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研究成果の概要（和文）： 

発がんに関する遺伝学的背景の違いから、GBM を primary と secondary の 2群に分類し、そ

れぞれの化学放射線治療の感受性を明らかにすることで、治療法の選択にフィードバックが出

来るのではないかと考えた。各群を含む種々の培養細胞株を用いて、放射線治療に対する感受

性の評価を行ない、両群間で放射線感受性に差異を確認しつつ、感受性の違いにアポトーシス

の多寡が起因しているかどうかを確認しているところである。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

We focused on the difference of genetic background on the carcinogenic of GBM. First, 

in order to make it clear the each sensitivity of the chemoradotherapy, we divided into 

two groups of secondary and primary. Then we used a variety of cultured cell lines, 

including each group, and evaluated the sensitivity to radiotherapy, and tried to confirm 

the differences in radiation sensitivity between the two groups. Finally we tried to 

determine whether the hawk of apoptosis has been attributed to differences in sensitivity. 
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１．研究開始当初の背景 

多 形 膠 芽 腫  Glioblastoma Multiforme 

(GBM)は、脳腫瘍の中で最も悪性度の高い腫

瘍であり、浸潤性で増殖速度も早く、生存期

間中央値は1年前後と極めて予後不良な疾患

である。現時点での GBM に対する標準的な治

療は、障害を残さない範囲での最大限の外科

手術に引き続き、ニトロソウレア剤などの化

学療法剤に放射線治療を併用したものであ

るが、これらの積極的な集学的治療にもかか

わらず、30年前と比較しても生存期間がわず

かに延長しているにすぎない。近年、GBM に

対する補助療法としてテモゾロマイド 

Temozolomide (TMZ)を投与した第Ⅱ相研究で

TMZ に放射線治療を組み合わせることで期待

の持てる結果が示され、TMZ による化学放射

線同時併用療法ののち、維持療法を受けた患

者は、放射線治療のみを受けた患者よりも有

意に長く生存したと報告 (New England 

Journal of Medicine.2005;352:987-996)さ

れた。また、長期間追跡調査においても同様

の結果が報告(Lancet Oncology 2009; on 

March 9.)され、GBM に対する今後の標準治療

として期待されている。 

GBM の発がんに関しては、他の多くの悪性

腫瘍と同様、多種類の遺伝子異常の集積によ

って発生すると考えられているが、primary 

GBM と secondary GBM では遺伝子異常のパタ

ーンに明らかな違いがあると言われている。

今までの報告によると primary GBM では EGFR

の変異を中心に発がんを起こしていき、

secondary GBM では肺癌などと同様に p53 の

変異を中心に起こしていくことが予想され

る。これらの腫瘍細胞の遺伝的背景の違いに

より、primary GBM と secondary GBM の間に

TMZ の放射線増感の分子生物学的なメカニズ

ムが異なる可能性があると推測される。した

がって、TMZ の放射線増感に関して、アポト

ーシスを中心としたメカニズムを解明する

ためには、p53 を軸とした最も古典的なアポ

ト ー シ ス の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)

の中でアポトーシスを制御しているシグナ

ル伝達経路を中心に検討していく。さらに、

TMZ と放射線治療併用時に関与するアポトー

シス以外のシグナル伝達経路として、細胞周

期関連因子、DNA 修復因子の発現の多寡を検

討し、GBM に対する TMZ 併用の化学放射線治

療における先行指標の検索を試みる。 

 
２．研究の目的 

GBM の新たな治療法を開発するきっかけを

創るための分子生物学的な基礎研究である。

発がんに関する遺伝学的背景の違いから、

GBMをprimaryとsecondary の2群に分類し、

それぞれの化学放射線治療の感受性を明ら

かにすることで、治療法の選択にフィードバ

ックが出来ることを最終目的とした。 

 
３．研究の方法 

各種培養細胞株 (p53 status や EGFR 発現

増強が異なるもの、MGMT 遺伝子プロモーター

のメチル化の有無など)を用いて、TMZ と放射

線治療による感受性の変化をクロノゲニッ

クアッセイあるいは MTT assay で評価する。

さらに、TMZ と放射線治療併用時の増感作用

がどのような細胞死によるものかを確認す

るために、TMZ と放射線照射併用後のアポト

ーシスの定量的あるいは半定量的な評価を

加える。 

各種培養細胞株を用いて、TMZ と放射線治

療併用後のアポトーシスに頻度に関する経

時的変化についてレーザースキャニングサ

イトメーターで検討する。また、p53 を中心

とした細胞周期関連因子の併用処理後の変



 

 

化とそれに引き続く細胞周期の変化につい

てもレーザースキャニングサイトメーター

で検討する。 

TMZ の放射線増感効果に関しては、p53 

status や EGFR 発現増強、あるいは MGMT 遺伝

子プロモーターのメチル化の有無との関係

について検討する。 

GBM に対する術後の化学放射線治療に関し

て、治療効果と発がんの遺伝子異常の背景の

違いを徐々に解明していく。 

アポトーシス誘導に差異が認められた場

合には、アポトーシス関連のシグナル因子の

解析を中心に行い。特に古典的なアポトーシ

スの経路であるp53を中心としたシグナル伝

達経路ならびに MAPK family に属する JNK な

どのシグナル伝達経路を主として検討する。

関連する因子がタンパク発現で評価可能な

場合には、immunoblot analysis を用いて評

価を行い、リン酸化などの酵素活性の測定が

必要な場合には、免疫沈降電気泳動法やルシ

フェラーゼアッセイを用いて評価する。アポ

トーシスの多寡に差異を認めなかった場合

には、p53のシグナル伝達と関係しているp21

やCDKなどの細胞周期関連因子ならびにMAPK 

familyに属するp38MAPKKKなどに関連したシ

グナル因子の経時的変化について検討する。

また、シグナル因子に経時的変化についても、

細胞周期の変化とともにレーザースキャニ

ングサイトメーターを用いて評価する。細胞

周期やアポトーシスと関連が乏しいと判断

された場合は、DNA 修復に関わる DNA-PKcs、

Ku70/80、Rad54 の TMZ と放射線照射併用後の

発現変化についてタンパクやリン酸化を主

として検討する。 

 
４．研究成果 

昨年から各群を含む種々の培養細胞株を

用いて、放射線治療に対する感受性の評価を

行なっている。両群間で放射線感受性に差異

を確認しつつ、感受性の違いにアポトーシス

の多寡が起因しているかどうかを確認して

いるが、はっきりした結論は得られていない。

また、アポトーシスや細胞周期に関連したシ

グナル因子の経時的変化の推移を定量的あ

るいは半定量的に評価しているが、こちらに

関しても、明確な答えが得られていない状況

である。仮にこれらに関連が見いだせれば、

2 群間での治療方針が変わってくることが示

唆される。逆にアポトーシスや細胞周期に関

連が乏しいと判断された場合は、DNA 修復に

関わる DNA-PKcs、Ku70/80、Rad54 の TMZ と

放射線照後の発現変化についてタンパクや

リン酸化を主とした検討が必要であると考

えている。 

一方で、当院で 2009 年 1月から 2010 年 12

月の間にGBMに対して術後放射線治療を行っ

た 50 例を対象として後方視的に研究してい

る。症例の内訳は、Primary GBM が 43 例、

secondary GBM が 7 例、男性 32 例、女性 18

例、年齢の中央値は、55.6 歳（範囲 3.9 歳か

ら 77.4 歳）、観察期間の中央値は、13.3 ケ月

（範囲 2.7～53.3 ケ月）であった。現在、TMZ

の放射線増感効果を解明するために、p53 

status や EGFR 発現増強、あるいは MGMT 遺伝

子プロモーターのメチル化の有無との関係

について検討しているところである。 
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