の１割弱（国内）から２割（海外）を占めている。悪性髄膜腫に対しては最大限の外科的切除
に加え症例に応じて放射線治療が用いられるが、再発後は有効な治療手段がなく予後不良とな
っている。このような治療抵抗性再発悪性髄膜腫に対しては薬物療法の開発が期待されるが、
近年多標的チロシンキナーゼ阻害薬スニチニブの有効性が第Ⅱ相試験で示されたものの単発的
な報告に留まっており(1)、前臨床レベルで有効性が示されている薬物自体ほとんど存在せず、
未だ萌芽段階で国内・外ともに新規治療薬の開発が望まれていた。このような現況の中、我々
は悪性髄膜腫が数ある抗腫瘍薬の中でも代謝拮抗薬ゲムシタビン対して細胞レベルまたヒト悪
性髄膜腫細胞の異種移植により作成した動物モデルレベルにおいても特異的に高い感受性を示
し、またゲムシタビンの繰り返し投与により長期的な腫瘍制御が可能であることを見出した
(2)。更にゲムシタビンの臨床応用性を促すため悪性髄膜腫がゲムシタビン高感受性になりうる
機序と感受性の規定因子についても検討を行った。ゲムシタビンが腫瘍細胞で働くには、ゲム
シタビンの細胞内取り込みを行う輸送体のhENT1と活性化律速酵素のdCKの２つの分子が主に
関与するため、これら分子に注目してgradeⅠからⅢの異なる髄膜腫より樹立した細胞株（M-
20-U とM-10-S、M-16-N及びHKBMM、IOMM-Lee）を用いてゲムシタビン感受性の機序を
検討した。結果として、それら分子の発現は、髄膜腫細胞の悪性度およびゲムシタビンの感受
性と正に相関を示し、高悪性度髄膜腫のゲムシタビン高感受性に寄与している可能性が示唆さ
れた。また手術検体でも同様にhENT1とdCKの発現量は高悪性度髄膜腫で高かった。高悪性度
髄膜腫細胞において、hENT1とdCKの発現抑制およびhENT1の機能抑制はいずれもゲムシタ
ビンへの感受性を低下させ、それら分子が実際にゲムシタビンの感受性に重要な役割を果たし
ていることが確かめられた。以上より、高悪性度髄膜腫細胞は、hENT1とdCKの発現が高いた
めゲムシタビンに高い感受性を示すことが明らかになった。更に、病理検体での検討を通じ
て、hENT1とdCKは高悪性度髄膜腫で高い発現を示すことが明らかになり、高悪性度髄膜腫に
対してゲムシタビンが有効である可能性が示唆された。我々の検討によりゲムシタビンの分子
機序レベルでの悪性髄膜腫に対する有効性が示唆されたが、次の臨床的な問題点として、悪性
髄膜腫は手術後に補助放射線療法を要するが、その際の標準的な全身療法は確立されていない
こと(3, 4)が挙げられた。また、モデルマウスを用いた悪性髄膜腫治療実験では、ヒトに用いら
れるレジメンと同様にゲムシタビンの休薬期間を設けると腫瘍の再増大がおきるがゲムシタビ
ン再投与によりその都度腫瘍は縮小するため腫瘍制御自体は長期的に可能であるが、完全な腫
瘍制御を目指すためにはゲムシタビンの作用を強化する、あるいは作用点の異なる治療法との
併用が必要ではないか？との疑問も挙げられた。また悪性髄膜腫細胞においてゲムシタビンが
電離放射線（IR）とどのように相互作用するかは不明なままであった。  
そこで以下の点を検討課題とした。 
１）悪性髄膜腫細胞株においてゲムシタビンは電離放射線を増感しうるか？ 
２）１）を満たす場合、悪性髄膜腫細胞株においてゲムシタビンの電離放射線の増感の基礎的な
メカニズムは何か？ 
 
２．研究の目的 
本研究では上に挙げた２つの課題に取り組むことを通じて「悪性髄膜腫に有効な全身療法」を



世界に先駆けて確立することを目的とした。本研究は我々のオリジナル研究を足がかりとしつ
つ、さらにオリジナル知見に基づいて研究計画を策定した極めて独自性の高い提案であり、所
期の成果を得た場合「悪性髄膜腫の化学療法という未開の分野」にブレイクスルーをもたらす
ことが期待される。 
 
３．研究の方法 
⑴ In vitroでの電離放射線による悪性髄膜腫細胞の増殖抑制効果がゲムシタビンにより増強し
うるかの検討 
ヒト悪性髄膜腫細胞株であるIOMM-Lee及びHKBMMを用いて、ある範囲のゲムシタビン濃度
(2-3 nM)及び放射線量(1-2 Gy)において放射線とゲムシタビンの併用がそれぞれの治療単独よ
りも細胞生存率を低下されるかどうかを調べた。 
⑵ In vivoでの電離放射線による悪性髄膜腫細胞の増殖抑制効果がゲムシタビンにより増強しう
るかの検討 
皮下及び頭蓋内悪性髄膜腫マウスモデルを用いてゲムシタビンとIRの併用による腫瘍抑制効果
を検討した。 
⑶ ゲムシタビンとIRの併用による悪性髄膜腫細胞での増殖抑制効果の分子的機序の検討 
HKBMM およびIOMM-Lee 細胞を用いて、ゲムシタビンの放射線増感作用の機序を検討し
た。ゲムシタビンの放射線増感作用にはアポトーシス細胞死が関与しているとの報告(4, 5)があ
り、アポトーシス細胞死に対する両者の併用効果を検討した。 
(4) ゲムシタビンと組み合わせ効果を示す薬剤のスクリーニング 
我々は以前に、様々な種類のがん細胞を用いて、抗アポトーシス分子Survivinの抑制を介し抗
腫瘍薬の感受性を高めるゲムシタビンをはじめとした新規薬剤の報告をしてきた(6-8)。それら
薬剤を含め既存情報からゲムシタビンとの組み合わせで有効性が期待される薬剤を選定し、そ
の組み合わせ効果をWST—8アッセイで検討した。 
 
４．研究成果 
⑴ In vitro, in vivoでの悪性髄膜腫細胞に対するゲムシタビンとIRの併用による腫瘍抑制効果の
検討 
① In vitroでの悪性髄膜腫細胞に対するゲムシタビンとIRの併用による腫瘍抑制効果の検討 
IOMM-Lee及びHKBMM悪性髄膜腫細胞において、ある範囲のゲムシタビン濃度及び放射線量
の併用はそれぞれの単独治療よりも細胞生存率を低下させた。更にこの組み合わせはいずれか
の治療単独よりもコロニー形成活性を抑制した。 
② In vivoでの悪性髄膜腫細胞に対するゲムシタビンとIRの併用による腫瘍抑制効果の検討 
皮下及び頭蓋内悪性髄膜腫瘍マウスモデルでゲムシタビンとIRの併用効果を検討した。
IOMM-Lee、HKBMM皮下腫瘍モデルのいずれにおいてもどちらか一方の治療よりも併用療法
で腫瘍の成長抑制が見られた。更に頭蓋内髄膜腫モデルではゲムシタビンとIRの併用は有意差
を持ってマウスの生存期間を延長した（P=0.0018 vs IR処置群, P=0.0064 vs ゲムシタビン処置
群）。 
(2) In vitro, in vivoでの悪性髄膜腫細胞に対するゲムシタビンとIRの併用による腫瘍抑制機序の
検討 
In vitro, in vivoでの悪性髄膜腫細胞に対するゲムシタビンとIRの併用による腫瘍抑制効果の増
強が解ったので、次にその機序を検討した。既報告よりゲムシタビンの放射線増感作用にはア



ポトーシス細胞死が関与していることが判明していたため、髄膜腫細胞でのアポトーシス細胞
死に対する両者の併用効果を検討したが、両者の併用により細胞死やアポトーシスは誘導され
なかった。しかし、細胞形態の観察により、細胞の肥大化、扁平化、多核化といった細胞老化
の特徴が誘導され、また老化細胞のマーカーであるSA-β-galやDNA損傷マーカーであるγ
H2AXの遺伝子発現が増加していることが判明した。老化を誘導するメカニズムとして活性酸
素種（ROS）の増加は原因の一つと報告され(9, 10)、その関与について検討した。In vitroにお
いてゲムシタビンはIRによる細胞内のROS産生を増強し、この組み合わせによって誘導される
細胞増殖抑制/老化とともに、これらがN-アセチルシステインによって抑制されたことからこ
れらの組み合わせにおけるROSの極めて重要な役割が示唆された。またin vivoにおいてもゲム
シタビンとIRの併用はIOMM-LEE及びHKBMMマウスモデルにおいてSA-β-gal活性を増強さ
せ、in vivoでの細胞老化マーカーであるKi-67の標識指数をそれぞれの治療単独よりも低下させ
た。 
(3) ゲムシタビンの作用を強める候補薬剤のスクリーニング 
以前の研究において、いくつかの試薬の小規模な探索的スクリーニングの結果、ゲムシタビン
の効果を高める候補薬剤をいくつか同定していたが、追加検討にてゲムシタビンとの併用で効
果を増強しうる薬剤を見出すことは困難であった。今回の研究でゲムシタビンとIRの併用で細
胞老化が誘導される点に着目し、数種の老化防止薬の中から特に、Bcl-2タンパク質を阻害する
老化防止薬Navitoclaxに注目した。In vitroにてNavitoclaxはゲムシタビンとIRと併用すること
で細胞抑制効果を示し、これらの併用効果を更に高めた。またin vivoにおいてcleaved caspase 3
陽性のアポトーシスが増加を示し、老化細胞のアポトーシス細胞死を強力に誘導することを見
出した。 
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