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研究成果の概要（和文）：膠芽腫は極めて悪性でテモゾロミド（TMZ）による標準治療後も再発は必至である。
TMZはMGMTが耐性を規定するO6-メチルグアニンを形成するが、殆どはN7-及びN3-メチル体を形成する。これを
PARPが修復促進するため、PARP 阻害剤（ABT888）によるTMZ感受性亢進が期待される。ヒト膠芽腫のMGMTメチル
化及び非メチル化細胞株、再発株、TMZ耐性株でTMZ＋ABT-888併用はTMZ単剤より強く、相乗的細胞傷害を認めた
(p<0.05～0.001)。また照射単独に比べ照射+ABT-888併用でも相乗的抑制がみられ、ABT-888は耐性機序によらず
TMZ耐性を克服する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma (GBM) is highly malignant and intractable to standard 
temozolomide (TMZ) treatment. TMZ induces cytotoxic O6-methylguanine lesion in tumor cell DNA, which
 is repaired by MGMT leading to TMZ resistance. TMZ preferentially induces N7-methylguanine and 
N3-methylalanine lesions, but they can be repaired through base excision repair system where poly 
(ADP-ribose) polymerase (PARP) plays a central role. Thus interference with PARP would be expected 
to conquer TMZ resistance. We treated human GBM cell lines with PARP inhibitors (ABT888) with or 
without TMZ and found that combination of TMZ plus ABT888 significantly strengthened cell death in 
GBM cell lines with methylated MGMT but also in those with unmethylated MGMT compared to either 
treatment alone. This synergistic effect was further observed in GBM cell lines derived from TMZ 
refractory patients as well as TMZ-resistant subclones. These results suggest the potential clinical
 usefulness of combining PARP inhibitors to TMZ. 

研究分野： 脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
悪性脳腫瘍の代表疾患である膠芽腫は極め
て悪性で、現在の標準治療薬であるアルキル
化剤のテモゾロミド（temozolomide, TMZ）
治療によっても再発は必至であり、再発後の
標準治療は未だ確立していない。従って、
TMZ 耐性の分子機序の解明ならびに耐性克
服を標的とした新規治療法の確立が喫緊の
課題である。 
 
２．研究の目的 
悪性脳腫瘍の代表である悪性神経膠腫（グリ
オーマ）は近年の画期的な医療の進歩にも拘
らず，依然難治で予後が極めて不良な疾患で
ある．その原因のひとつに化学療法への耐性
の存在があり，耐性の克服が臨床上極めて重
要な課題と考えられる 1．悪性神経膠腫治療
の標準治療薬はアルキル化剤であるテモゾ
ロミド（Temozolomide，TMZ）であるが，
DNA 修 復 酵 素 O6-methylguanine-DNA 
methyltransferase (MGMT)が高発現する腫
瘍細胞では TMZ による O6-methylguanine
を介する治療効果が減弱し、早期に再発・増
悪を来す 2．今回，我々は TMZ による他の
DNA メチル化病巣(N3, 7-methylpurines)に
注目し 3，その病巣修復上中心的役割を果た
す PARP-1 が，乳癌などで重要な分子標的と
して阻害剤が臨床応用されつつあることか
ら 4、PARP を主として阻害することで TMZ
による細胞傷害効果を増強し，耐性の克服を
図るとともに，他の化学療法剤や細胞死誘導
治療との相乗効果につき検討・解析すること
を目的とする． 
1. 永根基雄 : No Shinkei Geka 35:433, 
2007; 2. 永根基雄:脳神経外科速報 20:188, 
2010; 3. Gerson SL: Nat Rev Cancer 
4:296-307, 2004; 4. Drew Y, Plummer R: 
Drug Resist Updat 12:153, 2009 
 
３．研究の方法 
(1)各細胞株のMGMT遺伝子プロモーターメチ
ル化の有無については、pyrosequencing によ
る定量的 CpG island のメチル化状態を解析
した。初発、再発を含む様々な MGMT メチル
化（MGMT 非発現）膠芽腫細胞株と MGMT 非メ
チル化（MGMT 発現）細胞株を用いた。 
 
(2)各細胞株に対して、PARPi であり血液脳関
門透過性が良好であり、PARP1、PARP2 に作用
する ABT-888 の感受性試験を行った。 
①ABT-888 または、②TMZ 及び ABT-888 を各
種濃度で培地に添加後 8 日間培養し、MTS ア
ッ セ イで評 価 した。 薬 剤相乗 作 用 は
CompuSyn®ソフトウエアを用いて解析した。
③MGMT メチル化細胞株と MGMT 非メチル化細
胞株を TMZ 存在下（15 μMから徐々に増量）
に 6 か月以上継続培養し、TMZ 耐性株を作製
した。各細胞株の TMZ 耐性は MTS アッセイに
て確認後、同様に TMZ+ABT-888 併用治療を行
った。④ABT-888 投与 5 時間後に放射線照射

を行い、10～14 日培養し固定した後、形成さ
れたコロニー数を計測した。 
 
(3)細胞株（U87, U87TMZ 耐性株など）をマウ
スの皮下に植えて脳腫瘍モデルを作成する。
腫瘍が一定の大きさになった時点でコント
ロール群、TMZ 単剤投与群、ABT-888 単剤投
与群と ABT-888＋TMZ 投与群にわけて、それ
ぞれ加療を行う。腫瘍径、容積を測定し、生
存曲線は Kaplan-Meier 法で解析を行う。治
療後の腫瘍を摘出し、TMZ 治療効果に関連す
る分子の発現状態等を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)膠芽腫細胞株のMGMT遺伝子プロモーター
領域のメチル化状態 
 TMZ に対する感受性を規定する主因子と考
えられている MGMT メチル化状態を、
pyrosequencing 法により検討した。メチル化
状態の判定は、検索された CpG islands のメ
チル化サイト割合 8%をカットオフ値とし、8%
未満を非メチル化、8%以上をメチル化として
行った 50-52)。使用した 10 種類のヒト膠芽
腫細胞株において、U251、HW1、BAH1、U87、
LN229、G18 は MGMT メチル化ありと判定され
た。一方、G28、G13、WK1、RN1 の各細胞株で
は非メチル化と判定された。 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)各膠芽腫細胞株に対する ABT-888 単剤の
抗腫瘍効果 
 ABT-888 の抗腫瘍効果をみるため、ABT-888
各濃度における膠芽腫細胞株各種の感受性
試験について MTS アッセイを用いて行った。
各細胞株での IC50 を求めた結果、MGMT メチ
ル化細胞株群では平均 66.4 μM、MGMT 非メ
チル化細胞株群では 123.1 μM であった。
MGMT メチル化細胞株の方が比較的感受性が
良い傾向を示したが、有意差は認められなか
った (t-test, P=0.2215) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)ABT-888併用TMZ療法の相乗的抗腫瘍効果 
 MGMT メチル化細胞株である U251 と LN229、
U87 に対して、TMZ 単剤治療と TMZ＋ABT-888
（5 μM, 10 μM）併用療法を行い感受性の
変化を観察した。MGMT メチル化細胞株の内、
U251、LN229 においては、単剤では影響が乏
しい ABT-888 の 5 μM, 10 μM 付加すること
によりTMZ単剤治療と比較して有意に細胞障
害の増強が認められた（U251；p<0.001, 
LN229; TMZ 9 および 18 μMと ABT-888 10 μ
M の併用において p<0.05）。CompuSyn®で CI
を算出し検討すると、いずれの組み合わせも
CI＜1 となり、相乗効果があることが示され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
一方、U87 では併用療法による有意差は認め
られなかった。 
 
 
 
 
 

 
 
MGMT 非メチル化細胞株では RN1 と WK1、およ
び再発細胞株（非メチル化）の G13 と G18、
G28 においても、U251, LN229 と同様に有意
な細胞傷害の増強があり（RN1；p<0.001, 
WK1；TMZ 175 μM と ABT-888 5 μM の併用に
おいて p<0.05, TMZ 175 μMと ABT-888 10 μ
M の併用において p<0.01, G13; p<0.001, 
G18; TMZ 150μM と ABT-888 5 および 10 μM
において p<0.001, TMZ 300 μM と ABT-888 5
および 10 μ M において p<0.01, G28; 
p<0.001）、ABT-888 付加による相乗効果が認
められた。 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4)TMZ耐性株の樹立とABT-888併用TMZ療法
の相乗効果 
 PARPi による TMZ 耐性克服をより直接的に
検証するため、TMZ 存在下で長期間培養し、
TMZ 治療後も生存し増殖を続ける TMZ 耐性ヒ
ト膠芽腫株を複数株樹立した。この TMZ 耐性
株における TMZ耐性度を MTSアッセイで確認
した。TMZ に対する IC50 値で比較をすると、
TMZ 感受性である U251 では親株 21 μM、耐
性株 677.5 μM（32倍）、U87では親株 18.2 μ
M、耐性株 1,121.4 μM（62 倍）と、大幅に
IC50 が変化しており、TMZ に対して強い耐性
を獲得していることが示された(U251, U87: 
p<0.0001)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
TMZに中等度耐性を示すWK1についても、IC50



は親株 409.1 μM から耐性株 818.6 μM（2
倍）となり、U251 や U87 と比較すると軽度で
はあるが、同様に TMZ 耐性の獲得が認められ
た(WK1: p<0.05)。 
 次に、これらの細胞株における ABT-888 に
対する感受性を検討した。U251、WK1 では TMZ
耐性株の方がABT-888に対する感受性が認め
られたが、U87では逆に TMZ耐性株で ABT-888
に耐性を示し、TMZ 耐性化と ABT-888 に対す
る感受性の変化は連動せず、一定しなかった。 
 TMZ 耐性化の機序を明らかにするため、
MGMT 状態を各親株と TMZ 耐性株のペアで検
討 し た 。 MGMT メ チ ル 化 の 有 無 を
pyrosequencing で測定したところ、TMZ 耐性
獲得前後ではいずれの細胞株においても
MGMT メチル化の有無に変化は認められなか
った。 
一方、immunoblotting にて MGMT 蛋白発現を
比較したところ、MGMTが非発現であるU251、
U87 では、親株と耐性株のどちらにも MGMT 蛋
白発現は認めなかったが、MGMT 非メチル化株
であり、MGMT 蛋白を発現している WK1 では、
TMZ耐性株においてMGMT発現が増強しており、
本株におけるTMZ耐性化に関連していること
が示唆された。 
 
 
 

 
 
さらに MMR機構の各遺伝子の蛋白発現につい
ても immunoblotting で検討した。MMR に関与
する MSH2、MSH6、MLH1、PMS2 の発現度は、
TMZ耐性獲得前後でU87ではPMS2の発現欠損
および MLH1 の発現低下が、U251 では MSH6 と
MSH2 の発現低下が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に、これらの TMZ 耐性株を用いて、同様の
TMZ＋ABT-888 併用療法を行った。いずれの
TMZ 耐性細胞株においても、TMZ 単剤治療で
は強い耐性を呈したが、ABT-888 を 5 μM ま
たは 10 μM 付加することにより、良好な相
乗的殺細胞効果が認められた（U251TMZR, 
U87TMZR; p<0.001 かつ CI<1, WK1TMZR; TMZ 
400 μMにおいて ABT-888 5 および 10 μMで

p<0.001, TMZ 400 および 800 μM において
CI<1, TMZ 1,200 μM において CI≒1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
U251 の親株と TMZ 耐性株を用いて、各治療
（TMZ 10 μM, 放射線治療（6 Gy））と ABT-888 
5 μ M の 添 加 に よ る PAR の 産 生 を
immunoblotting により検出したところ、どち
らの細胞株においても、PAR の産生は TMZ の
影響をほとんど受けず（U251 親株では放射線
照射によっても）、ABT-888 の投与により PAR
はほぼ検出未満のレベルに低下した。この結
果から、ABT-888 は確かに PARP の機能を抑制
し、その作用は細胞の TMZ 耐性度には影響さ
れないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(5)ABT-888 による放射線照射の細胞傷害性
に対する増強効果 
 TMZ による DNA 傷害の他に、悪性神経膠腫
治療における標準治療の一つをなす放射線
治療による DNA傷害に対しても PARPi が効果
を増強するか、次に検討した。MGMT メチル化
細胞株（U251、LN229）、MGMT 非メチル化細胞
株（WK1、RN1）、再発細胞株（G28）を用いて、
放射線治療を各線量で照射し、ABT-888 の有
無による治療効果の違いをコロニー形成能
アッセイにて評価した。いずれの細胞株にお
いても、ABT-888 を投与することで放射線照
射による殺細胞効果の増強が認められ、その
増強効果は線量が大きくなるほどより顕著
に認められた。 
(6)TMZとABT-888による正常細胞に対する細
胞傷害性 
 NHA を用いて IC50 について検討した。NHA
に対するTMZのIC50は 1466.1 µMで、ABT-888
の IC50 は 492.3 µMであった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回使用した各種膠芽腫細胞株と比べてい
ずれも高い IC50 値を示した。両者の併用で
も相乗効果は認められず、これらの治療によ
る正常細胞傷害の程度は低いことが示唆さ
れた。 
(7)マウス脳腫瘍モデルでの効果 
上記ヒト glioma 細胞株をヌードマウス脳内
に移植し、ABT888、TMZ を単剤・併用で治療
した。安定した腫瘍モデルが作成困難で、
ABT888、併用効果の検証は現時点では未確認
である。今後の追加実験が必要と考えられる。 
 
結論：ABT888 は TMZ 抵抗性 glioma 細胞に TMZ
と相乗的感受性亢進作用を認め、治療抵抗性
膠芽腫の新規治療方法となる可能性が示唆
された。 
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