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研究成果の概要（和文）：アポトーシスを誘導するBID遺伝子を発現するレトロウィルスベクター及びコントロ
ールベクターを作成し、これらをヒト神経膠芽腫幹細胞株 (MD13)にin vitroで感染導入した。次いでヌードマ
ウス脳内にこれらMD13を移植後、PEG-IFN-αを4回 (1回/週)皮下注射した。その結果、BID+IFNで生存期間の有
意な延長を得た。これらの脳検体で免疫染色を行うと、BID+IFNでBCL2 (アポトーシスを抑制)発現が抑制され、
AIFの核内発現 (アポトーシで誘導)が増加していた。このようにBID+IFNは神経膠芽腫幹細胞に対してもin vivo
で抗腫瘍効果を示した。

研究成果の概要（英文）：BID functions in the mitochondrial apoptotic pathway. We constructed the BID
 gene vector using a retro-viral vector, including a control one. The retro-viral vectors were 
transfected into a human glioblastoma stem cells, which are called as MD13. The MD13 cells were then
 inoculated into the brains of nude mice. The nude mice were treated with PEG-IFN-α or saline, 
which was subcutaneously and weekly injected 4 times. As a result, BID+IFN significantly prolonged 
overall survival. The immunohistochemistry using the brain specimens revealed underexpression of 
BCL2, which suppresses apoptosis, and overexpression of AIF in the nuclei, which are induced by 
apoptosis. These results suggest that BID+IFN demonstrated anti-tumor effects even against 
glioblastoma stem cells in vivo.

研究分野： 細胞死

キーワード： IFN-α　BID　apotosis
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍に対する新たな治療戦略として、

我々は interferon (IFN)-α による細胞質内 BH3 
interacting-domain death agonist (BID)を介する
ミトコンドリアアポトーシスに着目し、in 
vitro にてその有用性を示した (Tsuno T, et al, 
2012)。次いで、IFN-α/放射線治療抵抗性ヒト
肺癌細胞株皮下接種マウスを用いて、IFN-α
賦活化 BID 遺伝子 / 放射線集学的療法 
(BID+IFN+RT)を in vivo で評価した。その結果、
BID+IFN+RT 群にて腫瘍体積の増大抑制を認
めた。また同群では、免疫組織染色法にて BID
蛋白の核内局在率の減少を認め、更に電子顕
微鏡所見としてミトコンドリアアポトーシス
を認めた。このように in vivo でも同集学的療
法の有用性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
上記の in vivo 結果は cell line 化された肺癌

細胞株 A549 を異所性にヌードマウス皮下に
移植して得られた自験例である。これらの結
果より本研究では、cancer stem cells を用いて
同所性移植下での抗腫瘍効果を検討した。具
体的には、実際のヒト脳腫瘍患者より得られ
た腫瘍幹細胞株をヌードマウス脳内に移植し
て、抗腫瘍効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
まず、関西医科大学脳神経外科学講座所有

のヒト神経膠芽腫幹細胞株 (MD13; オハイ
オ大学より提供)をヌードマウス脳内に移植
した。次いで、これまでの自験例で使用した
BID 遺伝子含有プラスミドベクター及びコン
トロールベクター (mock)を、脳内移植後のヌ
ードマウスに尾静脈注射した。続いて、生体
内で消失半減期の長い pegylated interferon 
(PEG-IFN)-α 及び placebo (生理食塩水)を 4 回 
(1 回/week)をヌードマウスに皮下注射し、BID
遺伝子治療に対する IFN-α 感受性を in vivo で
検討した (Mock+saline, Mock+IFN, BID+saline, 
BID+IFN の 4 群, 各 n = 6)。 
次に、BID 遺伝子を発現するレトロウィルス
ベクター及びコントロールベクター (mock)
を作成した。これらのベクターを上記の
MD13 に in vitro で感染後遺伝子導入し、BID
過剰発現ヒト神経膠芽腫幹細胞株とその
mock 幹細胞株を作成した。ヌードマウス脳内
にこれらの幹細胞株を移植した。次いで、
PEG-IFN-α及び placebo (生理食塩水)を4回 (1
回/week)、ヌードマウスに皮下注射し、BID

遺伝子治療に対する IFN-α 感受性を in vivo で
検討した (Mock+saline, Mock+IFN, BID+saline, 
BID+IFN の 4 群, 各 n = 6)。 
尚、上記治療に更に放射線治療を加えること
によって生じる実験結果の解釈の困難化を避
けるため、放射線治療は加えなかった。 
 
４．研究成果 
1) MD13 をヌードマウス脳内に移植後、安定
的に生着させることに成功した。 
2) それら脳内移植後のヌードマウスの尾静
脈に BID 遺伝子含有プラスミドベクターを注
射後、上記のように PEG-IFN-α による治療を
施行した。しかし、その治療群においても生
存期間の有意な延長を得ることはできなかっ
た。原因として、プラスミドベクター静脈注
射後の生体内におけるベクターの不安定性の
問題や、プラスミドベクター静脈注射による
脳内移植後の MD13 への遺伝子導入効率の問
題が考えられた。 
3) 以上より、MD13 を脳内に移植前に、in vitro
にて MD13 へ BID 遺伝子を導入することとし
た。導入効率をより確実とするため、今回は
プラスミドベクターでなく、レトロウィルス
ベクターを用いることとした。 
4) MD13 に in vitro で感染後遺伝子導入し、
BID 過剰発現 MD13 とその mock-MD13 を作
成することに成功した。次いで、それら遺伝
子導入後 MD13 をヌードマウス脳内に移植後、
安定的に生着させることに成功した。 
5) これらのヌードマウスに上記のように
PEG-IFN-α 治療を施行した。その結果、生存
期間解析として Kaplan-Meier 法により
log-rank 検定を行うと、BID+IFN で生存期間
の有意な延長が見られた (p = 0.0251, 図 1)。 

 
図 1. 各 治 療 群 に お け る 生 存 曲 線 
(log-rank 検定; p = 0.0251) 
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