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Recent research has revealed that glioblastoma (GBM) avoids the immune system via strong expression
of indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1). IDO1, an enzyme involved in tryptophan metabolism, is now
proposed as a new target in GBM treatment, since several reports have demonstrated that IDO1
expression is related to GBM malignancy. On the other hand, it is well known that glioma stem cells
(GSCs) are strongly related to the malignancy of GBM. However, there is as yet no report evaluating the
relationship between GSCs and IDO1. We therefore examined the expression levels of IDO1 in GSCs in
order to identify a new therapeutic target for GBM based on the immune systems of GSCs. In the present
study, we employed human GBM cell lines (U-138MG, U-251MG) and patient-derived GSC model cell
lines (0125-GSC, 0222-GSC). GSC model cell lines Rev-U-138MG and Rev-U-251MG were established by
culturing U-138MG and U-251MG in serum-free media, while differentiated GBM model cell lines 0125-
DGC and 0222-DGC were established by culturing 0125-GSC and 0222-GSC in serum-containing media.
The expression levels of stem cell markers (Nanog, Nestin, Oct4 and Sox2) and IDO1 protein and mRNA
were determined. Rev-U-138MG and Rev-U-251MG formed spheres and their expression levels of stem
cell markers were increased as compared to U-138MG and U-251MG. On the other hand, 0125-DGC and
0222-DGC suffered breakdown of sphere formation, despite the original 0125-GSC and 0222-GSC
forming spheres, and their expression levels of the markers were decreased. IDO1 expressions were
strongly recognized in Rev-U-138MG, Rev-U-251MG, 0125-GSC and 0222-GSC as compared to U-138MG,
U-251MG, 0125-DGC and 0222-DGC. These findings demonstrate that GSCs exhibit treatment resistance
with immunosuppression via high expression levels of IDO1, and could represent a novel target for GBM
treatment.
© 2020 The Author(s). Published by Elsevier Inc. This is an open access article under the CC BY license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
1. Introduction

Glioblastoma(GBM)isthemostcommonandlethalbraintumorin
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lowedbyradiationtherapyandchemotherapy,orintegrationofnovel
therapies,suchasmolecularlytargetedagents,angiogenesisinhibitors,
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featuresisstillneeded.
Recently, the effectiveness of several immunotherapies has been

reported to provide a new adjuvant approach for GBM treatment.
GBM suppresses autoimmunity via immune checkpoint blockade,
such as programmed cell death 1 (PD-1), programmed death-
ligand 1 (PD-L1) and cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
(CTLA-4), or enzyme expression such as of indoleamine 2,3-
dioxygenase 1 (IDO1) and tryptophan 2,3-dioxygenase 2 [4e6].
Among these factors, IDO1, the rate-limiting enzyme for trypto-
phan (Trp) metabolism, may be involved in the ability of GBM cells
to escape from immune surveillance, and show immunosuppres-
sive function [7e9]. Trp is metabolized to kynurenine by IDO1, and
its metabolism results in anergy of effector T cells, while simulta-
neously fostering maturation and activation of regulatory T cells,
and contributing to an immune tolerant environment [10]. Several
studies have examined the therapeutic effectiveness of IDO1 in-
hibitors for cancer, and the possibility has been suggested that IDO1
inhibitors could be used with anticancer drugs [11].

The effectiveness of immunotherapy via IDO1 inhibitors has
already been described in amouse gliomamodel [12]. Mitsuka et al.
reported high expression of IDO1 in human GBM, especially sec-
ondary GBM tissue [13], while Hanihara et al. observed a synergistic
antitumor effect of IDO1 inhibition with temozolomide (TMZ), a
standard chemotherapeutic drug for GBM, in a mouse glioma
model [7]. Also, the effectiveness of combined therapy involving
radiation therapy with IDO1 inhibitor has been demonstrated in a
mouse glioma model [14]. Thus, IDO1 is of interest as a key enzyme
for immunotherapy in GBM, although only a few reports have
discussed the relation between GSCs and IDO1.

Kesarwani et al. demonstrated that IDO1 accumulates more in
GBM than in low-grade glioma [14], but its levels of accumulation
in GSCs still remain to be investigated. We hypothesize that IDO1
accumulates more in GSCs rather than differentiated glioma cells,
and up-regulations of Trp metabolism due to IDO1 in GSCs could
represent a new target for GBM therapy. In the present study, we
examined the differences in expression level of IDO1 between GSCs
and differentiated glioma cells, while searching for a new thera-
peutic target for GBM based on the immune systems of GSCs,
employing human GBM cell lines.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

The human GBM cell lines U-138MG and U-251MG (purchased
from Health Science Research Resources Bank, Sennan, Osaka,
Japan) and patient-derived GSC model cell lines 0125-GSC and
0222-GSC were used in the present study. 0125-GSC and 0222-GSC
were kindly provided by Dr. Atsushi Natsume and Dr. Toshihiko
Wakabayashi, Department of Neurosurgery, Nagoya University
School of Medicine (Nagoya, Japan). We examined the detailed
features of 0125-GSC and 0222-GSC described previously [15], and
applied in several past studies [3,16]. U-138MG and U-251MG were
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Nissui Pharma-
ceutical, Tokyo, Japan) containing 10% fetal bovine serum (FBS) (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) [17,18]. 0125-GSC and 0222-
GSC were cultured in serum-free media, which were composed of
serum-free neurobasal media (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
comprising N2 and B27 supplements (Invitrogen), human recom-
binant basic fibroblast growth factor (bFGF; R&D Systems, Minne-
apolis, MN, USA), and epidermal growth factor (EGF; R&D Systems).

2.2. Protein expressions

We analyzed the protein expressions of Nanog, Nestin, Oct4,
Sox2, and IDO1 in the cell lines by Western blotting (WB). Nanog,
Nestin, Oct4 and Sox2 were employed as neural stem cell markers
[19e22]. WB was carried out with soluble protein lysates which
were prepared from 1 � 107 cells using RIPA buffer (Wako Pure
Chemical, Tokyo, Japan) supplemented with protease inhibitor
complex mix (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). After
determination of the protein contents with a Pierce BCA protein
assay kit (Thermo Fisher Scientific, IL, USA), 50 mg proteins were
electrophoresed on 12% polyacrylamide gel (TEFCO, Tokyo, Japan).
The separated proteins were transferred onto nitrocellulose
membranes (GE Healthcare, Tokyo, Japan) for 30 min at 15 V
employing Bio-Rad transblot (Bio-Rad Laboratories, Franklin Lakes,
NJ, USA). The non-specific binding of the transferred membranes
was blocked with 1% skimmed milk dissolved in washing buffer
(PBS (-) þ 0.1% Tween-20) for 60 min at room temperature. The
primary antibodies used for WB were all specific monoclonal an-
tibodies and were treated for 24 h at 4

̊

C. Primary antibodies were
purchased from abcam (Tokyo, Japan). Beta-actin was employed as
a housekeeping control protein. The secondary antibody was anti-
mouse IgG-HRP conjugate (abcam, Tokyo, Japan) and was treated
for 60 min at room temperature. The band patterns were analyzed
by LAS-4000 (GE Health, Buckinghamshire, UK) after treatment
with ECL prime WB detection reagent (GE Healthcare, Buck-
inghamshire, UK).

2.3. mRNA expressions

We analyzed the mRNA expressions of Nanog, Nestin, Sox2 and
IDO1 in the cell lines based on the quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR). An RNeasy Mini kit (Qiagen
Inc., Valencia, CA, USA) was employed for the extraction of mRNA.
After determination of the RNA contents with NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific, IL, USA), the mRNA expression levels were
analyzed by the RT-PCR with SYBR-Green Realtime PCR Master Mix
(TOYOBO, Osaka, Japan) using a StepOne Real-time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The total RNA was
extracted from 1 � 106 cells, and the RT-PCR was carried out with a
volume of 20 ml according to the manufacturer’s protocol using the
SYBR-Green Realtime PCR Master Mix. Amplification was per-
formed by initial denaturing at 90

̊

C for 30 s, reverse transcription at
61

̊

C for 20min, and a second denaturing at 95

̊

C for 1min, followed
by 45 cycles of extension at 95 C for 15 s, 55 C for 15 s, and 74 C for
45 s. The housekeeping gene glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase (GAPDH) was employed as the control. All primers were
synthesized by Operon (Tokyo, Japan). The expression levels of
mRNA were calculated employing the following equations by
comparing the threshold cycles (CT): DCT¼ CTof target gene - CTof
GAPDH,DDCT¼ DCT (target cell line) -DCT (reference cell line), and
ratio ¼ 2-DDCT [23].

2.4. Statistical evaluations

Statistical analyses were performed using the unpaired, Stu-
dent’s t-test. The statistical software IBM SPSS Statistics version
21.0 (International Business Machines Corp., Armonk, NY, USA) was
employed for the data analysis, and all quantitative data are pre-
sented as the means ± SE. p-Values of less than 0.05 were consid-
ered as statistically significant.

3. Results

3.1. GBM cell lines acquire stem-like cell features after culture in
serum-free media

Initially, we established the GSC model cell lines Rev-U-138MG
̊ ̊ ̊
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and Rev-U-251MG from the human GBM cell lines U-138MG and U-
251MG by applying the procedures below. Rev-U-138MG and Rev-
U-251MG were established by culturing U-138MG and U-251MG
cells in serum-free media for 2 weeks [24]. We had shown previ-
ously that a human GBM cell line could regain the features of GSCs
in terms of its morphology and up-regulation of CD133 expression
when cultured in a serum-free medium [24]. As regards their
morphological features, U-138MG and U-251MG cells were scat-
tered and adherent within the serum-containing medium (Fig. 1a
and b), whereas Rev-U-138MG and Rev-U-251MG cells formed
spheres following culture in serum-free medium (Fig. 1c and d). In
contrast, the GSC cell lines 0125-GSC and 0222-GSC originally un-
derwent sphere formation (Fig. 1e and f), but these cells suffered
breakdown of sphere formation and became adherent when
cultured in serum-containing media (Fig. 1g and h). We designated
these cell lines, made by culturing 0125-GSC and 0222-GSC in
serum-containing media for 2 weeks, as 0125-DGC and 0222-DGC.

Next, to verify whether these established GSC model cell lines
(Rev-U-138MG and Rev-U-251MG) demonstrate stem-like cell
features, we examined the protein expressions of neural stem cell
markers. Furthermore, to evaluate whether the patient-derived
GSC cell lines (0125-GSC and 0222-GSC) lose their stem-like cell
features, we again examined the same protein expressions. The
expression levels of Nanog, Nestin, Oct4 and Sox2, which are
commonmarkers of neural stem cells, in U-138MG, U-251MG, Rev-
U-138MG, Rev-U-251MG, 0125-GSC, 0222-GSC, 0125-DGC and
0222-DGC, were determined by WB. The protein expressions of
Nanog, Nestin, Oct4 and Sox2 in Rev-U-138MG and ReveU-251MG
were increased as compared to their levels in U-138MG and U-
251MG (left half of Fig. 2a). On the other hand, the expressions in
0125-DGC and 0222-DGC were decreased as compared to their
levels in 0125-GSC and 0222-GSC (right half of Fig. 2a).

To confirm these results, the mRNA expressions of Nanog, Nestin,
Fig. 1. Comparative morphological changes between glioblastoma cell lines and glioma stem
U-251MG (b) were scattered and adherent in the serum-containing medium. Rev-U-138M
serum-free media for 2 weeks, formed spheres. Scale bar ¼ 100 mm. e-h. Patient-derived gl
serum-free media. 0125-DGC (g) and 0222-DGC (h), established by culturing 0125-GSC and
formation and became adherent. Scale bar ¼ 100 mm. i. Schema illustrating the relationshi
and Sox2 in U-251MG, Rev-U-251MG, 0125-GSC and 0125-DGC
were measured by using the RT-PCR. The mRNA expression of
Nanog in Rev-U-251MG increased to 1.23± 0.05 fold as compared to
the expression in U-251MG (p < 0.01; Fig. 2b left). The mRNA
expression of Nestin in Rev-U-251MG increased to 5.26 ± 0.42 fold
as compared to the expression in U-251MG (p < 0.01; Fig. 2b cen-
ter). Also, the mRNA expression of Sox2 in Rev-U-251MG increased
to 5.58 ± 1.50 fold as compared to the expression in U-251MG
(p < 0.01; Fig. 2b right). On the other hand, the mRNA expression of
Nanog in 0125-DGC decreased to 0.72 ± 0.01 fold as compared to
the expression in 0125-GSC (p < 0.01; Fig. 2c left). The mRNA
expression of Nestin in 0125-DGC decreased to 0.52 ± 0.06 fold as
compared to the expression in 0125-GSC (p < 0.01; Fig. 2c center).
The mRNA expression of Sox2 in 0125-DGC decreased to 0.19 ± 0.02
fold as compared to the expression in 0125-GSC (p < 0.01; Fig. 2c
right). These findings confirmed that GSCs and differentiated GBM
cells could interconvert between each other.

3.2. GSC cell lines show high expression levels of IDO1

To evaluate the differences in immune system between the GSCs
and differentiated glioma cells, the protein expressions of IDO1 in
U-138MG, U-251MG, Rev-U-138MG, Rev-U-251MG, 0125-GSC,
0222-GSC, 0125-DGC and 0222-DGC were determined by WB. The
protein expressions of IDO1 in Rev-U-138MG and Rev-U-251MG
were increased as compared to their levels in U-138MG and U-
251MG (left half of Fig. 3a). On the other hand, the protein ex-
pressions of IDO1 in 0125-DGC and 0222-DGC were decreased as
compared to their levels in 0125-GSC and 0222-GSC (right half of
Fig. 3a).

Next, to confirm these results, we examined the mRNA ex-
pressions of IDO1 in U-251MG, Rev-U-251MG, 0125-GSC and 0125-
DGC by using the RT-PCR. The mRNA expression of IDO1 in Rev-U-
-like cell model cell lines observed under the microscope (x 100). a-d. U-138MG (a) and
G (c) and Rev-U-251MG (d), established by culturing U-138MG and U-251MG cells in
ioma stem-like cell model cell lines 0125-GSC (e) and 0222-GSC (f) formed spheres in
0222-GSC cells in serum-containing media for 2 weeks, suffered breakdown of sphere
p between cell lines and states of cell differentiation.



Fig. 2. a. Protein expressions of Nanog, Nestin, Oct4 and Sox2 in U-138MG (U138), Rev-U-138MG (Rev-U138), U-251MG (U251), Rev-U-251MG (Rev-U251), 0125-GSC (0125GSC),
0125-DGC (0125DGC), 0222-GSC (0222GSC) and 0222-DGC (0222DGC) analyzed by Western blotting. b, c. mRNA expressions of Nanog, Nestin and Sox2 in U251, Rev-U251, 0125GSC
and 0125DGC analyzed by the RT-PCR (n ¼ 6). *, p < 0.01.

Fig. 3. a. Protein expressions of IDO1 in U138, Rev-U138, U251, Rev-U251, 0125GSC, 0125DGC, 0222GSC and 0222DGC analyzed byWestern blotting. b, c.mRNA expressions of IDO1
in U251, Rev-U251, 0125GSC and 0125DGC analyzed by the RT-PCR (n ¼ 6). *, p < 0.01.
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251MG increased to 3.55 ± 0.09 fold as compared to the expression
in U-251MG (p < 0.01; Fig. 3b). On the other hand, the mRNA
expression of IDO1 in 0125-DGC decreased to 0.64 ± 0.02 fold as
compared to the expression in 0125-GSC (p < 0.01; Fig. 3c). These
findings suggested that IDO1 expressions are unregulated in GSCs
rather than differentiated GBM cells.
3.3. IFN-b suppressed stemness features but stimulates expression
levels of IDO1

We demonstrated previously that interferon-beta (IFN-b) could
suppress the acquisition of undifferentiated features in GBM cell
lines. We therefore attempted to determine whether this IFN-b
function could exert suppressive effects on the expression of IDO1
in GSCs. We respectively administered 10 IU/ml of IFN-b (Toray
Industries, Tokyo, Japan) to the serum-free medium in which Rev-
U-138MG, Rev-U-251MG, GSC-0125 and GSC-0222 were cultured.
These cells were then harvested using trypsin-EDTA solution at 4 h.
The protein expressions of Nanog, Nestin, Sox2 and IDO1 in the
treated and untreated Rev-U138MG, Rev-U-251MG, GSC-0125 and
GSC-0222 were determined by WB. As expected, the protein ex-
pressions of Nanog, Nestin and Sox2 in treated Rev-U-138MG, Rev-
U-251MG, GSC-0125 and GSC-0222 were decreased as compared to
the expressions in untreated cell lines. However, the protein ex-
pressions of IDO1 in treated Rev-U-138MG, Rev-U-251MG, GSC-
0125 and GSC-0222 were increased as compared to the expres-
sions in untreated cell lines (Fig. 4a). Similar results, such as an
increased protein expression of IDO1, were also identified in U-
251MG and 0125-DGC, when cell of these cell lines were treated
Fig. 4. a. Protein expressions of Nanog, Nestin, Sox2 and IDO1 in Rev-U138, Rev-U251, GSC01
0125GSC þ IFN and 0222GSC þ IFN) analyzed by Western blotting. b. Protein expressions
0125DGC þ IFN). c, d. mRNA expressions of Nanog and IDO1 in Rev-U251, 0125GSC, Rev-U25
cells were treated with 10 IU/ml of IFN-b and harvested after 4 h *, p < 0.01.
with 10 IU/ml of IFN-b (Fig. 4b).
Next, to confirm these results, the mRNA expressions of Nanog

and IDO1 in the treated (10 IU/ml IFN-b) Rev-U-251MG and 0125-
GSC cells were measured by using the RT-PCR and compared to
the levels in the untreated Rev-U-251MG and 0125-GSC cells. The
mRNA expression of Nanog in treated Rev-U-251MG and 0125-GSC
decreased to 0.70 ± 0.02 fold (p < 0.01) and 0.84 ± 0.01 fold
(p < 0.01) as compared to the expression in untreated Rev-U-
251MG and 0125-GSC (Fig. 4c). On the other hand, the mRNA
expression of IDO1 in treated Rev-U-251MG and 0125-GSC
increased to 13.62 ± 1.88 fold (p < 0.01) and 4.47 ± 0.36 fold
(p < 0.01) as compared to the expression in untreated Rev-U-
251MG and 0125-GSC (Fig. 4d). These findings suggest that IFN-b
exerts two contrary effects on GBM which involve suppression of
stemness features and stimulation of IDO1 expression, and the
latter effects exceed the former effect.
4. Discussion

IDO1, the rate-limiting enzyme for Trp metabolism, plays a role
in assisting malignant glioma cells to escape from immune sur-
veillance, and causes treatment resistance [7,25]. Moreover, GSCs
are considered to be a major factor contributing to the malignancy
of GBM. Much research has been carried out on individual GSCs and
IDO1, but there is as yet no report on the detailed relation between
them. This is the first report to clarify the relationship between
GSCs and IDO1.

In the present study, it was demonstrated that the GBM cell lines
U-138MG and U-251MG formed spheres with increased levels of
25, GSC0222, and these cell lines with IFN-b treatment (Rev-U138þIFN, Rev-U251þIFN,
of IDO1 in U251, 0125DGC, and these cell lines with IFN-b treatment (U251þIFN and
1þIFN and 0125GSC þ IFN analyzed by the RT-PCR (n ¼ 6). Rev-U-251MG and 0125GSC
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Nanog, Nestin, and Oct4 mRNA and Nanog, Nestin, OCT4, and Sox2
protein expression, when cultured in serum-free medium (we
designated them as Rev-U-138 and Rev-U-251MG). Also, the
expression levels of IDO1mRNA and IDO1 proteinwere increased in
Rev-U-138MG and Rev-U-251MG. As described above, we previ-
ously found that human GBM cell lines regain the features of GSCs
such as sphere formation and up-regulation of CD133 expression
when cultured in serum-free medium [24]. Furthermore, Qiang
et al. demonstrated that U-251MG expressed the neural stem
markers CD133 and Nestin, whereas a lack of neuronal and astro-
cyte marker microtubule-associated protein 2, b-III tubulin and
glial fibrillary acid protein was noted following culture in serum-
free medium [19]. On this basis, we regarded Rev-U-138MG and
Rev-U-251MG as cell lines of glioma stem-like cells and employed
them as materials to evaluate the features of GSCs. We also added
the patient-derived GSC cell lines, 0125-GSC and 0222-GSC, to
these established GSC model cell lines and examined their
expression levels of IDO1 in order to elucidate their immune
systems.

Firstly, we clearly confirmed the interconversion between GSCs
and normal/differentiated GBM cells, justifying the use of both cell
lines. Next, we demonstrated that the expression levels of IDO1, in
terms of both mRNA level and protein level, were elevated in the
GSC model cell lines as expected. On the other hand, it was
confirmed that the expression levels of IDO1 in the patient-derived
GSC cell lines were reduced according to the differentiation.
Elevation of IDO1 levels in GSCs means that the cells can escape
from immune surveillance while producing more IDO1, and this
may be strongly related to the malignancy of GBM [7e9]. Such
findings are consistent with past research demonstrating that IDO1
rose in malignant gliomas [13,14]. Since IDO1 is highly expressed in
malignant gliomas, a novel therapeutic strategy via IDO1 inhibitor
has been anticipated for targeting more aggressive and/or high-
grade malignant gliomas [14]. Furthermore, since the present
study revealed that IDO1 is also highly expressed in GSCs, treat-
ment with IDO1 inhibitor could be additionally expected to serve as
a treatment for targeting GSCs, such as in post-operative GBM,
because GSCs play an important role in GBM recurrence.

In the present study, we examined the effect of IFN-bwhich has
been used as a drug for glioma treatment. As shown by us previ-
ously [24], IFN-b can suppress the acquisition of undifferentiated
features in human GBM cell lines. We attempted to determine
whether this IFN-b function could exert suppressive effects on the
expression of IDO1 in GSCs. In fact, it increased the IDO1 expression
in GSCs model cell lines, contrary to expectations. It is well known
that interferon-gamma (IFN-g) can raise the level of IDO1
[14,26e28]. There are also studies demonstrating that IFN-b me-
diates IDO1, rather than IFN-g, in astrocytes [29]. Several receptor/
ligand signaling pathways upstream to the transcription factors
that can regulate IDO1 expression, including IFN-b, have been re-
ported [30]. In the present study, increased levels of IDO1 following
IFN-b treatment were found not only in GSC cell lines but also in U-
251MG or 0125DGC, and this effect of IFN-bwas strongly expressed.
If we regard this negative side effect as having appeared more
strongly than the expected effect, such results can be considered
acceptable. Evidence for the effectiveness of IFN-b administration
in GBM therapy has not been reported from phase III randomized
control studies. However, there have been many investigations
demonstrating an anti-tumor effect of IFN-b or a synergistic anti-
tumor effect between TMZ and IFN-b [17,19,31,32]. There is a pos-
sibility that we could develop new combination therapies,
assuming the fact that IFN-b works in a negative direction for tu-
mor immunotherapy via expression of IDO1. If we could suppress
this negative side effect by employing a combination with some
immunosuppressive drug, we might expect that the original IFN-b
effect could be demonstrated more strongly.
In conclusion, the expression of IDO1, which contributes to

treatment resistance in GBM via immunosuppression, was shown
to be elevated in GSCs as compared to normal GBM cells. IDO1 is
therefore considered to be a valuable and important target when
developing a novel effective therapy in GBM.
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論文和文要約 

表題：Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 is highly expressed in glioma stem cells 
外科系脳神経外科学専攻 小澤祥成 

 

概要 

  最近の研究で、膠芽腫は indoleamine 2,3-dioxygenase 1（IDO1）を強く発現することにより、抗腫瘍免

疫を回避していることが明らかになった。IDO1 はトリプトファン代謝に関わる酵素であり、IDO1 の発

現が膠芽腫の悪性度に関与しているという報告もある。このため IDO1は膠芽腫の新たな治療標的として

注目されている。また、神経膠腫幹細胞も膠芽腫の悪性度と関連していることが示されているが、神経膠

腫幹細胞と IDO1の関係についての報告はまだない。そこで我々は、神経膠腫幹細胞の抗腫瘍免疫システ

ムを標的とした膠芽腫の新たな治療法開発に向けて、神経膠腫幹細胞における IDO1 の発現を検討した。

本研究ではヒト膠芽腫細胞株（U-138MG、U-251MG）、及び患者由来の神経膠腫幹細胞モデル細胞株（0125-

GSC、0222-GSC）を使用した。また、U-138MG及び U-251MGを無血清培地で培養することで神経膠腫

幹細胞のモデル細胞株 Rev-U-138MG、Rev-U-251MGを新たに樹立した。さらに 0125-GSC及び 0222-GSC

を血清培地で培養することで、分化した膠芽腫細胞株 0125-DGC、0222-DGCを樹立して使用した。ヒト

膠芽腫細胞株は無血清培地で培養することで浮遊細胞塊を形成した。反対に、患者由来の神経膠腫幹細

胞株を血清培地で培養すると、浮遊細胞塊が解消され接着した。各細胞株について幹細胞マーカー（Nanog、

Nestin、sex determining region Y-box2（Sox2）、octamer-binding transcription fancot4（Oct4））、及び IDO1の

蛋白質と messenger RNA（mRNA）の発現を解析したところ、Rev-U-138MG、Rev-U-251MGは U-138MG、

U-251MG と比較して幹細胞マーカーを強く発現していた。また、0125-DGC、0222-DGC は 0125-GSC、

0222-GSC と比較して幹細胞マーカーの発現が減弱した。さらに、Rev-U-138MG、Rev-U-251MG、0125-

GSC、0222-GSCにおける IDO1の発現は U-138MG、U-251MG、0125-DGC、0222-DGCと比較して増強し

ていた。これらの結果から、神経膠腫幹細胞は抗腫瘍免疫抑制による治療抵抗性に関与する IDO1をより

強く発現することが明らかとなり、IDO1が膠芽腫に対する新たな治療標的になり得ることが示唆された。 

1. 初めに 

  膠芽腫は成人における原発性悪性脳腫瘍の中で最も頻度が高く、最も予後の悪い疾患である。膠芽

腫に対する治療として、外科的切除および放射線化学療法による後療法が標準治療として行われている

が、その予後は極めて悪く、分子標的薬や血管新生阻害薬などを含む様々な新規治療薬の効果が検討さ

れてきたものの、その予後を改善するには至っていない[1, 2, 3]。そのため、膠芽腫に対する新たな治療

法を確立することが必要である。近年、がん幹細胞の一種である神経膠腫幹細胞が悪性度の高い膠芽腫

により多く存在していることが明らかにされた[4]。膠芽腫は浸潤性の腫瘍であり、根治切除は困難であ

る[5]。そのため、手術後の補助療法が必須となる。しかし、膠芽腫は放射線化学療法に対して抵抗性を

示し、その治療抵抗性に神経膠腫幹細胞が関与している。また根治切除が困難であるため、治療後の再発

が多く、再発にも神経膠腫幹細胞が関与している[5, 6]。神経膠腫幹細胞は、微小環境に応じて、分化し

た膠芽腫細胞を含む様々な細胞に分化すると考えられている。さらに神経膠腫幹細胞と膠芽腫細胞は互

いに変化しあうことを示した報告もある[7]。膠芽腫に対する新たな治療法を検討するうえでは、膠芽腫

細胞だけでなく、神経膠腫幹細胞も対象とすることが重要であり、より詳細な特徴を明らかにする必要

がある。 



  近年、いくつかの免疫療法が膠芽腫の新たな治療法として期待されている。膠芽腫は programmed cell 

death 1（PD-１）や、programmed death-ligand 1（PD-L1）、cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4（CTLA-

4）などによる免疫チェックポイントの抑制や、IDO1、tryptophan 2,3-dioxygenase 2 (TDO2)などの酵素を

発現することで T細胞を抑制している[8, 9, 10]。中でも、トリプトファン代謝の律速酵素である IDO1は、

膠芽腫細胞における抗腫瘍免疫の逃避に関与している可能性が示唆されている。トリプトファンは IDO1

によってキヌレニンに代謝され、エフェクターT細胞の不活性化をもたらし、制御性 T細胞を成熟、活性

化させることで免疫寛容に寄与している[11]。IDO1 阻害剤の抗腫瘍効果を示した報告もなされており、

IDO1阻害薬が抗がん剤として使用される可能性が示唆されている[12]。 

  IDO1阻害薬による免疫療法の有効性は既にマウスの膠芽腫モデルで報告されており、膠芽腫におい

て IDO1が強く発現していることを示した報告もある[13]。また、マウスの膠芽腫モデルで、膠芽腫の標

準化学療法薬であるテモゾロミドと IDO1阻害薬の併用効果を示した報告もなされている[14]。このよう

に IDO1 は膠芽腫の免疫療法を考えるうえで重要な酵素として注目されているが、神経膠腫幹細胞と

IDO1の関係については殆ど調べられていない。 

  IDO1は悪性度の低い神経膠腫よりも、悪性度の高い神経膠腫や膠芽腫においてより強く発現してい

ることを示した報告もあるが、神経膠腫幹細胞における IDO1 の発現については明らかになされていな

い。我々は、神経膠腫幹細胞が、分化した神経膠腫細胞よりも IDO1を強く発現しており、より強く抗腫

瘍免疫を抑制していると考え、本研究において神経膠腫幹細胞と膠芽腫細胞における IDO1の発現レベル

の違いについて検討を行った。 

2. 材料と方法 

2.1. 細胞培養 

  ヒト膠芽腫細胞株である U-138MG、U-251MG、及び患者由来の神経膠腫幹細胞株の 0125-GSC、0222-

GSCを使用した。0125-GSC、0222-GSCは名古屋大学医学部脳神経外科の夏目敦至先生、及び若林俊彦先

生により樹立された患者由来の神経膠腫幹細胞株であり、過去に複数の研究で使用されている[7, 15, 16, 

17]。U-138MG、U-251MGは 10％のウシ胎児血清を含むダルベッコ改変イーグル培地（以下、血清培地）

で培養した[18]。0125-GSC、0222-GSCの培養には、N2サプリメント（0.25%）、B27サプリメント（1%）、

ヒト組換え塩基性線維芽細胞成長因子（bFGF; 20 ng/mL）、上皮成長因子（EGF; 20 ng/mL）、L-glutamine

（0.5 mM）を加えた無血清の Neurobasal培地（以下、無血清培地）を使用した[7]。 

  また、ヒト膠芽腫細胞株である U-138MG、U-251MGを無血清培地で 2週間培養することで、新たに

Rev-U-138MG、Rev-U-251MGを樹立した。さらに、神経膠腫幹細胞株である 0125-GSC、0222-GSCを血

清培地で培養することで 0125-DGC、0222-DGCを新たに樹立した。 

  インターフェロンベータ（IFN-β）添加による実験は、無血清培地に IFN-βを 10 IU/mL添加した状態

で細胞を 7日間培養した後に行った[7]。 

2.2. 蛋白質の発現解析 

各細胞株について神経幹細胞マーカー及び IDO1の蛋白質の発現をウエスタンブロット法（WB法）で解

析した。1 ×107個の細胞に、蛋白分解酵素阻害剤を添加した RIPAバッファーを加えて蛋白質を回収した。

BCA 蛋白アッセイキットで蛋白濃度を測定した後に、50 μg の蛋白質を 12%ポリアクリルアミドゲルで

電気泳動した。分離した蛋白質は Bio-Radトランスブロットを用いて 15 V、30分間でニトロセルロース

膜に転写した。転写された膜の非特異的な結合は洗浄緩衝液に 1％のスキムミルクを加え、室温で 60 分



間ブロックした。一次抗体は神経幹細胞マーカーの、Nanog、Nestin、Oct4、Sox2を使用し[19, 20, 21]、

ハウスキーピング蛋白として β アクチンを使用した。一次抗体はすべて特異的モノクローナル抗体によ

り、4℃で 24時間処理した。二次抗体は抗マウス IgG-HRP抗体を使用し、室温で 60分間処理した。バン

ドパターンは ECL prime WB detection reagentで処理した後 LAS-4000で解析した。 

2.3. mRNAの発現解析 

  各細胞株について Nanog、Nestin、Sox2、及び IDO1の mRNAの発現を reverse transcription polymerase 

chain reaction法 （RT-PCR法）により解析した。1×106個の細胞から RNeasy MINI kitを用いて mRNAを

抽出し、NanoDropで RNA量を測定した後に、StepOne Real-time PCR Systemを用いて解析した。SYBR-

Green Realtime PCR Master Mixを加えて 20 μLとし、増幅は 45サイクル行った。コントロールにはハウ

スキーピング遺伝子である GAPDH を用いた。プライマーは過去の報告で使用された配列を参考にして

作成した[7, 22, 23]。mRNAの発現量は ΔΔCT法を用いて算出した。 

2.4. 神経膠腫幹細胞の IFN-β添加による IDO1の発現解析 

神経膠腫幹細胞である Rev-U-138MG、Rev-U-251MG、GSC-0125、GSC-0222 に対して通常の無血清

培地に IFN-βを添加し、IFN-βで処理した細胞群と、未処理の細胞群で Nanog、Nestin、Sox2と IDO1の

蛋白発現を WB 法で評価した。また Rev-U-251MG、0125-GSC において同様に無血清培地に IFN-β を添

加し、Nanog、IDO1の mRNAの発現を RT-PCR法で測定した。 

2.5. 統計解析 

  統計は Student‘s t-testを用いた。統計ソフトには IBM SPSS Statistics version 21.0を使用し、全てのデ

ータは平均値と標準誤差で示した。p値が 0.05未満の場合を統計学的に有意とみなした。 

3. 結果 

3.1. 無血清条件下での細胞分化の評価 

  我々は過去に、膠芽腫細胞株を無血清培地で一定期間継続して培養すると、膠芽腫細胞株が幹細胞

マーカーである CD133 を高発現することを報告している[7]。膠芽腫細胞株である U-138MG、U-251MG

は接着細胞であるが、無血清培地で培養した Rev-U-138MG、Rev-U-251MGは浮遊細胞塊を形成した。反

対に、0125-GSC、0222-GSCは浮遊細胞塊を形成していたが、血清培地で培養することで浮遊細胞塊は解

消され、接着した。 

  次に、各細胞株において、神経幹細胞マーカーである Nanog、Nestin、Oct4、Sox2の蛋白の発現量を

WB法で測定し、分化度の評価を行った。無血清培地で樹立した Rev-U-138MG、Rev-U-251MGは元の U-

138MG、U-251MGと比べ、Nanog、Nestin、Oct4、Sox2の発現が増強していた。また、血清培地で樹立し

た 0125-DGC、0222-DGCに関しては、0125-GSC、0222-GSCと比較して Nanog、Nestin、Oct4、Sox2の発

現が減弱した。 

  これらの結果をさらに確認するため U-251MG、Rev-U-251MG、0125-GSC、0125-DGCにおいて Nanog、

Nestin、Sox2 の mRNA の発現を RT-PCR 法で解析した。結果として、蛋白発現と同様に、Rev-U-251MG

では U-251MGと比較して Nanog、Nestin、Sox2の mRNAの発現が増強しており、また、0125-DGCでも

同様に 0125-GSCと比較して Nanog、Nestin、Sox2の mRNAの発現が減弱していた。これらの結果から、

神経膠腫幹細胞と分化した膠芽腫細胞は相互に変換し得ること、及び分化した膠芽腫細胞は無血清培地

で培養することで神経膠腫幹細胞の特徴を （再)獲得し得ることが確認された。 

3.2. 神経膠腫幹細胞における IDO1の発現解析 



  続いて、神経膠腫幹細胞と分化した膠芽腫細胞における IDO1の発現を解析した。U-138MG、U-251MG、

Rev-U-138MG、Rev-U-251MG及び 0125-GSC、0222-GSC、0125-DGC、0222-DGC の IDO1の蛋白発現を

WB法で評価したところ、Rev-U-138MG、Rev-U-251MGでは U-138MG、U-251MGと比較して IDO1の発

現が増強していた。また同様に 0125-DGC、0222-DGCでは 0125-GSC、0222-GSCと比較して IDO1の発

現が減弱していた。 

  次に U-251MG、Rev-U-251MG及び 0125-GSC、0125-DGCにおける IDO1の mRNAの発現を RT-PCR

法を用いて解析した。結果は同様に、Rev-U-251MGでは U-251MGと比較して IDO1の発現が増強してお

り、0125-DGCでは 0125-GSCと比較して IDO1の発現が減弱していた。これらの結果から、神経膠腫幹

細胞は分化した膠芽腫細胞と比較して IDO1を強く発現していることが示された。 

3.3. IFN-β添加による膠芽腫細胞の分化、及び IDO1発現の変化 

  我々は過去に、IFN-βが神経膠腫細胞の脱分化の過程を抑制することを示してきた[7]。そこで、IFN-

β が膠芽腫細胞の脱分化を抑制することで IDO1の発現を抑制し得るかを検討した。IFN-βで処理した細

胞群と、未処理の細胞群で Nanog、Nestin、Sox2と IDO1の蛋白発現をWB法で評価した。結果として、

IFN-β処理群では未処理群と比較して、Nanog、Nestin、Sox2の発現は減少したものの、IFN-β処理群では

未処理群と比較して IDO1の蛋白の発現が増強していた。また、U-251MG、0125-DGCにおいて、血清培

地に IFN-βを 10 IU/mL添加し、IFN-βで処理した細胞群と、未処理の細胞群で IDO1の蛋白の発現をWB

法で評価したところ、同様に IFN-βで処理した群は未処理の群と比較して IDO1の発現が増強していた。 

  次に、Rev-U-251MG、0125-GSCにおいて同様に IFN-βを添加し、Nanog、IDO1の mRNAの発現を

RT-PCR法で測定した。結果として、IFN-β処理群では未処理群と比較して Nanogの発現は減弱していた

が、IDO1の発現は増強していた。これらの結果から、IFN-βは膠芽腫に対して、幹細胞性質獲得の抑制、

及び IDO1の発現の促進という二つの相反する効果を示し、後者が前者を上回ることが示唆された。 

4. 考察 

  トリプトファン代謝における律速酵素である IDO1は、悪性神経膠腫において抗腫瘍免疫の逃避に関

与しており、治療抵抗性の原因となっている[12]。さらに神経膠腫幹細胞は膠芽腫の悪性度の大きな要因

となっている[13]。神経膠腫幹細胞や IDO1については多くの研究がなされているが、両者の詳細な関係

については未だ報告されていない。本研究は、神経膠腫幹細胞において IDO1が強く発現していることを

明らかにした初めての報告である。 

  膠芽腫細胞株である U-138MG、U-251MG を無血清培地で一定期間培養することで樹立した Rev-U-

138MG、Rev-U-251MG は、浮遊細胞塊を形成し、幹細胞マーカーである Nanog、Nestin、Sox2、Oct4を

強く発現していた。我々は過去に、膠芽腫細胞株を無血清培地で培養することで、浮遊細胞塊の形成や、

CD133を高発現することを報告している[7]。また、U-251MGは無血清培地で培養することで神経幹細胞

マーカーである CD133、Nestinの発現が増強し、神経細胞やアストロサイトのマーカーである microtubule-

associated protein 2（MAP2)、tubulin beta Ⅲ(TUBB3)、glial fibrillary acidic protein(GFAP)の発現がみられな

くなることを示した報告もある[24]。このことから Rev-U-138MG、Rev-U-251MGを神経膠腫幹細胞とみ

なし、また患者由来の神経膠腫幹細胞株である 0125-GSC、0222-GSCを用いて IDO1の発現量を調べた。 

  まず、神経膠腫幹細胞と分化した膠芽腫細胞が相互に変換し得ることを確認した。次に神経膠腫幹

細胞は元の分化した膠芽腫細胞と比較して、IDO1 の蛋白質、及び mRNA の発現が増強していた。一方

で、患者由来の神経膠腫幹細胞は、分化することで、IDO1の発現が減少した。これらの結果から、神経



膠腫幹細胞は IDO1を強く発現していることが明らかになった。また、神経膠腫幹細胞は IDO1を強く発

現することで、腫瘍免疫を抑制しており、このことが膠芽腫の治療抵抗性に強く関与していることが示

唆された。IDO1の発現は神経膠腫の悪性度に比例して増強することを示した報告もあり、膠芽腫を含む

悪性の高い神経膠腫並びに神経膠腫幹細胞において強く発現している IDO1は、膠芽腫治療を考えるうえ

で有望な治療標的になり得ると考えられた[4]。さらに、神経膠腫幹細胞は膠芽腫の再発にも寄与してい

ることが知られており、IDO1を標的とする治療は、膠芽腫の再発予防にも有効となり得ると考えられた。 

  IFN-β は腫瘍増殖抑制、アポトーシス誘導や、p53 を介した O6-methylguanine-DNA methyltransferase

（MGMT)の遺伝子発現を抑制してテモゾロミドに対する薬剤感受性を増強するなど、膠芽腫に対する抗

腫瘍効果が多数報告された薬剤である[25.26]。我々は過去に、IFN-βが神経膠腫細胞の脱分化の過程を抑

制することを報告している[7]。そこで、本研究において IFN-βが神経膠腫幹細胞における IDO1の発現を

抑制し得るかを検討したが、予想に反し、IFN-β処理群では未処理群と比較して IDO1の発現が増強して

いた。IFN-γが IDO1の発現を増強することはよく知られており、中には IFN-βにも同様の効果があると

した報告もある[27.28.29.30.31.32]。IFN-βが IFN-stimulated gene 3並びに IFN-stimulated response elementを

介して IDO1の発現を増強することが知られており、本研究では、IFN-βの IDO1を発現させる効果が、

脱分化の過程を抑制する効果よりも強く現れた可能性が考えられる。膠芽腫細胞に対する IFN-β の抗腫

瘍効果、あるいはテモゾロミドとの併用効果については、基礎実験レベルで有効性を示した報告が複数

なされている[25.26.33.34]。これらの報告を受け、IFN-β の膠芽腫に対する有効性が第Ⅲ相臨床試験にお

いて検証されたが、生存期間を延長することはできなかった。その原因の一つに、IFN-βにより IDO1の

発現が増強したことが関与していると考えれば、IFN-βと IDO1の作用を抑制する薬剤を併用することに

より、IFN-βの抗腫瘍効果を得ることができる可能性が考えられた。 

  腫瘍免疫抑制を介して膠芽腫の治療抵抗性に寄与していると考えられている IDO1は、神経膠腫幹細

胞において、分化した膠芽腫細胞よりも強く発現していることが示された。この結果より、IDO1は膠芽

腫に対する新たな治療標的になり得ることが示唆された。 
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