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概要 

 

  膠芽腫を含む悪性神経膠腫は中枢神経系に原発する腫瘍であり、近年の手術、放射線

療法並びに化学療法を組み合わせた集学的治療の進歩にも関わらず、極めて予後不良であ

る。悪性神経膠腫は浸潤性に発育するため、手術により全ての腫瘍細胞を除去することは

極めて困難であり、また、放射線療法の効果も限定的であるため治療成績の改善には化学

療法の発展が必要不可欠である。 

  Tumor necrosis factor（TNF）related apoptosis inducing ligand（TRAIL）はTNF ligand super 

family に属し、death receptor（DR）4、DR5 といった細胞膜の特異的受容体への結合を介

してアポトーシス誘導シグナルを細胞内に伝達するサイトカインである。TRAIL は腫瘍細

胞に比較的特異的にアポトーシスを誘導するため、抗腫瘍薬としての臨床応用が期待され

ている。しかし、TRAIL によるアポトーシスの誘導に抵抗性を示す腫瘍も存在し、悪性神

経膠腫はその一つである。こうしたTRAIL 誘導アポトーシスに対する抵抗性に関し様々な

検討がなされており、他剤との併用によりTRAIL の抗腫瘍効果を増強させ得たという報告

が散見される。 

  Interferon-beta（IFN-）は抗ウイルス作用を持つサイトカインで、免疫賦活作用や抗血

管新生作用に加え、増殖抑制やアポトーシスの誘導による抗腫瘍効果を有する。IFN-は細

胞膜に存在する受容体である interferon-/receptor（IFNAR）と結合し、janus kinase（JAK） 

-signal transducer and activator of transcription（STAT）系を介したシグナル伝達により interferon 

stimulated genes（ISGs）と呼ばれる遺伝子群の発現を亢進させる。現在までに、300 を超え

る ISGs が同定されているが、その中には TRAIL、Fas も含まれており、IFN-と外因系ア

ポトーシス経路との関連が指摘されている。 

  これまでにTRAILと IFN-の併用による悪性神経膠腫に対する抗腫瘍効果を検討した

報告はない。そこで、TRAIL との crosstalk も考慮し、抗腫瘍効果を増強させ得る物質とし

て IFN-に着目し、悪性神経膠腫細胞株に対するTRAIL と IFN-の抗腫瘍効果について検
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討した。 

  7 種類の悪性神経膠腫細胞株（A-172、AM-38、T-98G、U-87MG、U-138MG、U-251MG、

YH-13）を用いて、TRAIL 単剤、IFN-単剤、TRAIL と IFN-の併用による細胞増殖抑制実

験を行った。TRAIL 単剤、IFN-単剤ともに濃度依存的な細胞増殖抑制効果を示した。ま

た、TRAIL、IFN-併用ではTRAIL 単剤と比較し、A-172、AM-38、T98G、U-138MG、U-251MG

において有意に細胞増殖抑制効果の増強を認めた。 

  U-138MG を用いた fluorescence-activated cell sorter （FACS）による解析では、TRAIL、

IFN-併用群においてAnnexin V と PI の両者に染まる細胞の割合が増加しており、アポト

ーシス誘導が増強することが示唆された。このことは併用群において、Western blotting に

より cleaved caspase 3、cleaved caspase 8 が検出されたことにより裏付けられた。一方、TRAIL

と IFN-の併用によりアポトーシス誘導が増強されるメカニズムを調べるため、アポトー

シス関連遺伝子（DR4、DR5、Fas、cellular FLICE inhibitory protein（c-FLIP）、p53、B-cell 

lymphoma 2（Bcl-2）associated x protein（Bax）） の発現を real-time quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction（qRT-PCR）で定量した。その結果、IFN-を加えるこ

とによりDR5、Fas、p53 の発現亢進を認めた。さらに、IFN-によるTRAIL 誘導アポトー

シスの増強が DR5 の発現亢進に依存することを確認するため、DR5 阻害抗体を用い細胞

増殖実験を行った。その結果、TRAIL と IFN-併用による細胞増殖抑制効果は、DR5 阻害

抗体の濃度依存的的に有意に減弱した。このことから悪性神経膠腫細胞株におけるTRAIL、

IFN-併用によるアポトーシス誘導効果において、DR5 が重要な役割を果たしていると考

えられた。 

  以上の実験より、IFN-がDR5の発現を亢進させ、悪性神経膠腫細胞株においてTRAIL

誘導アポトーシスを増強させることが示唆され、TRAIL と IFN-の併用は悪性神経膠腫に

対する新たな治療戦略になり得ると考えられた。 

 

  



 3

本論文で用いた略語一覧 

DcR  decoy receptor 

DD  death domein 

DISC  death-inducing signaling complex 

DMEM  Dulbecco's modified Eagle's medium 

DR  death receptor 

FACS  fluorescence-activated cell sorter 

FADD  Fas associated death domain 

IFN  interferon 

ISGs  IFN-stimulated genes 

JAK janus kinase 

OPG  osteoprotegrin 

PI  propidium iodide 

qRT-PCR  quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

STAT signal transducer and activator of transcription 

TMZ  temozolomide 

TNF  tumor necrosis factor 

TRAIL  TNF related apoptosis inducing ligand 
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緒言 

 

  神経膠腫は神経膠細胞に由来する腫瘍であり、原発性脳腫瘍の約 25%を占める 1。世

界保健機関（World Health Organization: WHO）は神経膠腫を臨床的悪性度に基づき gradeⅠ

~Ⅳの 4 段階に分類しており、grade Ⅲ、grade Ⅳの神経膠腫は悪性神経膠腫と呼ばれる 2。

Grade Ⅳに分類される膠芽腫の標準治療は、手術による最大限の腫瘍摘出と術後の放射線

療法および temozolomide（TMZ）による化学療法であるが、そのような集学的治療を行っ

ても全生存期間中央値は 14.6 ヶ月と極めて予後不良である 3。悪性神経膠腫は浸潤性に増

殖するため、手術により全ての腫瘍細胞を除去することは極めて困難である。また、放射

線療法の効果も限定的であるため 4、予後を改善するためには化学療法の発展が必要不可

欠である。他癌種の治療において、免疫チェックポイント阻害剤を含む免疫療法や、分子

標的薬が近年注目されているが、悪性神経膠腫治療における有効性は示されていない 5。 

  現在、開発もしくは使用されている抗腫瘍薬の多くは、細胞をアポトーシスに誘導す

ることにより、その効果を発揮する。細胞におけるアポトーシス誘導機構には大きく分け

て 2 つの経路が存在し、それぞれ内因系経路と外因系経路と呼ばれている 6。内因系経路

はミトコンドリアを介する経路で、DNA 障害、酸化ストレスや小胞体ストレスによって活

性化される 7。まず、B-cell lymphoma 2（Bcl-2）Homology（BH）3-only タンパク質である

BH3 interacting-domain death agonist（Bid）、Bcl-2 interacting mediator of cell death（Bim）、Bcl-2 

associated death promotor（Bad）、Noxa、p53 upregulated modulator of apoptosis（Puma）がミ

トコンドリアに移動し、Bcl-2 associated x protein（Bax）やBcl-2 antagonist/killer（Bak）とい

ったアポトーシス促進因子と結合することでそれらを活性化する。そして、ミトコンドリ

ア外膜の透過性が亢進し cytochrome c が細胞質へ放出されることにより、caspase 9 や実行

役の caspase 3 が活性化され、細胞をアポトーシスに誘導する 8。一方、外因系経路はミト

コンドリアを介さない経路で、細胞膜に存在する tumor necrosis factor （TNF）receptor や、

Fas、death receptor（DR）4、DR5 といった受容体とそれぞれのリガンドが結合することに
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より活性化される 9。これらの受容体は細胞内に death domein（DD）と呼ばれるドメイン

を持つ。受容体がリガンドと結合すると、受容体に構造変化が引き起こされ、DD とアダ

プター分子である Fas associated death domain （FADD）が会合し、さらに caspase 8 と結合

することにより death-inducing signaling complex （DISC）と呼ばれるタンパク質複合体を形

成する 10。これにより caspase 8 が活性化され、活性型となった caspase 8 は実行役の caspase 

3 を活性化し、アポトーシスを誘導する 11 （Figure 1）。 

  外因系のアポトーシスを活性化し、誘導する因子として、TNF related apoptosis inducing 

ligand (TRAIL) が注目されてきた 12-15。TRAIL はTNF ligand super family に属し、特異的受

容体との結合を介し、アポトーシス誘導シグナルを細胞内に伝達する 12-15。TRAIL の受容

体として、DR4、DR5、decoy receptor（DcR）1、DcR2、osteoprotegrin（OPG）の 5 種類が

知られている 16。このうち TRAIL との結合によりアポトーシスを誘導するものは DR4 と

DR5 のみである 16。TRAIL は DR4、DR5 と結合することにより、前述した外因系のアポ

トーシス経路を活性化させる。DR4、DR5 は腫瘍細胞で高発現するとともに、正常細胞で

は発現が限られており 17, 18、腫瘍細胞にアポトーシスを誘導する抗腫瘍薬としての臨床応

用が期待されてきた。しかし、TRAIL によるアポトーシスの誘導に抵抗性を示す腫瘍も存

在し、悪性神経膠腫はその一つである 19。悪性神経膠腫の検体を用いた研究では、75％に

DR4、95％に DR5 の発現を認めたとされるが、TRAIL 単剤で有効な成績を示した報告は

ほとんどない 20。こうしたTRAIL に対する抵抗性に関して、様々な検討がなされていると

ともに、他剤を併用することにより抗腫瘍効果を増強させ得たという報告が散見されてい

る 21-25。悪性神経膠腫では、cisplatin、bortezomib（proteasome inhibitor）、rapamycin（mTOR 

inhibitor） などとの相乗効果を示した報告が散見されるが 19、臨床試験には至っていない。 

  当教室では、予てより IFN-に注目してきた。星細胞腫（WHO grade II）においては

手術摘出度と IFN-療法が有意な予後因子であること 26、悪性神経膠腫（WHO grade II and 

III）においては IAR（IFN-＋ACNU＋放射線療法）が有効であることなどを報告してきた

27。また、悪性神経膠腫細胞株を用いた基礎研究で、標準治療薬であるTMZ に対する耐性



 6

細胞において、IFN-とTMZ を併用する事により、TMZ の耐性に関与するMGMT の発現

を抑制し、相乗的な腫瘍抑制効果を示すことを報告している 28。 

  IFN は抗ウイルス作用を持つサイトカインとして発見され、その後、免疫賦活作用や

抗血管新生作用に加え、増殖抑制やアポトーシスの誘導による抗腫瘍効果を有することが

明らかになり、抗ウイルス薬、抗腫瘍薬として臨床応用されるようになった 29, 30。IFN は

産生細胞の種類により、主に IFN-α、IFN-、IFN-γ の 3 種類に分類される 31。また、その

受容体により IFN-α、IFN-を type-ⅠIFN、IFN-γ を type-ⅡIFN と分類する場合もある。IFN-

は、悪性神経膠腫細胞株の増殖を抑制することが基礎的研究で報告されているとともに 32、

悪性神経膠腫の治療薬として保険収載されている。現在では、悪性神経膠腫に対して第二

世代のアルキル化薬であるTMZ が標準治療薬であるが、かつて本邦では、IFN-の抗腫瘍

効果を期待して、アルキル化剤であるニトロソウレア（ACNU）、そして放射線療法を組み

合わせた IAR 療法が主流であった 33-35。

  IFN-はIFNARと呼ばれる細胞膜の受容体に結合し、janus kinase（JAK）-signal transducer 

and activator of transcription（STAT）系を介したシグナル伝達により、IFN-stimulated genes 

（ISGs）の発現を亢進させることにより作用を発現する。現在までに 300 以上の ISGs が知

られているが、その中には TRAIL、Fas といった遺伝子も含まれ、外因系アポトーシスと

の強い関与が示唆されている 36, 37。 

  これまでにTRAILと IFN-の併用による悪性神経膠腫に対する抗腫瘍効果を検討した

報告はない。TRAIL との crosstalk も考慮し、抗腫瘍効果を増強させ得る物質として IFN-

に着目し、悪性神経膠腫細胞株に対するTRAIL と IFN-併用による抗腫瘍効果について検

討した。 
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対象と方法 

 

悪性神経膠腫細胞株と薬剤 

  7 種類のヒト悪性神経膠腫細胞株、A-172、AM-38、T-98G、U-251MG、YH-13（Health 

Science Research Resources Bank, Osaka, Japan）、U-87MG、U-138MG（American Type Culture 

Collection, VA, USA）を使用した。また、natural type IFN-（Toray Industries, Tokyo, Japan）

とTRAIL（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）を使用した。 

 

細胞の培養方法 

  細胞株は 75 cm2フラスコ（Iwaki, Chiba, Japan）を用いて、10%仔牛血清（FCS, Life 

technologies, NY, USA）を添加した Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM; Nissui 

Pharmaceutical, Tokyo, Japan）で、37°C、5%CO2、95%以上の湿度に調整された恒温器内に

入れ培養を行った。 

 

細胞増殖抑制実験 

  7 種類の悪性神経膠腫細胞株に対する、TRAIL 単剤、IFN-単剤、TRAIL と IFN-の併

用による細胞増殖抑制効果を評価した。IFN-の濃度は、in vivo における髄液中の濃度を考

慮して 10 IU/mL とした 28。 

  24 穴プレートに 1 x 104個の細胞を撒き、24 時間培養後、TRAIL（0、0.1、1.0、10、

100、1,000 ng/mL）、IFN-（0、0.1、1.0、10、100、1,000 IU/mL）、TRAIL（0、0.1、1.0、

10、100、1,000 ng/mL）+ IFN- 10 IU/mL を含む新鮮培地に交換し、72 時間培養した後に

Coulter Counter-Z1（Beckman Coulter, CA, USA）を用いて細胞数を測定した。なお、各測定

は 4 回以上施行した。 
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アポトーシスの検出 

  後期アポトーシスもしくはネクローシスに陥っている細胞は、Annexin V と PI の両者

に染色されることが知られている 38。そこで、悪性神経膠腫細胞株における、薬剤投与 

（TRAIL 単剤、IFN-単剤、TRAIL と IFN-の併用）によるアポトーシスの誘導を評価す

るため fluorescence-activated cell sorter（FACS）を用い、各条件下での細胞株におけるAnnexin 

V と propidium iodide（PI）の染色性を測定した。 

  細胞増殖抑制効果は、TRAIL が 1.0 ng/mL 以上で有意となったため、薬剤の濃度を

TRAIL 1.0 ng/mL、IFN- 10 IU/mL とした。なお、非小細胞癌やB cell lymphoma に対する

phase II RCS では 8 mg/kg の投与が行われ、血中濃度は 80 g/mL 程度である。それゆえ、

今回使用したTRAIL の容量は臨床的にも低容量であると考えられる 39,40。 

  また、以下の検討では、TRAIL 1.0 ng/mL と IFN-10 IU/mL の併用時に最も顕著に細

胞増殖抑制効果の増強を認めたU-138MG を検討対象とした。 

  6 穴プレートに 1x106個の細胞を撒き、24 時間培養後に TRAIL 1.0 ng/mL、IFN- 10 

IU/mL、TRAIL 1.0 ng/mL + IFN- 10 IU/mL を含む新鮮培地に交換し、72 時間後に細胞を採

取した。遠心後 binding buffer（Wako, Osaka, Japan）100 L で撹拌し、AnnexinV（Alexa Fluor 

TM 488 conjugate: Life technologies, NY, USA）5LおよびPI（Propidium Iodide Solution: Miltenyi 

Biotech, CA, USA）10L を添加した。10 分室温で処理した後に binding buffer 400L を添

加し、サンプルの全量を 500L とした。そして、FACS–Caliber flow cytometer（Becton 

Dickinson, NJ, USA）を用いて蛍光強度を測定し、Flowjo software（BioLegend, CA, USA）を

用いて解析した。 

 

アポトーシス関連タンパク質の発現解析 

  アポトーシスの関連因子であるCaspase 3、Caspase 8、Caspase 9 のタンパク質発現を

Western blotting により評価した。 

  75 cm2フラスコに細胞を撒き 80%増殖飽和まで培養後、細胞を採取した。RIPA buffer 
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（Wako Pure Chemical, Tokyo, Japan）でタンパク質を抽出後、15,000 rpm で 30 分間遠心し、

上清を採取した。タンパク質濃度は Pierce BCA protein assay reagent（Thermo Scientific, IL, 

USA）を用いて測定した。タンパク質量を 50 g に調整し、sodium dodecyl sulphate 

polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）を行った。ゲルは12% SDS-PAGE mini（TEFCO, 

Tokyo, Japan）を使用した。Bio-Rad トランスブロット（Bio-Rad Laboratories, NJ, USA）を

用いゲル中のタンパク質をニトロセルロース膜（GE Healthcare, Tokyo, Japan）に転写し、

ブロッキング緩衝液（1%スキムミルク含有 PBS）を用いて 1 時間、室温でブロッキングを

行った。その後一次抗体を添加したブロッキング緩衝液で、ニトロセルロース膜を一晩、

4ºC で処理した。処理後、ニトロセルロース膜を Tween 含有 PBS（PBS-T）で洗浄し、二

次抗体を添加したブロッキング緩衝液で 1 時間処理した。ニトロセルロース膜を ECL 

detection system（GE Healthcare）で処理した後、Las 4000（GE Healthcare）、Image J（National 

Institutes of Health, MD, USA）でバンドを解析した。なお、一次抗体としてCaspase 3 Rabbit 

mAb（1:1,000）、Caspase 8 Mouse mAb（1:1,000）、Caspase 9 Mouse mAb（1:1,000）（Cell Signaling 

Technology, MA, USA）を使用した。二次抗体としてAnti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody 

（Cell Signaling Technology, MA, USA）、Anti-Mouse IgG（Whole Molecule）Peroxidase 

Conjugate（Sigma-Aldrich Inc, MO, USA）を使用した。 

 

アポトーシス関連遺伝子のmRNA 発現解析 

  RNeasy Mini Kit（Quiagen, CA, USA）を用いて 1x106個の細胞からRNA の抽出を行っ

た。抽出したRNA 量はNano-drop（Thermo Fisher, IL, USA）を用いて測定した。 Real-time 

qRT-PCR 反応は、SYBR® Green Realtime PCR Master Mix（TOYOBO, Osaka, Japan）を用い

て、Step-one realtime PCR system（Applied Biosystems, CA, USA）で行った。mRNA の発現

量は、Livak41らの相対的 2-ΔΔ法で求めた相対値で示した。発現量の標準化のためにGAPDH

を用いた。プライマーはEurofins Genomics（Eurofins Scientific, Tokyo, Japan）によって合成

された。 
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  各遺伝子のプライマー配列を以下に示す 42-45。 

GAPDH (F): 5’-CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3’ 

GAPDH (R): 5’-GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG-3’  

DR4 (F): 5’-TGTACGCCTGGAGTGACAT-3’ 

DR4 (R): 5’-CACCAACAGCAACGGAACAA-3’ 

DR5 (F): 5’-CAGGTGTCAACATGTTGTCC-3’ 

DR5 (R): 5’-ATCGAAGCACTGTCTGAGAG-3’ 

c-FLIP (F): 5’-CGGACTATAGAGTGCTGATGG-3’ 

c-FLIP (R): 5’-GATTATCAGGCAGATTCCTAG-3’ 

p53 (F): 5’-GGCCCACTTCACCGTACTAA-3’ 

p53 (R): 5’-CTGGTTTCAAGGCCAGATGT-3’ 

BAX (F): 5’-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3’  

BAX (R): 5’-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3’ 

  qRT-PCR 反応溶液は 2L の forward 及び reverse プライマー（10 pmol）、2L の 50 mM 

Mn（OAc）2、1L の SYBR® Green Realtime PCR Master Mix（TOYOBO, Osaka, Japan）、0.8g

のRNA 及びRNase-free water を含む総容量 20L とした。 

  反応条件は、95ºC 30 秒、61ºC 20 分、95ºC 1 分の後、95ºC 15 秒、55ºC 15 秒、74ºC 45

秒を 40 サイクル施行するよう設定し、実施した。なお、real-time qRT-PCR による測定は同

一実験を 3 回以上施行した。 

 

DR5 阻害抗体を用いたDR5 阻害実験 

  24 穴プレートに 5x104個の細胞を撒き、24 時間培養後、TRAIL 1.0 ng/mL + IFN- 10 

IU/mLにDR5阻害抗体（Recombinant Human TRAIL R2/TNFRSF10B Fc Chimera Protein, R&D 

SYSTEME, MN, USA）（0、2.5、5、10 ng/mL）を含む新鮮培地に交換し、72 時間培養した

後にCoulter Counter-Z1 （Beckman Coulter）を用いて細胞数を測定した。 
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統計解析 

  全ての実験は、3 回以上繰り返し行った。同一実験を 6 回以上行っているものは、平

均値および標準誤差（SE）を算出して表記した。2 群間のデータの比較にはMann-Whitney’s 

U test を行った。3 群以上の比較にはKruskal-Wallis test を行い、有意差があった場合に

は、その後の検定として t 検定を用いた。なお、データの解析は統計ソフト SPSS (version 21: 

IBM, NY, USA) を使用した。 
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結果 

 

悪性神経膠腫細胞株に対する細胞増殖抑制効果 

  TRAIL 単剤、IFN-単剤、および TRAIL と IFN-併用による悪性神経膠腫に対する抗

腫瘍効果を評価するため、培地に各薬剤を添加し、72 時間後の細胞数を計測した。7 種類

全ての悪性神経膠腫細胞株において、TRAIL、IFN-ともに濃度依存的な細胞増殖抑制効果

を認めた（Figure 2）。 また、TRAIL 0〜1,000 ng/mL に IFN- 10 IU/mL を併用することに

より、A-172、AM-38、T98G、U-138MG、U-251MG においてTRAIL 単独と比較し、より

強い細胞増殖抑制効果を認めた。一方、U-87MGとYH-13ではTRAIL単剤群とTRAIL IFN-

併用群で有意な差を認めなかった（Figure 3）。 

  特にU-138MGは、IFN-10 IU/mL との併用時に、少量（0.1ならびに1 ng/mL）のTRAIL

において最も細胞増殖抑制効果が強く、上記方法でも記載したが以下の検討では同細胞株

を用いた。 

 

薬剤投与によるアポトーシス誘導の評価 

  悪性神経膠腫細胞株に対するTRAIL 単剤、IFN-単剤、およびTRAIL と IFN-の併用

によるアポトーシス誘導効果を評価するため、Annexin V およびPI による二重染色を行い、

染色される細胞の割合を FACS で評価した。両者に陽性となる細胞は後期アポトーシスま

たはネクローシスの状態にあると考えられている。なお、細胞株は、前述の細胞増殖抑制

実験において TRAIL と IFN-の併用によって顕著に細胞増殖抑制効果の増強を認めた

U-138MG を使用した。 

  U-138MG において、TRAIL 単独により 3.65±1.81%の細胞が、IFN-単独では 4.29±

1.13％の細胞がAnnexin V およびPI に陽性であったが、TRAIL と IFN-を併用すると、そ

の割合は 7.22±1.68%に増加した（Figure 4）。 
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Caspase 活性の評価 

  TRAIL 単剤、IFN-単剤、およびTRAIL と IFN-併用下における caspase の活性を検討

するために、U-138MG に各薬剤添加 24 時間後のCaspase 3、Caspase 8、Caspase 9 のタンパ

ク質発現をWestern blotting により解析した。 

  TRAIL、IFN-併用において、Caspase 3、Caspase 8 の切断（cleavage）が見られた。一

方、Caspase 9 に関しては各群間で差を認めなかった（Figure 5）。 

 

アポトーシス関連遺伝子の発現の評価 

  TRAIL と IFN-のクロストークを一部検証するために、IFN-による TRAIL 誘導アポ

トーシス関連遺伝子の変化を検討した。 

  培地に IFN- 10 IU/mL を添加し、4時間後のU-138MGにおけるDR4、DR5、Fas、c-FLIP、

p53、BaxのmRNA発現を real-time qRT-PCRにより解析した。IFN- 10 IU/mL により、p53、

Fas、DR5 の有意な発現亢進を認めた。一方、DR4、c-FLIP、Bax の mRNA 発現には変化

を認めなかった（Figure 6）。 

 

DR5 阻害抗体を用いた細胞増殖実験 

  TRAIL との結合によりアポトーシスを誘導する受容体は、DR4 と DR5 のみであるこ

とが知られている 16。上記検討では、IFN-によりDR4 の発現亢進は認められなかったが、

DR5 の発現の亢進が確認された。そこで、TRAIL と IFN-の併用における抗腫瘍効果の増

強には、DR5 が主に関わっていると考え、DR5 阻害抗体を加えて細胞増殖抑制効果を検討

した。 

  U138-MG を用いて、TRAIL 1.0 ng/mL と IFN-g/mLを培地に添加した 72 時間後

の生存細胞数と、DR5 阻害抗体（2.5、5、10 ng/mL）を加えた時の生存細胞数を比較した。

TRAIL と IFN-併用では、生存細胞は untreated に対して平均 39.4±10.4%であったのに対

し、DR5 阻害抗体（2.5、5、10 ng/mL）を加えた時には、それぞれ、平均 54.8±9.0%、77.4
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±8.5%、82.8±5.1%であり、DR5 阻害抗体は濃度依存的に有意に TRAIL、IFN-併用によ

る抗腫瘍効果を減弱させた（Figure 7）。 
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考察 

 

  TRAIL は腫瘍細胞に比較的特異的にアポトーシスを誘導するとされ 17, 18、副作用の少

ない抗腫瘍薬として臨床応用が期待されてきた 18。しかし、TRAIL が誘導するアポトーシ

スに抵抗性を示す腫瘍も存在し、悪性神経膠腫はその一つである 19。ただし、様々な検討

がなされており、他剤との併用や、放射線照射と組み合わせることによりTRAIL 誘導アポ

トーシスを増強したとの報告も散見される 21-25, 46。 

  今回、TRAIL が誘導するアポトーシスを増強させ得る薬剤として IFN-に注目した。

IFN-の効果は ISGs の発現によって調節されている 36。ISGs には Fas、TRAIL といった遺

伝子が含まれており、外因系アポトーシスとの関連が指摘されている 37。本研究では悪性

神経膠腫細胞株における、TRAIL と IFN-の併用による抗腫瘍効果を評価し、そのメカニ

ズムについても検討を行った。 

  まず、7 種類の悪性神経膠腫細胞株（A-172、AM-38、T-98G、U-87MG、U-138MG、

U-251MG、YH-13）に対するTRAIL 単剤、IFN-単剤、TRAIL と IFN-の併用による細胞

増殖抑制効果を検討した。7 種類全ての細胞株において、TRAIL、IFN-は濃度依存的な抗

腫瘍効果を示した。悪性神経膠腫細胞株における、IFN-による細胞増殖抑制効果は過去に

報告されているが 28、本実験においても矛盾のない結果が得られた。一方、細胞株におけ

るTRAIL の感受性に関しては様々な報告があり 47-49、見解の一致をみていない。今回の実

験では、細胞株間で効果に差はあるものの、全ての細胞株でTRAIL の濃度依存的に細胞増

殖抑制効果を認めた。また、A-172、AM-38、T98G、U-138MG、U-251MG においては、IFN-

とTRAILの併用により、単剤と比較し細胞増殖抑制効果の増強が認められた。過去に IFN-

とTRAIL の併用による抗腫瘍効果を検討した報告はなく、新しい知見であると考えている。

一方、7 種類のうち２種類の悪性神経膠腫細胞株、U-87MG と YH-13、では併用による細

胞増殖抑制効果の増強は認められなかった。今回の検討において、TRAIL と IFN-の併用

は、悪性神経膠腫に対して抗腫瘍効果を期待できる薬剤の組み合わせであると考えられた。
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今後は、現在の標準治療薬である TMZ との３剤併用による抗腫瘍効果の検討や、今回確

認されたIFN-とTRAILの併用に対する感受性の違いにおける背景などを解明することが

課題と考えている。 

  次に、アポトーシス誘導効果を評価するため、U-138MGを用いて、FACSによるAnnexin 

V および PI の二重染色と Western blotting によるタンパク質の発現解析を行った。TRAIL

と IFN-を併用した群では、TRAIL 単剤や IFN-単剤と比較しAnnexin V および PI 陽性細

胞の割合が増加し、後期アポトーシスもしくはネクローシスに陥っている細胞が増加して

いることが確認された。さらに、TRAIL と IFN-を併用した群では、外因系アポトーシス

に関与しているCaspase 8 とCaspase 3 の活性が亢進することが明らかになったが、内因系

アポトーシス経路に関与するCaspase 9 に関しては活性の亢進は認めなかった。TRAIL と

IFN-の併用による抗腫瘍効果として、外因系を介してアポトーシスの誘導が増強すると考

えられた。 

  悪性神経膠腫細胞株において、cisplatin などの白金製剤や、放射線照射がDR5 の発現

を亢進させるという報告がある 46,50。今回の実験で、IFN-によっても DR5 の発現が亢進

することが確認された。一方、同実験においてDR4 に関しては有意な発現亢進を認めなか

った。このことから、IFN-がTRAIL の受容体であるDR5 の発現を亢進させることにより

外因系アポトーシス誘導効果を増強させ、抗腫瘍効果を増強させることが示唆された。さ

らに、IFN-によるTRAIL 誘導アポトーシスの増強がDR5 の発現亢進に依存することを確

認するため、TRAIL、IFN-併用時に DR5 阻害抗体を追加し細胞増殖抑制実験を行った。

その結果、TRAIL と IFN-併用による細胞増殖抑制効果は、DR5 阻害抗体の濃度依存的に

有意に減弱した。このことより、TRAIL と IFN-の併用が悪性神経膠腫細胞株にアポトー

シスを誘導する過程において、DR5 の発現亢進が重要な役割を持つと考えられた。 

  悪性神経膠腫細胞株において、IFN-はp53の発現を亢進させることが知られている 9。

今回の実験においても p53 の発現亢進を認め、矛盾のない結果であった。p53 はDR5 の発

現を亢進させることが知られており 51、p53 の発現亢進がDR5 の発現亢進に寄与している
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可能性も考えられた。また、外因系アポトーシスを誘導する受容体の一つである Fas も、

IFN-により発現亢進を認めた。これらが TRAIL に IFN-を併用したことにより細胞増殖

抑制効果が増強したメカニズムの一部と考えられた。 

  一方、TRAIL がDR4 やDR5 に結合することにより活性化されるアポトーシスのカス

ケード において（Figure 1）、c-FLIP はCaspase 8 と競合し、FADD に結合することによっ

てアポトーシスを阻害することが知られている 52。c-FLIP は、腫瘍細胞において一定量発

現していると報告されている 52,53。そして、種々の薬剤を負荷することにより c-FLIP の発

現を低下させ、TRAIL によるアポトーシス誘導を増強させ得たという報告が散見される

52-56。そこで、IFN-投与によっても同様に c-FLIP の発現が低下するかを検討した。しかし、

今回の実験では IFN-投与による c-FLIP の有意な発現低下を認めなかった。今後の検討は

必要ではあるが、IFN-による c-FLIP の発現低下は否定的であることが示唆された。   

  今回の研究において、TRAIL と IFN-の併用投与は、悪性神経膠腫に対する新たな治

療戦略になり得ることが示唆された。しかし、各薬剤投与条件下での caspase 活性、アポ

トーシス関連遺伝子の発現、DR5 阻害抗体追加投与による細胞増殖抑制効果の変化に関し

ては U-138MG 以外の細胞で検討を行っておらず、他の細胞株においても同等の結果が得

られることを確認する必要がある。また、今後臨床応用を目指す上で、in vivo における抗

腫瘍効果に関しても検討を行う必要があると考えている。 
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まとめ 

 

  悪性神経膠腫細胞株において、IFN-が TRAIL の抗腫瘍効果を増強させることが示さ

れた。その作用機序のひとつとして、IFN-がDR5 の発現を亢進させることにより、TRAIL

誘導アポトーシスを増強させることが考えられた。TRAIL と IFN-の併用は、悪性神経膠

腫に対する新たな治療戦略になり得ることが示唆された。なお、本研究は悪性神経膠腫細

胞株を用いた in vitro の実験である。臨床応用に向けて、さらなるTRAIL の抗腫瘍効果の

検討、ならびに悪性神経膠腫に対する標準治療薬である TMZ との 3 剤併用における有効

性などを検討していく必要がある。また、in vivo な研究も必要不可欠であると考えている。 
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図・表 

Figure 1.  アポトーシス経路 

 

TRAIL が DR4 または DR5 に結合すると、受容体の細胞内ドメインに FADD と caspase 8

が結合し、caspase 8 が活性化される。活性化された caspase 8 は実行役の caspase 3 を活性

化し、アポトーシスを引き起こす。また、活性化された caspase 8 はBid を切断し、ミトコ

ンドリアからの cytochrome c の放出を引き起こす。それにより caspase 9 と下流の caspase 3

が活性化され、アポトーシスが誘導される経路も知られている。 

一方、c-FLIP は caspase 8 と競合し FADD に結合することによってアポトーシスを阻害す

る。 
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Figure 2.  TRAIL または IFN-単剤による細胞増殖抑制効果 

 

7 種類の悪性神経膠腫細胞株 （A-172、AM-38、T-98G、U-87MG、U-138MG、U-251MG、

YH-13）に、0〜1,000 ng/mL のTRAIL、または 0〜1,000 IU/mL の IFN-を培地に加え、細

胞増殖抑制効果を評価した。TRAIL（左図）、IFN-（右図）ともに、全ての細胞株におい

て、濃度依存的に細胞増殖抑制効果を認めた。なおデータは、平均±SE（標準誤差）とし

て示した。 
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Figure 3.  TRAIL、IFN-併用による細胞増殖抑制効果 

 

7 種類の悪性神経膠腫細胞株（A-172、AM-38、T-98G、U-87MG、U-138MG、U-251MG、

YH-13）に、0〜1,000 ng/mL のTRAIL および 10 IU/mL の IFN-を培地に添加し、細胞増殖

抑制効果を評価した。A-172、AM-38、T98G、U-138MG、U-251MG において、TRAIL 単

独投与と比較し、TRAIL、IFN-併用により細胞増殖抑制効果の増強を認めた。一方、

U-87MG とYH-13 ではTRAIL 単剤群とTRAIL IFN-併用群で有意な差を認めなかった。

なお、データは平均±SE（標準誤差）として示した。 
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Figure 4.  FACS によるアポトーシスの検出 

 

悪性神経膠腫細胞株U-138MG に対して、TRAIL 1.0 ng/mL 単独、IFN- 10 IU/mL 単独、

およびTRAIL 1.0 ng/mL と IFN- 10 IU/mL の併用を行った後、Annexin V および PI に染色

される細胞の割合を FACS で評価した。 

U-138MG において、TRAIL 単独により 3.65±1.81%の細胞が、IFN-単独では 4.29±1.13％

の細胞がAnnexin V および PI に陽性であったが、TRAIL と IFN-を併用すると、その割合

は 7.22±1.68%に増加した。上記図は、ある１回の FACS を提示している。 
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Figure 5.  Western blotting による caspase 活性の評価 

 

培地に TRAIL 単剤、IFN-単剤、および TRAIL と IFN-併用添加 24 時間後における

U-138MG の、Caspase 8、Caspase 3、Caspase 9 の発現をWestern blotting により解析した。 

TRAIL、IFN-併用群において、Caspase 8、Caspase 3 の切断（cleavage）が見られた。しか

し、Caspase 9 に関しては各群間で差を認めなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

cleaved caspase 8 

β-actin 

procaspase 8 

cleaved caspase 8 43 kDa 

18 kDa 

57 kDa 

β-actin 

procaspase 3 

cleaved caspase 3 

β-actin 

procaspase 9 

TRAIL  

TRAIL
+IF

N-β  

IF
N-β  

Untre
ate

d  

30 kDa 

17 kDa 

47 kDa 

42 kDa 

42 kDa 

42 kDa 

cleaved caspase 9 37 kDa 



 25

Figure 6.  Real-time qRT-PCR によるアポトーシス関連遺伝子のmRNA 発現解析 

 

IFN-添加後のU-138MGにおけるDR4、DR5、Fas、c-FLIP、p53、BaxのmRNA発現をreal-time 

qRT-PCR により解析した。IFN-群において、DR5、Fas、p53 の有意な発現亢進を認めた。

なおデータは、平均+SE（標準誤差）として示した。 
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Figure 7.  DR5 阻害による細胞増殖実験 

 

悪性神経膠腫細胞株における、TRAIL と IFN-併用による細胞増殖抑制効果がDR5 の発現

に依存することを確認するため、DR5 阻害抗体を用いた実験を行った。DR5 阻害抗体は単

独ではU138MG 細胞株に有意な影響を与えず、TRAIL と IFN-の併用は有意な細胞増殖抑

制効果を示した。DR5 阻害抗体は、濃度依存的にその細胞増殖抑制効果を有意に減弱させ

た。図表中のデータは平均+SE（標準誤差）として示した。 
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