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研究成果の概要（和文）： 
 悪性グリオーマ細胞は、抗癌剤や放射線に対して抵抗性である。この病態の大きなメカニズ

ムが悪性グリオーマ細胞のアポトーシス抵抗性にある。一方、第二のプログラム細胞死と言わ

れるオートファジーは、悪性グリオーマの細胞死のメカニズムとして重要である。われわれは、

薬理学的手法を用いて培養グリオーマ細胞にオートファジーが誘導可能かどうかを検討した。

その結果、アポトーシス阻害剤やオートファジー促進剤で悪性グリオーマ細胞にオートファジ

ーの誘導が生じることを明らかにした。この方法は治療抵抗性の悪性グリオーマにおける新た

な戦略と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Malignant glioma cells are resisitant to chemothereutic agents and irradiation. The 
resistance to apoptosis is the main mechanism of this resistance to therapy. The second 

programmed cell death mechanism, autophagy is now important cell death process of 

malignant glioma cells. The authors investigated possibility of autophagy induction of 

malignant glioma cells by pharmaceutical methods. Antiapoptotic drugs and autophagy 

inducing drugs induced glioma cell autophagy. This strategy may be a novel therapeutic 

method of maliganat gliomas. 
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１．研究開始当初の背景 

 悪性グリオーマは、上皮性癌細胞を始

めとする一部の腫瘍細胞と同様、放射線

感受性が低く、アポトーシス抵抗性であ

り、強力な放射線をかけて初めて生じる

細胞死の形態と分子メカニズムはオー

トファジーであることが最近知られる

ようになった。また悪性グリオーマ細胞

が各種の抗癌剤や放射線に対して治療

抵抗性を示す主なメカニズムとして、転

写活性因子である細胞内 NF-kB活性が高

く、一旦悪性グリオーマ細胞に抗癌剤や

放射線のトリガーが入るとさらに NF-kB

が 異 常 に 活 性 化 さ れ 、 最 終 段 階 で

caspase が活性化されアポトーシスに至

る各種の経路に抑制的なメカニズムが

働くと同時に、抗アポトーシス作用のあ

る bcl 2 以下のシグナル伝達回路の促進

作用もあることが知られている。さらに

最近、放射線治療抵抗性癌細胞では、ア

ポトーシスを抑制するとオートファジ

ーが誘発され、しかも放射線感受性が高

まることが報告された。逆に、オートフ

ァジーを抑制するとアポトーシスで死

に至る癌細胞があることも観察されて

いる。このことは、アポトーシスとオー

トファジーにクロストークがある可能

性を示唆している。我々は難治性の悪性

グリオーマ細胞死の鍵はオートファジ

ーにあり、治療の突破口はオートファジ

ーの誘導であると着想するに至った。そ

こで治療抵抗性悪性グリオーマ細胞に

おけるオートファジーの本態、アポトー

シスとのクロストークの可能性につい

て調べることにした。 

 
２．研究の目的 

 我々のこれまでの研究実績を踏まえ、

治療抵抗性悪性グリオーマ細胞におけ

るオートファジーの本態、アポトーシ

スとのクロストークの病態につき、放

射線・抗がん剤治療後の形態学的、生

化学的細胞変化に関する基礎研究より

解明を図る。すなわち、 
１) 各種悪性グリオーマ細胞株を用い、

細胞障害性のある放射線照射や抗癌剤

暴露がアポトーシスではなくオートフ

ァジーを起こすのかどうかを解明する。

そのためには、形態の観察に加え、ア

ポトーシスに関係している caspase 
などを、またオートファジーと関係が

知られている LC3 などのタンパクレ

ベルの発現解析を行い比較検討する。

２）次に、既知のアポトーシス阻害剤で

もある NF-kB 阻害剤存在下、あるいはオ

ートファジー阻害剤／促進剤の存在下

に悪性グリオーマ細胞株に細胞障害性

ストレスを加え、NF-kB の活性化が抑制

されるかどうか、同時にアポトーシスや

オートファジーのプロセスが促進され

るかどうかを調べたい。このことで

NF-kB 活性化がアポトーシスの抑制だけ

でなくオートファジーの抑制にも関わ

っているのかどうか、さらにクロストー

クとしてオートファジー阻害剤により

アポトーシスが生じるか、アポトーシス

阻害剤／オートファジー促進剤でオー

トファジーが生じるかどうか明らかに



したい。 

３．研究の方法 

 放射線照射後、抗癌剤使用後に生じる

変化がアポトーシスかオートファジー

のいずれであるのかを形態的におよび

生化学的に以下のような手法で調べる。 

１）培養細胞としてA172細胞を用いる。培

養 細 胞 に 放 射 線 照 射 や cisplatin, 

temozolomideなどの抗癌剤添加による細

胞障害性ストレスを加える。これらの状況

下におけるアポトーシスとオートファジ

ーの発生について次の染色方法とイムノ

ブロットを用いて観察する。放射線感受性、

抗癌剤添加後の細胞生存率の検討はすべ

てMTTアッセイで行う。 

a) Hoechst 33258染色を行い、細胞核の断

片化を観察することでアポトーシスの発

生を観察する。Acridine orangeによる染

色を行い、オートファジーに特異的と言わ

れるオートファゴゾームの発生を観察す

る。電子顕微鏡による超微細構造の検討を

行う。 

 アポトーシスに関係するcaspase、オート

ファジーに関係するLC3の発現をイムノブ

ロットで調べる 

 NF-kBの活性化についてイムノブロット

で調べる 

２)アポトーシス阻害状態、あるいはオ

ートファジー阻害剤／促進剤の存在下

に悪性グリオーマ細胞株に細胞障害性

ストレスを加え生じる変化の観察 

 ア ポ ト ー シ ス 阻 害 剤 (caspase 

inhibitor)に加え既知のアポトーシス

阻 害 剤 で も あ る NF-kB 阻 害 剤

（pitavastatin）やオートファジー阻害

剤 で あ る 3-methyl adenine (3-MA), 

bafilomycin、オートファジー促進剤の

rapamycin, sodium butyrate を培地に加

えた条件で、グリオーマ細胞に放射線照

射あるいは抗癌剤に暴露させる。このよ

うな条件下で、上記１の内容の細胞に生

じる形態変化やタンパク発現の変化、

NF-kB の活性を調べる。 

 

４．研究成果 

１）A172 細胞は、30Gy までの放射線照

射と temozolomide 100μg/ml までの高

濃度でも Hoechst 33258 染色における

細胞核の断片化などのアポトーシスの

発生は観察できず、Acridine orange に

よりオートファゴゾームの発生がみら

れた。電顕でもオートファゴゾームが観

察された。イムノブロットでは caspase 

の活性化は見られず、LC３が一過性に増

加した。したがってこれらの細胞障害性

刺激に対する A172 の細胞死はオートフ

ァジーと考えられた。一方、 cisplatin

は A172 細胞に対して Hoechst 33258 染

色にて細胞核の断片化を誘導し、イムノ

ブロットで caspase の活性化を起こし、

アポトーシスを誘導していると考えら

れた。 

２）アポトーシス阻害剤（caspase 阻害

剤 ） あ る い は NF-kB 阻 害 剤

（pitavastatin)の前処理を行った A172

細胞は、放射線照射と temozolomide に

対して同様にオートファジーを起こし、

cisplatin でもアポトーシスは観察され

ず、オートファジーが生じた。 

３）オートファジー阻害剤である 3-MA、 

bafilomycin で前処理した A172 細胞は、

いずれも放射線照射と temozolomide に

対する感受性が減少し、オートファジー

を起こす細胞が減少していた。またアポ

トーシスを起こす細胞が増加した。

Cisplatin に対してもアポトーシスは観



察されず、オートファジーが生じた。 

４）オートファジー促進剤の rapamycin, 

sodium butyrate の前処理を受けた A172

細 胞 は 、 放 射 線 照 射 と 低 濃 度 の

temozolomide（ 1μ g/ml）、 cisplatin 

(100ng/ml)に対して感受性が増加し、オ

ートファジーを起こす細胞が増加した。 

５）アポトーシス阻害作用が知られてい

る pitavastatin の存在下でオートファ

ジー阻害剤の前処理を行った場合、

A172 細胞は、放射線照射や cisplatin, 

temozolomide のいずれに対してもオー

トファジー死は促進された。またイムノ

ブロットでは NF-kB の活性化が抑制さ

れていた。 

６）以上の結果から NF-kB の阻害剤であ

る pitavastatin は、放射線や抗癌剤暴

露によるグリオーマ細胞のアポトーシ

スとオートファジーいずれも誘導して

いると考えられた。そのメカニズムとし

て NF-kB活性化抑制に伴う細胞障害感受

性の亢進が考えられた。アポトーシス阻

害剤やオートファジー促進剤で悪性グ

リオーマ細胞にオートファジーの誘導

が生じることを明らかにした。これらの

薬理学的な方法は治療抵抗性の悪性グ

リオーマにおける新たな治療戦略にな

りうると考えられた。 
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