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研究成果の概要（和文）：神経膠芽腫幹細胞にsiRNAによりGRP78を特異的にknockdownさせた細胞を用いて，細胞周期
変化，照射による2重鎖DNA切断，細胞内代謝能変化を計測し，GRP78の放射線抵抗性のメカニズムを検証した．
また in vivo でのGRP78 knockdownによる放射線感受性増感効果測定を行った．

研究成果の概要（英文）：cell cycle, DNA double strand break, intracell-metabolism, mechanism of 
radioresistance for GRP78 were verified using glioblastoma stem cell knockdowned GRP78 specifically by 
siRNA.
Radiosensitization of glioblastoma stem cell were measured by GRP78 knockdown in vivo.

研究分野：放射線腫瘍学

キーワード： 神経膠芽腫　GRP78

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

【背景】 

神経膠腫は原発性脳腫瘍の中で最も発

生率が高く，その中でも最もグレードの

高い神経膠芽腫は生存期間中央値が約

12ヶ月という難治性腫瘍である 1)． 神

経膠腫では種々の生存・増殖シグナルの

うち特に Phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K)/Akt 経路が活性化しており，そ

の活性レベルがグレードおよび予後に

大きく関与している 2)．神経膠芽腫の治

療法については，腫瘍が高度に浸潤性で

あるため，可及的腫瘍摘出後の放射線治

療が必須である．現在までに治療成績向

上させるべく標準治療である手術＋放

射線治療に様々な抗癌剤や分子標的薬

が併用されてきた． 

しかし，良好な成績が期待された PI3K

のシグナル経路を抑制するべく、上流に

位置する Epidermal Growth Factor 

Receptor (EGFR) の 阻 害 薬 で あ る

Gefitinib と放射線治療の併用療法と，

放 射 線 治 療 単 独 群 を 比 較 す る

Radiation Therapy Oncology Groupの

第 I/II相試験でも，両者の治療成績にほ

とんど差が認められなかった 3)． 

そこで PI3K が高度発現しているとき，

その結合分子も高度発現しており，これ

を抑制することが神経膠芽腫の治療成

績の向上につながるという仮説をたて、

研究代表者らはYeast Two-Hybrid法に

よって，神経膠芽腫細胞における，PI3K

の調節サブユニットである p85 と強力

に結合する蛋白質を検索した．その結果，

数種類の強力結合蛋白が同定され，その

中の一つである，GRP78 に着目し，

GRP78 を特異的に knockdown し、放

射線による神経膠芽腫細胞死メカニズ

ムを現在探索中である．（若手研究 B） 

 

図 1（左）GRP78 は通常，蛋白修復な

ど細胞防御因子として働くが，照射など

強力な小胞体ストレス反応時には

GRP78の制御が外れ，核内から細胞死

シグナルが誘導される． 

図 2（右）悪性膠腫患者では GRP78が

高度発現していると予後が著しく増悪

する． 

GRP78 は主に小胞体に存在する 78kDa

の HSP70 ファミリーに属するシャペロ

ン蛋白であり，癌細胞の中では生存・増

殖および代謝機能などにおいて，非常に

重要な役割を担っている． 

小胞体は全細胞蛋白の約 1/3 に相当する

分泌・膜蛋白の合成や不全蛋白の折り畳

み修復を担う重要な器官である 4) ．細胞

にストレスがかかると，小胞体膜上で

GRP78 が制御している小胞体蛋白が活

性化し，不全折り畳み蛋白反応と呼ばれ

る蛋白修復が行うことによって GRP78



はストレスに対する細胞防御の役割を果

たしている．しかし，小胞体へのストレ

スが，不全蛋白の折り畳み修復能力を超

えるとき，そのストレスレベルに応じて，

細胞にはミトコンドリア経路を介してア

ポトーシスが引き起こされることが知ら

れている（図 1）．5,6)またオートファジー

による細胞死をたどることも報告されて

いる．7) 

GRP78は脳・肺・心臓といった正常組織

においては発現が低度であるが，腫瘍に

おいては高度に発現されることが知られ

ている．6,8)また近年，腫瘍内に GRP78

が強発現している乳癌・前立腺癌・脳腫

瘍患者は化学療法抵抗性を示す臨床デー

タも報告された．9-11) 

またアメリカ国立がん研究所の gene tip 

data解析によると，GRP78が高度発現し

ている神経膠腫患者群は，中等度以下に

発現している患者群に比べて予後が悪い

というデータが公表されている（図 2）． 

しかし、近年、神経膠腫幹細胞の存在が

指摘されてきた．かつては、癌組織内に

おいて、全ての癌細胞は均一の形質を有

しており、その形質の変化は生存に有利

な変異を確率論的に獲得することによっ

て為されると考えられてきた．しかしな

がら、癌細胞はすべての細胞が無制限な

分裂能力を有した均一な細胞集団ではな

く、自己複製能と多分化能を有する幹細

胞とそこから派生してできる分化した細

胞からなるヘテロな集団であるという癌

幹細胞モデルが提唱されてきた．1)． 

神経膠腫においても、細胞表面に CD133

を発現する神経膠腫幹細胞の細胞は強い

放射線抵抗性を示し、再発の原因細胞と

して働くことが示された．1)． 

そのため、分化した癌細胞のみならず、

癌幹細胞を標的とした新規癌治療法の開

発の必要性が叫ばれ始めた． 
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２．研究の目的 

1.神経膠芽腫幹細胞における放射線抵抗

性と小胞体ストレス応答の関連を明らか

にすること． 

2.小胞体ストレス応答蛋白阻害薬併用放

射線療法による神経膠芽腫の治療効果を 

in vitroおよび in vivoで検証すること． 
 
３．研究の方法 
ヒト神経膠芽腫株 LN18，LN229，

U87を使用する．  

これらを腫瘍原性が強い細胞のみが

選択的に増殖する培養条件下腫瘍原

性の強い細胞のみが選択的に増殖す

る 培 養 条 件 下 （ DMEM/F12 



serum-free medium, B27, EGF, 

bFGF）で培養することで、高腫瘍原

性能を持つ細胞を得て、これらが、

神経膠腫幹細胞としての性質を持つ

ことを、マウスへの移植実験・マー

カー発現（Nestin、CD133、CDXX）

を中心に vitroで確認する． 

次に上記で得られる神経膠腫幹細胞

をヌードマウスの右大脳半球に定位

移植後、その生存の観察と腫瘍形成

能を測定する．増大する移植細胞を

切除摘出し、CD133、CDXX の発現

割合を測定する． 

この神経膠腫幹細胞がいかにしてそ

の高い腫瘍原生能を維持しているの

かを検討するために、脳腫瘍増大に

大きく関与していることが知られて

いる PI3K シグナル経路の関与を検

討する．GRP78はこれまでに脳腫瘍

組織において高発現が認められるな

ど、脳腫瘍との関係性が報告されて

おり、脳腫瘍の進展に重要な働きを

示す因子の一つであることが知られ

ているが、それが神経膠腫幹細胞に

おいてどのような働きをしているの

か、という点については、これまで

知られていない．まず、GRP78が神

経膠腫幹細胞に対してどのように作

用をしているのかを検討するために、

GRP78の働きを細胞内で抑える薬剤

（GRP78阻害剤）を添加し、その影

響を観察する． 

次に RNA干渉により，GRP78の発

現を抑制し、神経膠芽腫幹細胞の

sphere 形成能、未分化マーカー

Nestin 発現量および分化マーカー

GFAP の発現量を確認する．これに

より GRP78 の神経膠芽腫幹細胞の

腫瘍原性能保持に対する関連度が明

確になる． 

放射線抵抗性を測定する． 

神経膠芽腫幹細胞をヌードマウスに

脳内移植し、6Gy の全脳照射を施行

し、その生存および神経症状の観察

と腫瘍形成能を測定する． 

脳内で増大する移植細胞を切除摘出

し、下記のごとく解析を行う 

作成後は，ウェスタンブロットによ

る GRP78 蛋白発現，RTqPCR によ

るmRNAレベルのGRP78も測定し， 

続いて神経膠芽腫治療で頻用される

テモゾロミド(TMZ)併用 X 線照射群

を解析に加え，上記手法により放射

線増感効果を検証する．予備実験で

は LN18 において X 線 6Gy+TMZ 

100nMを加えると，cleaved caspase 

7を経由して cleaved caspase 3の強

発現を認め，アポトーシスを起こす

ことが確認された．続いて，照射単

独群および照射+TMZ 群に GRP78

阻害薬を併用し，その細胞死パター

ンおよび放射線感受性を検証する．

神経膠芽腫細胞に X 線 6Gy 照射し，

コロニー形成法，MTSアッセイによ

り，これらの細胞株の放射線生存率

を測定する．  

そして，X 線照射による神経膠芽腫

細胞の細胞死のパターンおよび強く

発現される経路をウェスタンブロッ

トにより同定する．細胞死バターン

は細胞の種類によって異なり，アポ

トーシス・オートファジー・細胞老

化のいずれか，またはそれらの組み

合わせの誘導を探索する． 

また，放射線による最も中心的な殺細

胞機構は DNA2 重鎖切断である．野

生株，非特異的抑制株および GRP78

抑制株の DNA2 重鎖切断を測定する

ため，コメットアッセイ，γH2Ax ア



ッセイを行う． 

GRP78 は細胞照射後の DNA 修復に

関与することを明らかにした．DNA2

重鎖切断修復に関しては，リン酸化

DNA-PKcsを始めとするDNA修復蛋

白と GRP78との関連を，その発現お

よび免疫共沈法によって調べていく． 

GRP78 による細胞周期調節はフローサ

イトメトリーによって解析する． 

非照射 GRP78 抑制株では細胞が G1

期から放出され，放射線感受性の高い

G2/M期に細胞が蓄積されることを示

唆した．これらのメカニズムによって，

神経膠芽腫において，GRP78 は放射

線感受性を低下させていることが in 

vitroで示唆された． 

in vitroでは GRP78による照射後の

細胞内代謝能を ATP アッセイによっ

て測定する．また  in vivo での

GRP78 knockdown による放射線感

受性測定を同時進行させる． 
 
４．研究成果 

神経膠芽腫幹細胞に siRNA により

GRP78を特異的に knockdownさせ

た細胞を用いて，細胞周期変化，照

射による 2 重鎖 DNA 切断，細胞内代

謝能変化を計測し，GRP78の放射線

抵抗性のメカニズムを検証した． 

放射線による神経膠芽腫細胞死メカ

ニズムを GRP78が Ca2+結合蛋白で

ある観点からを研究した．また in 

vivo でのGRP78 knockdownによる放

射線感受性増感効果測定を行った． 
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