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要約 

膠芽腫は中枢神経系の細胞から発生する原発性悪性腫瘍であり、手術による外科的切

除およびそれに続く放射線および化学療法により治療される。様々な手術支援装置の開発

や化学療法の研究、開発が行われているものの、その予後はいまだに極めて不良である。

膠芽腫に対する術後の化学療法剤としては、アルキル化剤である temozolomide (TMZ) が唯一、

大規模臨床試験において有効性が明らかにされた薬剤であり、2009年に同試験の結果が報

告されて以降、現在まで標準治療として広く用いられている(1)。TMZの登場以降、膠芽腫

の治療成績のさらなる向上を目指して様々な研究が連綿と行われているが、TMZに勝る化

学療法剤は確立はなされていない(2-5)。近年、本邦で行われた TMZを併用した放射線化学

療法の治療成績は、生存期間中央値 20ヶ月、無増悪生存期間中央値 10ヶ月、2年生存率

38%であり、この結果が現在の本邦における膠芽腫の治療目標として捉えられている(6)。

膠芽腫治療におけるより確かな新規治療法を確立すべく、化学療法剤や分子標的薬などの

新規薬剤の開発や効果の検証が行われている一方で、別の用途で既に広く使用されている

既存の薬剤を用いた新たな治療法を模索するドラッグリポジショニングも注目されている。

ドラッグリポジショニングは、薬剤の製造方法が確立されているため、開発期間の短縮や

開発にかかるコストの削減が可能であり、高騰する医療費の抑制についても期待がされて

いる(7)。また、既に臨床の場で広く用いられている薬剤を使用するため、安全性が担保さ

れていることも大きな利点である。膠芽腫に対するドラッグリポジショニングとして、抗

ウイルス薬である interferon-beta (IFN-β) と ribavirin (RBV) の抗腫瘍効果が報告がされている。

IFN-βは抗ウイルス作用をもつサイトカインとして発見され、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

ている(8, 9)。RBVは核酸アナログであり、ribonucleic acidおよび deoxyribonucleic acidウイルス
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感染症に対する抗ウイルス薬として報告され(10)、現在ではinterferon-alpha 2a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(11)。RBVおよび IFN-βの膠芽腫細胞

に対する抗腫瘍効果ならびにその有効性に関しては、我々の研究グループからのものを含

め、複数の報告がなされているものの、臨床応用には至っていない(12-18)。そこで我々は、

肝炎治療の分野から着想を得て、RBVおよび IFN-βの併用療法に着目し、標準治療薬であ

るTMZとの併用効果を先行研究において検討し、in vitroの実験においてTMZ、RBVおよび

IFN-β 3 剤併用療法が単剤治療に比べて強い抗腫瘍効果を示すことを報告した(19)。今回、

我々は、その研究成果の臨床応用を見据えて、in vivoの実験において検証し、各薬剤の併

用パターン毎に抗腫瘍効果を比較することで、最適な治療方法を模索することを目的に、

本研究を計画した。 

今回の研究では、2種類の膠芽腫細胞株、U-87Mおよび0125-GSCを使用した。U-87MG

は市販されているヒト膠芽腫培養細胞株であり、基礎研究で広く使用されてきた細胞株で

ある。また、U-87MG は過去の報告において免疫不全マウスの脳内に生着し、腫瘍を形成

することが確認されている(20)。0125-GSC は膠芽腫の手術患者検体から樹立された patient 

derived xenograft (PDX) 細胞の細胞株であり、今までに、我々からのものを含め、複数の報告

で使用されている(21-26)。各薬剤の投与量は、単剤投与では、TMZ (10 μM) 、RBV (10 μM) 、

IFN-β (10 IU) とし、TMZとRBVの併用投与ではそれぞれTMZ (10 μM) 、RBV (10 μM)とし、

TMZ、RBVおよび IFN-β 3剤併用投与ではそれぞれTMZ (10 μM) 、RBV (10 μM) 、IFN-β (10 IU) 

に設定した。各細胞株に TMZ、RBVおよび IFN-βを投与し、72時間後の生細胞数を測定し

たところ、いずれの薬剤においても濃度依存的に細胞増殖が抑制された。それぞれの薬剤

において 50%の細胞増殖抑制が得られる濃度 (IC50 : half maximal inhibitory concentration ) を算出し

たところ、TMZの IC50はU-87MGで53.60 μM、0125-GSCで167.21 μM、RBVの IC50はU-87MG
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で 68.50 μM、0125-GSCで 89.78 μM、IFN-βの IC50はU-87MGで 290.92 IU、0125-GSCで 140.56 

IUであった。また、TMZとRBVの併用投与、ならびにTMZ、RBVおよび IFN-β 3剤併用投

与において、各薬剤の単剤投与と比較して有意に細胞増殖が抑制されることが確認された。

しかし、TMZとRBVの併用投与群と、TMZ、RBVおよび IFN-β 3剤併用投与群の間には有

意差が見られなかった。続いて、各薬剤および併用治療の抗腫瘍効果の機序を検討すべく、

薬剤投与後の各細胞株におけるアポトーシス関連タンパクの発現をウエスタンブロット法

にて解析した。結果として、TMZ、RBV、IFN-βの単剤投与により、アポトーシスに関与す

るタンパクであるphosphorylated p53、BCL-2-assosiated XおよびFas receptorの発現が増強した。

また、TMZと RBVの併用投与、ならびに TMZ、RBVおよび IFN-β剤併用投与において、

各薬剤の単剤投与と比較してアポトーシス関連タンパクである caspase-8、caspase-3の発現が

さらに増強することが確認された。しかし、TMZと RBVの併用投与群と、TMZ、RBVお

よび IFN-β 3剤併用投与群の間には明らかな差が認められなかった。これらの結果を踏まえ、

in vivoにより各薬剤および併用療法の効果を確認した。免疫不全マウスの脳内にU-87MGの

細胞を定位的に移植し、マウス脳腫瘍モデルを作成し、8 頭ずつ群分けしたうえで、移植

の１週間後より各薬剤および併用療法により治療を行い、生存期間を比較した。各群の内

訳は、無治療群、TMZ単剤投与群、RBV単剤投与群、TMZ+RBV併用治療群、TMZ + RBV+ 

IFN-β 3剤併用治療群とし、薬剤は経腹膜的に全身投与した。薬剤の投与量は、薬剤安全性

試験を行なったうえで、TMZ 25 mg/kg、RBV 50 mg/kg、IFN-β 1.76×105 IUとし、25% dimethyl 

sulfoxideに溶解して使用した。移植後はマウスの体重は連日測定し、移植時の体重の 80%以

下になった段階で、麻酔下に頚椎を脱臼させて安楽死させた。無治療群のマウスの 1頭目

を安楽死させた日をもって全ての群のマウスへの薬剤投与を終了した。各群のマウスの生

存期間の中央値は、無治療群で 25.5日、TMZ単剤投与群で 31.5日、RBV単剤投与群で 30.0
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日、TMZ + RBV併用治療群で 38.0日、TMZ + RBV+ IFN-β 3剤併用治療群で 40.5日であり、in 

vitroの実験結果と同様に、各薬剤による単剤治療群と比較して、TMZ + RBV併用治療群お

よび TMZ + RBV+ IFN-β 3剤併用治療群において有意な生存期間の延長が得られたが、両群

間には有意差が認められなかった。 

本研究で行なった TMZ、RBV、IFN-β各薬剤における細胞増殖抑制効果の検討では、

TMZ、RBV、IFN-βの3剤全てが市販の膠芽腫細胞株およびPDX細胞株の両者に対して抗腫

瘍効果を示すことが確認された。これらの結果は、既存の報告の内容とも合致するととも

に(19)、PDX 細胞でも同様の結果が得られることが明らかになった。本研究の結果では、

TMZ、RBV、IFN-βの3剤全てが0125-GSCにおいて細胞増殖抑制効果を示したが、0125-GSC

におけるTMZの IC50が、U-87MGと比較して高値であった。U-87MGは市販の膠芽腫細胞株

であり、古くに樹立されて以来、長らく基礎研究の材料として使用されてきた細胞株であ

る。そのため、継代や凍結保存などが重なり、膠芽腫としての本来の生物学的特徴を失っ

ている可能性が指摘されている。0125-GSCを含むPDX細胞株はこれらの問題点を有さず、

より本来の膠芽腫細胞に近い状態であると考えられる(27-31)。そのため、市販の細胞株 U-

87MGと PDX細胞株 0125-GSCの IC50値に乖離が見られたことは、市販の細胞株において

TMZに対する治療抵抗性が減弱している可能性を示唆しており、PDX細胞株を用いた検討

の重要性を強調するものであると考えられた。なお、RBVおよび IFN-βに関しては、市販

の膠芽腫細胞株ならびに PDX細胞株の両者において同等の抗腫瘍効果が確認された。次に、

TMZ + RBV併用療法およびTMZ + RBV + IFN-β 3剤併用療法により、in vitroおよび in vivoの

両者において、各薬剤を使用した単剤治療よりも有意な細胞増殖抑制効果を示すことが明

らかになった。そして、その機序として、内因性アポトーシスの誘導および外因性アポト

ーシスの誘導の両者が関係していることが確認された(32-36)。しかし、TMZ + RBV + IFN-β 



 5 

3剤併用療法と TMZ + RBV併用療法の間には有意な差が認められなかった。膠芽腫に対す

るTMZ + IFN-β併用療法の効果を検証した第Ⅱ相臨床試験では、TMZ + IFN-β併用療法にお

いて、好中球やリンパ球などの血球減少症が重篤な合併症として指摘されており(6)、今回

TMZ + RBV併用療法とTMZ + RBV + IFN-β 3剤併用療法の間で生存期間の延長を得られなか

った理由の一つとして、IFN-βを加えることによって生じた薬剤毒性の可能性が考えられる。

また、本研究では各薬剤の抗腫瘍効果の機序として、アポトーシスの誘導を中心に解析を

行なったが、RBV の抗腫瘍効果の機序としては、細胞周期の休止期への誘導や enhancer of 

zeste homolog 2を標的とした分化促進なども報告されており(17, 37, 38)、各々において抗腫瘍

効果が確認されている薬剤の併用が相乗効果を示さない原因として、これらの機序が薬剤

間で相殺されている可能性も考えられる。 

これらの結果を踏まえて、今後の臨床応用を考えるうえでは、TMZ + RBV + IFN-β 3剤

併用療法よりも、TMZ + RBV併用療法を主眼に置いたさらなる知見の蓄積を行うことが重

要になると考えられた。また、本研究では、市販の細胞株である U-87MGを用いた動物実

験を行なっているが、今後、PDX細胞を用いた動物実験についても検討する必要がある。

さらに、TMZ + RBV併用療法を臨床応用するにあたり、臨床で使用する最適な用法用量を

設定するための研究結果を蓄積する必要がある。並行して、TMZ + RBV + IFN-β 3剤併用療

法に関しては、既存の基礎研究で使用されたものに捉われず、様々な用法用量を設定した

うえで研究を重ね、引き続きその可能性を模索する必要があると考えられた。 
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