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背背景景：膠芽腫（glioblastoma）は、全脳腫瘍の 10.8%を占め、成人における中枢神経系

原発性腫瘍の中で、最も多く発生する腫瘍である 1。Glioblastomaの治療には手術、放

射線治療、化学療法を組み合わせた集学的治療が行われている。2005年に Stuppらが

初発 glioblastomaを対象に、放射線治療単独群と放射線治療に第二世代のアルキル化

剤である temozolomide（TMZ）を併用した群との第Ⅲ相無作為比較試験を報告した。

その結果は、放射線治療に TMZ を併用した群の生存期間中央値は 14.6 ヶ月であり、

放射線単独治療群の 12.1ヶ月と比較して、有意な生存期間の延長が示された 2。以来、

glioblastomaでは、外科的切除に加えて TMZ併用放射線療法が世界的な標準治療とし

て行なわれている。TMZは DNAのグアニンの O6位にメチル基を付加し、O6-メチル

化グアニンを形成する。メチル化グアニンは DNA 複製時にシトシンではなくチミン

と塩基対を形成し、DNA 障害が引き起こされ抗腫瘍効果を発揮すると言われている

3。また、O6-methylguanine-DNA methyltransferase（MGMT）は TMZ により付加され

たメチル基を除去し、遺伝子を修復する酵素であり、TMZの効果を減弱する 4。MGMT

が発現している glioblastomaは TMZに耐性を示し、その割合は 45 ~ 75％であるとの

報告もある 4-7。現在、TMZ耐性の glioblastomaに対する治療が生存期間延長に対する

大きな課題となっている。Interferon-beta (IFN-β) は type I IFNsに分類され、抗ウィル

ス作用をもつサイトカインとして発見された。その後、免疫賦活作用、血管新生抑制

作用、増殖抑制やアポトーシスの誘導による抗腫瘍作用など様々な生物学的活性が示

されてきた 8。近年、glioblastomaの治療において、IFN-βを TMZと併用することによ

り、抗腫瘍効果が増強するという報告がなされている。その機序としては IFN-βが p53

を介してMGMTの発現を減弱させると考えられている 9。本邦において、TMZと IFN-β

の併用療法による臨床効果を評価する多施設共同第 I相試験である a multicenter phase 



I trial of interferon-beta and temozolomide combination therapy for high-grade gliomas 

（INTEGRA Study）が行われた。同試験では、生存期間の中央値が 17.1ヶ月、１年の

無増悪率は 50%と良好であり、現在第 II相無作為比較試験が進行中である 10。 

Ribavirin（1-β-D-ribofuranosy-1,2,4-triazole-3-carboxamide）は、核酸アナログであり、

RNAおよび DNAウィルス感染症に対する抗ウィルス薬として、1972年に Sidwellら

が初めて報告した 11。現在、Ribavirinは Interferon-alpha2aとの併用投与により、慢性

C型肝炎に対する標準治療薬となっている 12。この Ribavirinが乳癌や急性骨髄性白血

病において inosine-5’-monophosphate dehydrogenase（ IMPDH）や the eukaryoteic 

translateon initiateon factor 4E（eIF4E）を阻害し、抗腫瘍効果を示すという報告が散見

されている 13-15。また、ごく最近当教室からも悪性神経膠腫細胞株に対して Ribavirin

が抗腫瘍効果を認めることを報告した 16。しかし、その作用機序は明らかではない。

そこで、本研究では Ribavirin の悪性神経膠腫細胞株に対する抗腫瘍効果の作用機序

を検討し、さらに TMZと IFN-βと Ribavirinを併用することで、抗腫瘍効果が増強さ

れるかを検討した。 

方法：Ribavirinの悪性神経膠腫細胞株に対する抗腫瘍効果について検討した。7種類

の悪性神経膠腫細胞株（A-172、AM-38、T98G、U-87 MG、U-138MG、U-251MG、

YH-13）を使用し、Ribavirin の増殖抑制試験を行った。次に、2 種類の悪性神経膠腫

細胞株（U-87MG、U-138MG）を使用し、Ribavirinの悪性神経膠腫細胞株に対する抗

腫瘍効果の作用機序を検討した。はじめに、Flow cytometryにて Ribavirin によるアポ

トーシス、細胞周期への影響を解析した。さらに、ウエスタンブロット法にて Ribavirin

による p53と phosphorylated p53のタンパク発現の変化及び、p53 pathwayの下流シグ

ナルのタンパク発現の変化を観察した。 p53 を活性化する因子の一つとして DNA 



double-strand breaks（DSBs）があり、DSBs によりリン酸化 H2AX（γH2AX）が誘導

されると言われている 17,18。そこで、蛍光抗体法を用いて Ribavirin によるγH2AX の

誘導を観察した。また、DSBsは Ataxia telangiectasia mutated（ATM）により感知され、

自己リン酸化を引き起こすと考えらえている 19。そこで、ウエスタンブロット法にて

Ribavirinによる ATM 及び phosphorylated ATMのタンパク発現の変化を観察した。次

に、TMZ + IFN-β + Ribavirin の 3剤併用により治療効果が増強されるかを検討した。

7種類の悪性神経膠腫細胞株（A-172、AM-38、T98G、U-87MG、U-138-MG、U-251MG、

YH-13）を使用し、Ribavirin単剤と TMZ + IFN-β + Ribavirinの 3剤併用との増殖抑制

効果の比較を行った。また、現在の標準治療薬である TMZ単剤、INTEGRA studyで

注目されている TMZ + IFN-βの 2剤併用及びRibavirin + TMZ + IFN-βとの細胞増殖抑

制効果の比較を行った。そして、3 剤併用の治療効果が相乗効果であるかの評価を 2

種類の悪性神経膠腫細胞株（A-172、U-251MG）を使用し、Chou Talalay method を用

いて Combination Index（CI）を算出し行った。 

結結果果：Ribavirinは 7種類の悪性神経膠腫細胞株に対し、濃度依存的に細胞増殖抑制効

果を認めた。Flow cytometryによる解析からは、Ribavirinの投与によりアポトーシス

が誘導され、細胞周期にて G0/G1への cell cycle arrestを誘導することが確認された。

また、ウエスタンブロット法による解析にて phosphorylated p53のタンパク発現の増

強を認め、p53の活性化が確認された。p53の下流シグナルである p21、Bax、Fas-R、

caspase-8、caspase-9、caspase-3のタンパク発現の増強も認めた。さらに、蛍光抗体法

による観察ではRibavirin投与によりγH2AXのドット状の集積が観察された。そして、

ウエスタンブロット法による解析にてATM 及びphosphorylated ATMのタンパク発現

の増強を認めた。Ribavirin単剤と Ribavirin + TMZ + IFN-βの 3剤併用との増殖抑制効



果の比較においては、YH-13を除く 6種類の悪性神経膠腫細胞株で 3剤併用すること

により増殖抑制効果の増強を認めた。TMZ単剤、TMZ + IFN-β及び TMZ + IFN-β + 

Ribavirin による増殖抑制効果の比較では、T98G、U-87MG、U-138MG、YH-13 の 4

種類の細胞株において、TMZ + IFN-β + Ribavirinの 3剤併用投与群が、TMZ単剤投与

群と TMZ + IFN-βの 2剤併用投与群と比較して有意に細胞増殖抑制効果が増強した。

また A-172、AM-38、U-251MGの 3種類では TMZ + IFN-β + Ribavirinの 3剤併用投与

群が TMZ単剤投与群と比較して有意に細胞増殖抑制効果が増強し、TMZ + IFN-βの 2

剤併用投与群との比較でも、細胞増殖抑制効果が増強する傾向がみられた。Chou 

Talalay methodによる CIの算出では A-172においては 0.68（CI<1）、U-251MGにおい

ては 0.98（CI<1）であり、3剤併用での抗腫瘍効果は相乗効果であった。 

結結論論：Ribavirin は悪性神経膠腫細胞株に対し抗腫瘍効果を示した。その機序は、

Ribavirin 投与により DSBs を引き起こされ、ATM が自己リン酸化により活性化し、

p53を活性化する。活性化された p53は p21を活性化し cell cycle arrestを誘導し、ま

た Bax、caspase-9を活性化し内因性アポトーシス及び Fas R、caspase-8を活性化し外

因アポトーシスを誘導する。また、Ribavirinを TMZ、IFN-βと併用することで悪性神

経膠腫細胞株に対する抗腫瘍効果の相乗効果が得られることが示された。 
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