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第1章	 本研究の背景と目的	 

1.1  背景	 

	 

1.1.1 多形神経膠芽腫とは	 

	 

	 多形神経膠芽腫（以下、膠芽腫）は、中枢神経系において最も多く発生する

悪性腫瘍である[1]。現在標準治療として、最大限の外科的切除、60	 Gy のエッ

クス線療法、抗癌剤テモゾロマイド（TMZ）化学療法の併用が行われているが、

膠芽腫患者の治療開始からの生存期間中央値はおよそ 1年と短期である[2]	 

(参考図 1)。今までに明らかにされている膠芽腫の発生と進行に関する分子機序

は以下の 2 つのカテゴリーに分類することができる。１つは上皮増殖因子受容

体（EGFR）の増幅と phosphatase	 and	 tensin	 homolog（PTEN）の突然変異によ

り生じる原発性膠芽腫であり、もう１つは星細胞腫が p53 と網膜芽細胞腫（Rb）

遺伝子の突然変異を起こし、悪性化した続発性膠芽腫である(参考図 2)。これら

の遺伝子の変異は膠芽腫の治療抵抗性や予後と深く関係していることが知られ

ている[1]。遺伝子変異の多くは癌の悪性化に繋がるが、逆に予後が向上する変

異がある事が最近までに明らかになってきた。例えば O6-methylguanine-DNA	 

methyltransferase（MGMT）のメチル化が起きていると TMZ のようなアルキル化

剤の感受性が上がり、予後は向上する[3]。また、isocitrate	 dehydrogenase	 1

（IDH1）の突然変異も予後の向上と相関する事も明らかになってきた[4]。MGMT

や IDH1 等の所見に基づくと、このような特異的分子をターゲットとする治療を

開発する事は、膠芽腫患者の治療予後改善を目指す上では理論的かつ有望なア

プローチであると考えられる。	 
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(参考図 1)	 多形神経膠芽腫とは	 

	 標準治療として、外科的切除、エックス線療法、テモゾロマイドなどの化学

療法との併用が行われているが、膠芽腫患者の治療開始からの生存期間中央値

はおよそ 1年である。	 
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(参考図 2)	 多形神経膠芽腫とは	 

	 膠芽腫の発生と進行に関する分子機序は上に示すような 2 つのカテゴリーに

分けられる。COX-2 や HIF-1αは膠芽腫で高発現しており、予後不良に関係して

いると考えられる。セレコキシブの COX-2 阻害作用が癌の抑制作用に繋がると

考えられている。	 

	 

	 

	 

1.1.2 多形性膠芽腫の治療可能性とセレコキシブ	 

	 

	 ヒトの悪性脳腫瘍で発現が増加することが報告されている cyclooxygenase-2

（COX-2）もまた、膠芽腫患者の治療予後改善を目指す上では有望なターゲット

分子の１つであると考えられる[5,	 6]。COX-2 の高発現は膠芽腫腫瘍内において

EGFR/EGFRvIII の発現上昇に繋がり[7]、下流の signal	 transducer	 and	 

activator	 of	 transcription	 3（STAT3）を活性化する事で抗アポトーシスに働

いていると考えられた。また、アラキドン酸カスケードにおいて COX-2 はプロ
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スタグランジン合成のための酵素として働き、発癌に関わるサイトカイン、腫

瘍成長因子など、様々な因子を調整することが報告されている[8-10]。	 

	 セレコキシブ（Celecoxib）は非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）のうちの 1

つであり、選択的に COX-2 を阻害することが出来る薬剤である[11]。現在、関

節リウマチ患者の骨関節炎と疼痛緩和を目的として使用されているが、家族性

腺腫性ポリポーシスに対する化学療法の補助剤としても使用されている[12]。

また、セレコキシブと放射線との併用処理は、正常細胞よりも腫瘍細胞で高い

増感効果を示すという報告もある[13]。これらの背景から、セレコキシブは膠

芽腫の放射線治療においても放射線増感剤となり得ると考えられた。	 

	 

1.1.3 先行研究から推定されるセレコキシブの作用	 

	 

	 我々も、以前の研究でセレコキシブと抗癌剤 CPT-11 の併用投与で神経芽細胞

腫異種移植の増殖を抑制することを確認している[14]。しかしながら、用いた

神経芽細胞腫細胞株の COX-2 は低発現で、セレコキシブによる COX-2 阻害作用

が、腫瘍の増殖を抑制したという明白な証拠はなかった[14]。そのため、COX-2

阻害作用とは別の薬理作用がセレコキシブにはあるのではないかと推察した。

Kardosh らは、セレコキシブは、その抗炎症および鎮痛効果の他に、小胞体(ER)

からサイトゾルにカルシウムの漏出を経て小胞体ストレス（参考図 3）を引き起

こすことを報告した[15,	 16]。さらに彼らは、セレコキシブが小胞体ストレス

を負荷することで膠芽腫細胞の増殖を抑制することも報告した[15]。これらの

報告は、セレコキシブが COX-2 抑制だけでなく、小胞体ストレス誘導機能も有

することを示唆している。Kesari ら[17]は膠芽腫患者に対するテモゾロマイド、

セレコキシブ、放射線による併用療法の第 2 相試験の結果を報告しており、安

全な治療であることを確認している。だがその併用における臨床的効果は明ら

かになっておらず、今後の詳細な検討が期待される。	 
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(参考図 3)小胞体ストレスとは	 

	 タンパク質は正しく折り畳まれる事でその機能を果たすが、小胞体はそのタ

ンパクの折りたたみを担う。①タンパク質が正しく折り畳まれた場合、ゴルジ

に輸送され、さらに修飾を受ける。しかし、②正しく折り畳まれないタンパク

はシャペロンと結合し、小胞体内に一時的に留まる。この反応を UPR という。

このような反応は薬剤の接触や低酸素によっても引き起こされる。小胞体は UPR

を解消しようとして働くが、どうしても解消出来ない場合、細胞は自らの死を

もって解消しようとする。	 
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1.1.4 低酸素下培養のがん細胞に対する治療の可能性	 

	 

	 膠芽腫の放射線治療における治療抵抗性の原因の 1 つは、腫瘍組織中の低酸

素領域の存在である。低酸素状態では放射線の効果は低くなり、再発の主要な

要因の一つであることが知られている[18]（参考図 4）。一方、低酸素状態その

ものが、小胞体反応におけるシグナル伝達経路である、Unfolding	 Protein	 

Response（UPR）を誘発する小胞体ストレスでもあることが知られている[19]。

そして、小胞体ストレスを過剰に負荷することで、腫瘍の細胞死を誘導するこ

とが可能である[20]。従って、腫瘍組織の低酸素領域に対し、セレコシブで小

胞体ストレスを過剰に負荷することで腫瘍細胞の細胞死を誘導し、放射線療法

の効果を改善できる可能性がある（参考図 5）。我々はセレコキシブとガンマ線

という 2 つの小胞体ストレス負荷トリガーの組合せにより、低酸素状態であっ

ても膠芽腫の細胞死を促進できるかどうかを検討することにした。	 
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(参考図 4)	 低酸素細胞の放射線治療抵抗性	 

	 腫瘍の増殖が進むほど、酸素を供給する血管から腫瘍の外縁が離れ、低酸素

状態となる。放射線治療において酸素の存在は非常に重要で、酸素はそのラジ

カル反応により放射線によるダメージを固定する働きがあるといわれている。

酸素の有無で生存率を比べると、低酸素では明らかな放射線抵抗性を示すこと

がわかる。つまり腫瘍再発の要因となりうることが示唆される。癌が低酸素と

いう過酷な環境にも関わらず増殖を続けることが出来るのは、1つの可能性とし

て、オートファジーの亢進による適度な腫瘍環境改善が随時起こっているから

である。しかし、過剰なオートファジーは細胞死を引き起こす要因ともなりう

る。腫瘍内のこの生存反応を利用して、逆に細胞死を誘導することができるか

もしれない。	 
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(参考図 5)	 本研究の予測	 

	 我々の予測は、ここに示す３つの論文を土台にして成り立っている。セレコ

キシブだけでなく、放射線も、そして低酸素環境そのものも小胞体ストレスを

誘導する作用があるということが分かってきた。つまり、これらが、上手く組

み合わされば有効に腫瘍細胞に対して細胞死を誘導できる可能性がある。	 

	 

	 

1.2	 本研究の目的	 

	 

	 本研究では、常酸素状態、低酸素状態の膠芽腫細胞の放射線感受性に関与す

るセレコキシブの効果を明らかにする事を目的とした。特に、セレコキシブの

小胞体ストレス誘導作用に注目して、低酸素状態の膠芽腫細胞に対する増殖抑

制効果と細胞死誘導作用を明らかにすることを目的とした。	 
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第2章	 セレコキシブの放射線増感効果	 

	 

2.1	 背景と目的	 

	 

	 先行研究において、我々は選択的 COX-2 阻害薬セレコキシブを抗がん剤

CPT-11 と併用し、神経芽腫移植腫瘍に対して有意な腫瘍増殖抑制作用を確認し

た[14]。本章では、セレコキシブの膠芽腫に対する放射線増感作用を確認する

ことを目的として、以下の in	 vitroにおける実験を行った。	 

	 低酸素状態では放射線の細胞傷害作用は低下する[18]。そこで、低酸素の膠

芽腫細胞に対するセレコキシブの放射線増感作用と増殖抑制作用を明らかにす

る事を目的として以下の実験を行った。	 
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2.2	 	 材料と方法	 

	 

2.2.1	 細胞の提供元と細胞の特徴	 

	 

	 	 ヒト膠芽腫細胞株 U87MG[21]、U251MG[22]	 ならびにマウス膠芽腫細胞株

GL261[23]は RIKEN	 Cell	 Bank（茨城県つくば市）から入手した。	 

	 U87MG は野生型 p53[24]、U251MG と GL261 は変異型 p53 を示すことが知られて

いる[24-26]。また、これらの細胞株における COX-2 発現強度は、ウェスタンブ

ロッティングによって解析した（方法の詳細は第 3 章にまとめて示す）。COX-2

の発現は、各細胞の p53 の発現と並べて図 1に示す。	 

	 

2.2.2	 細胞の培養と培養状態	 

	 

	 すべての腫瘍細胞は、100	 mg/ml のストレプトマイシン、100	 U/ml のペニシ

リン（ Sigma-Aldrich,	 Tokyo,	 Japan ）と 10	 % のウシ胎児血清（ FBS;	 

Sigma-Aldrich）を添加した培地（MEM;	 Sigma-Aldrich）で培養した。細胞を回

収する操作においては、Ca2+と Mg を含まないリン酸緩衝食塩水（PBS（-）;	 

Sigma-Aldrich）で洗浄した後、0.5	 mM のエチレンジアミン四酢酸塩（EDTA;	 

Sigma-Aldrich）を含む 0.25	 %のトリプシン溶液で剥がし、細胞懸濁液とした。	 	 

	 インキュベーター内の空気の組成である、5	 %	 CO2、20	 %	 O2、37	 ℃の状態を常

酸素下での培養条件と定義した。また低酸素状態は、アネロパック（Mitsubishi	 

Gas	 Chemical	 Company,	 Tokyo,	 Japan）をチャンバーの中に置き、37℃で維持

することで作製した(参考図 6)。低酸素状態での培養は、特に通常の処理以外の

外因的ストレス（例えば、栄養欠乏状態やコンフルエント状態）が起きない様

に慎重に行った。酸素状態に関わらず、セレコキシブ処理とガンマ線照射の前

後で一回ずつ培地を交換した。すべての実験は、細胞がコンフルエント状態の

70-80	 %になる前に終了した。	 
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(参考図 6)	 低酸素環境の構築	 

  左上のようなチャンバーにアネロパックと一緒に培養することで低酸素環境

を作り出した。0.1%以下の低酸素の維持は右上の指示薬で確認した。	 

	 http://www.mgc.co.jp/seihin/a/anaeropack/pdf/pamphlet.pdf.	 
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2.2.3	 細胞の照射	 

	 

	 すべての培養細胞の照射は、137Cs の減衰曲線から算出した 0.78	 Gy/min の線

量率で、137Csγ-線（gamma	 cell	 40; Atomic	 Energy	 of	 Canada,	 Ontario,	 Canada）

で行った。細胞は、室温（約 25℃）で常酸素または低酸素下で照射した。選択

した線量値は、以下の通りである;コロニー生存分析には 2、4、6、8	 Gy を、細

胞増殖分析、細胞周期分析、アポトーシス検出、オートファジー検出とウェス

タンブロッティング解析については 6	 Gy を選択した。	 

	 

	 

2.2.4	 化学薬品と細胞毒性試験	 

	 

	 セレコキシブ,4-［5-（4- methylphenyl）-3-（trifluoromethyl）pyrazol-1- 

yl］benzenesulfonamide はファイザー社(Groton,	 CT,	 USA)より提供を受けた。

10	 mM の濃度で DMSO に溶解して凍結保存し、各実験の前に適当な濃度に希釈し

て用いた。	 

	 セレコキシブの毒性は、Cell	 Counting	 Kit-8（CCK-8; Dojindo	 Laboratories,	 

Kamimasikigun,	 Kumamoto,	 Japan）の製品添付のマニュアルに沿って評価した。	 

http://www.dojindo.com/store/p/456-Cell-Counting-Kit-8.aspx.すべての細

胞株を常酸素または低酸素の下で 48 時間、10〜70	 μM 濃度のセレコキシブで処

理した。その後、細胞生存率を解析するためにこの CCK-8 キットの反応後生成

物であるホルマザンの形成率を分光高度計で測定した。ホルマザンの生成量は、

生細胞数と正比例する。	 溶媒として用いた DMSO の影響はコントロールのサン

プルとして、セレコキシブと同濃度の DMSO を加えることで検討した。実験は 3

回繰り返し、結果を平均値+/-	 SD として示した。さらに、その結果を、コント

ロール細胞の値を“1”として標準化した。	 
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2.2.5	 コロニー生存分析	 

	 

	 0〜8	 Gy のγ線照射後、直ちにトリプシン処理を行い、細胞を回収した。線

量毎に適当な細胞数で 60	 mm の培養ディッシュ（Falcon,	 Becton	 Dickinson,	 

Franklin	 Lakes,	 NJ,	 USA）に播種した。	 播種から約 14 日のインキュベーショ

ン後にディッシュをメチレンブルーで染色し、50 以上の細胞数を含んでいるコ

ロニーを生存群と見なして記録した[27]。解析の指標として、10	 ％生存に相当

する線量（D10）や、2	 Gy での生存率である（SF2）を用いた(参考図 7)。いず

れも、DeltaGraph5.4 版ソフトウェア（RedRock	 Software 社、ソルトレーク、

UT、USA）を用いて線形二次式（LQ）モデルに適合させた上で算出した。実験は

独立して 3回繰り返し、結果は平均値+/-	 SD として示した。	 

	 

(参考図 7)	 コロニー生存分析法と増感率の評価	 
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2.2.7	 細胞増殖分析	 

	 

	 腫瘍細胞の増殖能に対するセレコキシブ処理、ならびにガンマ線照射の作用

を評価した。毒性試験とコロニー生存分析法（参考図 8）によって決定されたセ

レコキシブの濃度とガンマ線の線量を用いて実験を行った。	 

	 24 穴プレートに 1.0×104個の細胞を播種した時点を Day	 0 として、48 時間後

（Day2）の対数増殖期に入ったとき、培地にセレコキシブ（U87MG と U251MG は

50	 μM で、GL261 は 30	 μM で）を添加した。そこから 48 時間のセレコキシブ

処理後、	 6	 Gy のγ線照射を行った。照射後すぐに培地を交換し、セレコキシブ

を取り除いた。	 

	 細胞数は、照射後 10 日間、2日毎にコールター・カウンター（Beckman	 Coulter,	 

Tsukuba,	 Ibaraki,	 Japan）で測定した。	 

	 

	 

(参考図 8)	 細胞増殖分析法	 

	 

2.2.8	 統計解析	 

	 

	 複数の実験から算出した標準偏差（SD）を示すエラー・バーと平均値によっ

て実験値を示した。データの間の有意差は、スチューデントのｔ検定によって

評価した。P値が 0.05 未満のときに差は有意であるとみなした	 
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2.3	 	 結果	 

	 

2.3.1	 細胞の特徴	 

	 

	 COX-2 の発現を含む細胞の特徴を図 1 に示す。潜在的な COX-2 の発現量は、

これら 3細胞株の比較では、U87MG で最も高く、U251MG で最も低かった。	 

	 

(図 1)	 細胞の特徴。	 

	 (A)COX-2、p53 と p21 の発現。β-アクチンは当量のタンパク質積載を証明す

る。	 (B)	 COX-2 の発現レベル。β-アクチンで標準化された COX-2 の発現レベル

を示す。平均+/-	 SD として示す。	 ＊、♯は他の 2 細胞との比較、p	 <	 0.05 を

示す。(C)6Gy のγ線照射後の p21Waf1の発現の変化。GL261 は p21 の発現が確認

出来なかったため、陽性コントロールとして照射後 24時間の U87細胞を用いた。	 
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2.3.2	 セレコキシブによって誘導される細胞毒性	 

	 

	 Cell	 Counting	 Kit-8 で測定した常酸素下、ならびに低酸素下のセレコキシ

ブの細胞毒性の結果を図 2に示す。	 

	 

(図 2)	 Cell	 Counting	 Kit-8 によるセレコキシブの細胞毒性試験。	 

	 U87MG、U251MG と GL261 の結果を示す。48 時間のセレコキシブ処理後の細胞

生存度を示す。黒いバーは常酸素細胞を示し、白いバーは低酸素細胞を示す。

エラー・バーは、3件の独立した実験から算出される標準偏差を示す。	 
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	 48 時間のセレコキシブ処理後、細胞毒性を調べた。酸素の有無に依らず、用

量依存的に細胞毒性が増加する事が示された。30	 μM と 50	 μM の濃度での、常

酸素下の GL261 の細胞生存度は、他の細胞株より有意に低かった。今回の結果

から、LD	 50（50	 %致死濃度）に対応しているセレコキシブ濃度は、U87MG と U251MG

で 50	 μM、GL261 で 30	 μM であることが示された。併用濃度の選択は Kardosh

らの報告[15]を参考にした上で、抑制効果を明瞭化する為にこれらの濃度を、

以下に続く実験に適用することに決定した。	 

	 

	 

2.3.3	 コロニー生存分析	 

	 

	 コロニー生存分析の結果を図 3 に示す。すべての細胞株の放射線感受性は、

常酸素状態と比較して低酸素状態で有意に減弱することが確認された。そして、

セレコキシブ（U87MG と U251MG に対しては 50	 μM、GL261 に対しては 30	 μM）

を併用すると、すべての細胞株で常酸素状態のみならず、低酸素状態でも有意

な放射線感受性の増強が示唆された。増感効果は SF2 と D10 を算出する事で評

価した（表１）。SF2（+95%信頼区間：CI）は、2Gy 照射の後の生存率を示す。ま

た、D10（+95%信頼区間：CI）は 10%の生存率を生じる線量を示す。加えて、D10

を基準として control/celecoxib 比を算出し、放射線増感率とした。値が大き

いほど、セレコキシブの放射線増感作用は高い。酸素の有無に依らずセレコキ

シブはすべての細胞株の放射線感受性を上昇させた。特に常酸素下培養の GL261

細胞は高い増感率を示した。	 
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（図 3）常酸素と低酸素状態の下でのセレコキシブによる放射線増感作用。	 

常酸素と低酸素の U87MG のコロニー生存曲線を(A)と(B)で示す。同様に、U251MG

を(C)と(D)で、GL261 を(E)と(F)で示す。常酸素と低酸素状態の下で、48 時間

セレコキシブで処理した後（U87MGとU251は50	 μMでGL261は30	 μMで処理）、

0〜8	 Gyの線量で照射を行った。黒い正方形はセレコキシブの生存データを示す、

そして、空の円はセレコキシブを示す。エラー・バーは、3件の独立した実験か

ら算出される標準偏差を示す。＊は各線量点での p	 <	 0.05 を示す。	 	 
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Table 1. Surviving fraction at 2 Gy ( SF 2 ) and 10% survival dose ( D10 ) 
SF2     D10 (Gy)

Dose
Cell line control celecoxib P-value control celecoxib enhancement

rate

     U87MG
         Normoxia 0.67 ± 0.06 0.60 ± 0.01 P = 0.01 6.88 ± 0.14 5.77 ± 0.06 1.19 ± 0.01
         Hypoxoia 0.89 ± 0.02 0.88 ± 0.001 P = 0.11 9.70 ± 0.28 8.81 ± 0.07 1.10 ± 0.03
     U251MG
         Normoxia 0.66 ± 0.002 0.46 ± 0.03 P < 0.01 6.86 ± 0.04 4.90 ± 0.26 1.40 ± 0.08
         Hypoxoia 0.96 ± 0.04 0.77 ± 0.04 P < 0.01 8.50 ± 0.17 7.56 ± 0.33 1.13 ± 0.03
     GL261
         Normoxia 0.71 ± 0.02 0.51 ± 0.02 P < 0.01 6.94 ± 0.47 4.66 ± 0.21 1.49 ± 0.17
         Hypoxoia 0.88 ± 0.002 0.63 ± 0.004 P < 0.01 8.80 ± 0.07 8.09 ± 0.07 1.10 ± 0.01 	 

	 

(表 1)	 2Gy での生存率（SF2）と 10%生存率を生じる線量（D10）の分析。	 

※算出法は材料と方法を参照。	 

	 

	 	 

	 

2.3.4	 細胞増殖分析	 

	 

	 図 4 は、常酸素と低酸素状態の下でのセレコキシブ単独治療、ガンマ線照射単

独と併用療法後のそれぞれの細胞数変化を表す。常酸素下でだけでなく低酸素

下でも、すべての細胞株においてガンマ線とセレコキシブの併用は有意な細胞

増殖抑制効果を示した。特に GL261 細胞に対する併用効果は常酸素状態で有意

に高く、細胞増殖は Day14 には完全に停止した。	 
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(図 4;次頁)常酸素と低酸素の下での細胞数変化。	 

常酸素と低酸素下で処理後の U87MG の細胞成長遅滞曲線を(A)と(B)に示す。同

様に、U251MG を(E)と(F)に、そして、GL261 を	 (C)と(D)で示す。下部矢印は、

セレコキシブ（白の矢印）とガンマ線照射（黒の矢印）のタイミングを示す。

各点は平均値を表す、そして、エラー・バーは 3 件の独立した実験から算出さ

れる標準偏差を示す。*は併用治療対ガンマ線単独照射の間の比較から算出した

P	 <	 0.05 を示す。	 
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2.4	 	 考察	 

	 

2.4.1	 膠芽腫細胞の放射線感受性と低酸素環境	 

	 

	 膠芽腫は放射線抵抗性であり、極めて難治性な脳腫瘍である。電離性放射線

の細胞傷害作用は強く酸素濃度に依存していることからも[18]、膠芽腫の放射

線抵抗性の原因には、腫瘍組織中の低酸素性領域の存在が関与している可能性

が示唆される[28]。低酸素領域の存在は、多くの膠芽腫組織中で低酸素誘導性

因子（HIF-1α）が高発現しているという報告[29]からも確かである。加えて、

低酸素性環境は、膠芽腫の癌幹様細胞のニッチであることが知られている[30]。

従って、低酸素腫瘍細胞の放射線感受性を増加させる事は、膠芽腫に対する放

射線治療の効果を改善する上で重要な問題の１つであると考えられる。今回の

検証により、セレコキシブが常酸素だけでなく低酸素下培養の膠芽腫細胞に対

しても有意な放射線増感作用を示したことは非常に重要な事実であると考えら

れる。	 

	 

	 

	 

2.5	 	 小括・結論	 

	 

	 本章では、セレコキシブとガンマ線照射の併用で、膠芽腫細胞に対する有意

な放射線増感作用と、増殖抑制作用を確認する事が出来た。更に、これらの腫

瘍細胞増殖抑制作用は、低酸素下培養の細胞に対しても確認することが出来た。

このことは、放射線治療抵抗性と考えられている腫瘍組織中の低酸素領域に対

しても治療効果が期待できる事を示しており、今後、本薬剤を臨床応用してい

く上で極めて重要な結果であると考えられる。	 
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第3章	 セレコキシブの放射線感受性増強効果の解析	 

	 

3.1	 	 背景と目的	 

	 

3.1.1 背景	 

	 

	 前章では、セレコキシブが酸素の有無に依らず膠芽腫細胞の放射線感受性を

増強し、そして腫瘍細胞の増殖を抑制することを示した。	 

	 最近、Gilbert らは、テモゾロマイドとセレコキシブを用いた化学放射線療法

により、膠芽腫患者の予後を向上できたと報告したが[31]、今回我々は、in	 vitro

でセレコキシブが膠芽腫細胞の放射線感受性を強化する作用を改めて明らかに

した。Gilbert らの報告は、セレコキシブが膠芽腫細胞の放射線感受性を増強す

る可能性があることを示唆しつつも、その抗腫瘍メカニズムは明らかにされて

いない[31]。前章では低酸素培養下の細胞に対してもセレコキシブの放射線増

感作用が示されたわけが、臨床応用に向けて、セレコキシブ本来の作用機序で

ある COX-2 の抑制作用を含め、放射線増感作用のメカニズムを明らかにする必

要がある。	 

	 

3.1.2 目的	 

	 

	 本章では、前章で得られた膠芽腫細胞に対するセレコキシブの放射線増感作

用、ならびにガンマ線照射との併用処理で確認された増殖抑制作用の機序を明

らかにし、臨床応用実現の為に寄与することを目的とする。	 
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3.2	 	 方法	 

	 

3.2.1	 細胞周期分析	 

	 

	 セレコキシブ処理(U87MG と U251MG には 50	 μM、GL261 には 30	 μM)、単独照

射(6	 Gy)、併用処理のそれぞれの処理から 24 時間後の細胞を、細胞周期分析に

用いた。	 細胞はトリプシン処理して回収した後、PBS で洗浄し、70	 %（v/v）の

エタノールで固定し、-20	 ℃で保存して解析に備えた。解析においては、まず

固定した細胞を PBS で洗浄した後、40	 μg/ml	 プロピジウム・ヨウ素

（Sigma-Aldrich）と 200	 μg/ml	 RNaseA（Sigma-Aldrich）を含む PBS に混和さ

せ、15 分間暗所室温で反応させた。	 染色した細胞は、フローサイトメトリー（BD	 

FACS	 Calibur; BD	 Biosciences,	 San	 Jose,	 CA,	 USA）を使用して分析した。ま

た、ModFit	 LT ソフトウェア（Verity	 Software	 House	 Inc.,Topsham,	 ME,	 USA）

を用いて DNA ヒストグラムの解析を行った。	 

	 

3.2.2	 アポトーシス分析	 

	 

	 アポトーシスの検出（参考図 9）のために、Annexin	 V- fluorescein	 

isothiocyanate（FITC）アポトーシス検出キット（Sigma-Aldrich）を用いて、

製品添付のプロトコルに従いフローサイトメトリーを使用して分析した。細胞

を 48 時間 50	 μM セレコキシブ（U87MG と U251MG）、30	 μM セレコキシブ（GL261）

で処理した後に、6	 Gy の線量でガンマ線を照射した。そして、照射後の任意の

時間（0、6、48、72 と 96 時間）に、細胞を回収した。回収した細胞を２回 PBS

で洗浄し、冷却した結合バッファで再懸濁した。その後、Annexin	 V-FITC 溶液

5	 μl とヨウ化プロピジウム（PI）10	 μl を、細胞懸濁液に加え、室温暗所で

10 分間インキューベートした。少なくとも 10,000 個の細胞を、フローサイトメ

トリーによって解析した。	 
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(参考図 9)	 アポトーシスの検出	 

Annexin	 V-（FITC）と PI の二重染色で、細胞膜に出現してきたホスファチジ

ルセリンとアネキシンのみが特異的に結合することを利用して	 早期アポトー

シスを検出した。検出には FACS	 Calibur を用いた。ウェスタンブロットでもア

ポトーシスの検出を行った。小胞体ストレス反応において GRP78 というシャペ

ロンが遊離してくることが知られている。そして過剰な小胞体ストレスはアポ

トーシスに繋がることが知られており、CHOP そして Caspase-3 の発現を伴うこ

とが知られている。	 
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3.2.3	 オートファジー分析	 

	 

	 細胞のオートファゴソームの検出（参考図 10）の為に、PremoTMオートファジ

ーセンサー（LC3B-FP）（Life	 Technologies,	 Tokyo,	 Japan）を使用した。栄養

欠乏状態やコンフルエント状態等のストレス状態を避ける為に細胞は低密度に

播種した。LC3B 試薬を直接培地に加え、穏やかに混合した後、一晩培養した。

検鏡の直前に細胞核を、8	 μg/ml の終濃度のヘキスト 33342（Dojindo,	 Kumamoto,	 

Japan）で染色した。蛍光イメージは、Z-重層像を得るために付属のソフトウェ

アを用いて蛍光顕微鏡（Biozero	 BZ-8000; KEYENCE;	 Tokyo,	 Japan）で検討した。

しかし、PremoTM試薬の細胞への誘導効率は細胞株によって異なり、GL261 細胞

ではオートファゴソームの検出に利用できなかった。そのため、GL261 細胞は、

Cyto-IDTM	 オートファジー検出キット（Enzo	 Life	 Sciences,	 Farmingdale,	 NY,	 

USA）で、その添付のプロトコルに従って解析した。また、フローサイトメトリ

ーによるオートファジーの定量解析として、アクリジンオレンジ染色を行った。

Kanzawa らの報告にある様に[32]、アクリジンオレンジで細胞を染色する事によ

って自食作用の目印である酸性小嚢のオルガネラ（AVOs）を定量化することが

出来る。トリプシン処理後収集した細胞を、PBS で一度洗浄し、1	 mg/ml のアク

リジンオレンジ（Wako	 Pure	 Chemical	 Industries,	 Osaka,	 Japan）を含む PBS

で再懸濁した後、室温暗所で 10 分間インキューベートすることで染色した。バ

ックグラウンドがこの蛍光染料により緑に染色される一方で、AVO の酸性の区画

は赤で染色される。少なくとも 10,000 個の細胞を、フローサイトメトリーによ

って解析した。	 
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(参考図 10)オートファジーの検出	 

小胞体ストレスはアポトーシスのみならず、オートファジーも誘導する。	 

ストレスを受けた細胞内部に隔離膜が出現する。オートファジーの過程を経て

小胞内の内容物は分解される。とくにミトコンドリアの自食作用はアポトーシ

スの阻害に繋がるとも考えられる。	 
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3.2.4	 ウェスタンブロット	 

	 

	 ガンマ線照射とセレコキシブ処理後の細胞を RIPA 溶解抽出バッファ（Thermo	 

Fisher	 Scientific,	 Waltham,	 MA,	 USA）を用いて室温で溶解した。バッファの

組成は、25	 mM のトリス-HCl（pH	 7.6）、150	 mM の NaCl、1	 %の NP-40、1	 %のデ

オキシコール酸ナトリウム、0.1	 %の SDS である。そして、タンパクの分解を防

ぐ為に溶解液にタンパク質分解酵素阻害薬（Halt	 Protease	 Inhibitor	 Cocktail;	 

Thermo	 Fisher	 Scientific）を加えた。タンパク質の濃度は、イオン性清浄剤

互換性試薬(IDCR;	 Thermo	 Fisher	 Scientific)を予め添加した 660	 nm	 タンパク

分析試薬（Thermo	 Fisher	 Scientific）を用いて測定した。抽出サンプルは、

12.5〜15	 %	 SDS-PAGE で分離し、	 PVDF 膜（Millipore,	 Bedford,	 MA,	 USA）に

ブロッティング後、抗体と共にインキューベートした。用いた一次抗体は COX-2、

p21Waf1、glucose	 regulated	 78	 (GRP78/BiP)、growth	 arrest	 and	 DNA	 

damage-inducible	 transcription	 factor	 (GADD)	 153/C/EBP-homologous	 protein	 

(CHOP)（Santa	 Cruz	 Biotechnology,	 Santa	 Cruz,	 CA,	 USA）、

microtubule-associated	 protein	 1	 light	 chain	 (LC)	 3（Cosmo	 Bio,	 Tokyo,	 

Japan）、p53	 clone	 DO-1（Calbiochem,	 Darmstadt,	 Germany）、cleaved	 caspase-3

（Asp175）clone5A1,そして、β-actin（Cell	 Signaling	 Technology）である。

二次抗体には、Horseradish	 peroxidase-conjugated	 anti-mouse	 (Amersham	 

Biosciences,	 Buckinghamshire,	 UK)	 もしくは	 anti-rabbit	 antibody	 (Enzo)

を用いた。そして、enhanced	 chemiluminescence	 system	 (Millipore,	 Billerica,	 

MA,	 USA)を検出試薬として用いた。	 

	 

3.2.5	 統計解析	 

	 

	 フローサイトメトリーでは、3回の実験から得られた平均値と標準偏差（SD）

により結果を示した。データ間の有意差は、スチューデントのｔ検定によって

評価した。P値が 0.05 未満のときに結果の差は有意であるとした。	 
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3.3	 	 結果	 

	 

3.3.1	 COX-2 阻害作用の確認	 

	 

	 各膠芽腫細胞を 48 時間 50	 μM セレコキシブ（U87MG と U251MG）、30	 μM セ

レコキシブ（GL261）で処理した後に、6	 Gy のガンマ線照射を行った。照射から

6時間後に、細胞からタンパクを抽出し、ウェスタンブロッティングにより各々

の処理後の COX-2 の発現を確認した。結果を図 5に示す。しかし、いずれの細

胞においてもセレコキシブ処理による COX-2 阻害作用は確認することが出来な

かった。	 

	 

	 

(図 5)	 膠芽腫細胞株の COX-2 の発現	 
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3.3.2	 小胞体ストレス応答の確認	 

	 第 2章の図 1に示す濃度で小胞体ストレスの指標である GRP78/BiP の発現を

検討した（図 6）。その結果、小胞体ストレスの発現レベルは、セレコキシブの

濃度が増加するにつれて増強した。図 1で示した細胞毒性と GRP78/BiP 発現レ

ベルは相関していると推定される。第 2章の実験では、十分に小胞体ストレス

が誘導される濃度（U87MG と U251MG は 50	 μM、GL261 は 30	 μM）で検討されて

いた。	 

	 

(図 6)	 セレコキシブ濃度依存的な GRP78/BiP の発現	 
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	 また、前述の 3.2.1 で回収したタンパクから、小胞体ストレスのマーカーで

ある GRP78/BiP の発現を確認した(図 7)。GRP78/BiP の発現レベルはセレコキシ

ブ単独あるいはガンマ線との併用により増強された。特に GL261 においては、

GRP78/BiP の発現レベルは常酸素下培養細胞に比べ低酸素下培養細胞で非常に

高くなった。	 

	 

	 

(図 7)	 膠芽腫細胞株の GRP78/BiP の発現	 
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3.3.3	 細胞周期分析	 

	 

	 p53 野生型の U87MG は、セレコキシブ単独治療後、軽度な G1 期停止を示した。

一方、p53 変異型の U251MG と GL261 は、セレコキシブ単独治療後、G1 期ではな

く G2/M 停止を起こすことが示唆された。特に、ガンマ線単独またはセレコキシ

ブとの併用療法では、GL261 は強い G2/M 停止を示した。	 そして GL261 細胞の

G2/M 停止は、併用処理から 10 日後でも持続していた。細胞周期解析を代表する

データとして、常酸素下でのセレコキシブ処理(U87MG と U251MG には 50	 μM、

GL261 には 30	 μM)、単独照射(6	 Gy)、併用処理のそれぞれの処理から 24 時間

後の DNA ヒストグラムを数値化したものを図 8に示す。	 
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（図 8）フローサイトメトリーによる細胞周期分析。	 

	 グラフはセレコキシブ処理(U87MGとU251MGには50	 μM、GL261には30	 μM)、

単独照射(6	 Gy)、併用処理のそれぞれの処理から 24 時間後の DNA ヒストグラム

を数値化したものを示す。黒いバーは G1 期、斜線のバーは S期、白いバーは G2/M

期を示す。エラー・バーは、3件の独立実験から算出される標準偏差を示す。	 *

と**はそれぞれ、コントロールと各処理郡群との比較から算出した P	 <	 0.05 と

P	 <	 0.01 を示す。	 
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3.3.4	 アポトーシス検出	 

	 

	 種々の膠芽腫細胞株に対するセレコキシブ単独処理、ガンマ線照射単独、そし

て併用処理後のフローサイトメトリーによるアポトーシスの分析結果を図 9に

示す。常酸素培養細胞のアポトーシスの割合は、低酸素培養細胞よりも高くな

ることが示された。ガンマ線単独照射に比べ、併用処理のアポトーシスの割合

が高くなるという結果が全ての細胞において見られるわけではなかった。しか

し、U251MG 細胞株については、セレコキシブ単独処理と比較した時、併用処理

で、より有意なアポトーシスの増加が認められた。	 

	 併用処理から 6時間後の細胞について、ウェスタンブロッティングによるア

ポトーシス関連タンパク質の発現解析も行った（図 10）。全ての細胞において、

セレコキシブ単独処理と併用処理で、GRP78/BiP タンパク質の発現レベルが高く

なることが示された。特に GL261 については、低酸素状態の GRP78/BiP の発現

レベルは、常酸素状態と比べて、より高くなることが示された。また、CHOP の

発現は、U87MG と U251MG では GRP78 と連動して増強されることが示唆された。

そして、低酸素下の GADD153/CHOP の発現は、これらの 2つの細胞株で、常酸素

状態の発現より高くなった。GL261 細胞では GADD153/CHOP の発現は、セレコキ

シブ単独処理に比較し、併用処理でより高くなる事が示された。また、低酸素

下で全ての細胞で GADD153/CHOP の発現が増強されたにもかかわらず、Cleaved	 

caspase-3 の発現は上昇しなかった。	 
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（図 9）フローサイトメトリーによるアポトーシスの分析。	 

	 	 

(前頁より続き)早期アポトーシスを	 Annexin	 V アポトーシス検出キットを用い

て検出し、フローサイトメトリーで測定した。細胞は、ガンマ線照射（6	 Gy）

またはセレコキシブ（30-50	 μM）単独処理、および両者併用処理後、常酸素下

または低酸素下で培養した。この図は、各処理後 96 時間経過したときの、アポ

トーシス細胞の全細胞数に対する割合を示した。黒いバーは常酸素下、白いバ

ーは低酸素下での結果を示す。*、p,0.05、セレコキシブ単独処理対併用処理。

データは、3回の個別実験を行って解析した。	 
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(図 10)	 小胞体ストレスとアポトーシス関連タンパクの発現増強。	 

	 小胞体ストレスとアポトーシス関連タンパク質をウェスタンブロッティング

によって検出した。	 各処理後 6時間の値を示す。	 GRP78/BiP と GADD153/CHOP

は、小胞体ストレスの指標である。Cleaved	 caspase-3 は、アポトーシスの指標

である Caspase-3 の活性型であり、アポトーシス細胞でその発現の増加が見ら

れる。またβ-actin をコントロールとして用いた。	 
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3.3.5	 オートファジーの検出	 

	 

	 全ての細胞株で、セレコキシブ単独処理、ガンマ線照射単独、それらの併用

処理後にオートファジーの中間生成物であるオートファゴソームの数が増加し

た（図 11）。	 

	 
（図 11）オートファゴソームのイメージ	 

	 U87MGと U251MGのオートファゴソームの検出は、PremoTM試薬を用いて行った。

一方、GL261 については、Cyto	 IDTMで検出した。写真は、低酸素下での各処理

後 6 時間の細胞の像である。赤と緑の点は、オートファゴソームを示す。核は、

ヘキスト 33342 で染色した。細胞画像は、蛍光顕微鏡（Biozero	 BZ-8000）で撮

影した。	 

	 

	 

	 

	 



 42 

	 また、オートファジーを定量化するためにフローサイトメトリーを用いて AVOs

の解析を行った（図 12）。	 

	 
（図 12）フローサイトメトリーによるオートファジーの定量	 

	 オートファジーはアクリジンオレンジ染色によって検出し、フローサイトメ

トリーを使用して測定した。各細胞株をガンマ線（6	 Gy）またはセレコキシブ

（30-50	 μM）単独処理および併用処理し、常酸素下と低酸素下で 96 時間培養

したときオートファジーによる酸性小嚢のオルガネラ（AVO）の割合を示す。黒

いバーは常酸素下培養のを、白いバーは低酸素下培養の結果を示す。#、p,0.05、

γ線照射対併用処理。*、p,0.05、Celecoxib 対併用処理。データは、3回の独

立した実験を行い解析した。	 
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	 特に U87MG と U251MG 細胞については、低酸素細胞の AVO の形成率は常酸素細

胞に比べて高かった。そして、セレコキシブとガンマ線照射の併用による AVO

形成率の増加は、すべての細胞で、常酸素細胞に比べて低酸素細胞で有意に高

くなる事が示された。	 

	 次に、オートファジー関連タンパク質である LC3の発現を図 13に示す。	 LC3-I

から LC3-II へのシフトは、特に U87MG 細胞株で観察された。常酸素のコントロ

ールと比較した時、セレコキシブ単独処理、ガンマ線単独照射および併用処理

のいずれの場合も、LC3-II の発現がより高くなる事が示された。加えて、すべ

ての細胞で、低酸素下培養のみで LC3-II の発現が高くなることが示唆された。

また、U87MG と U251MG においてガンマ線照射の有無にかかわらずセレコキシブ

処理後の GRP78/BiP、GADD153/CHOP と LC3-II の発現レベルの変化は互いにリン

クしていることが推定された。	 
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(図 13)小胞体ストレスとオートファジー関連タンパクの上方調節。	 

	 小胞体ストレスと自食作用関連のタンパク質を、ウェスタンブロッティング

により検出した。この図は、各処理の後 6時間の値を表す。CHOP と GRP78 とβ-

アクチンは、図 10 の同じデータである。LC3 は、自食作用の指標である。β－

アクチンをコントロールとして用いた。	 
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3.4	 	 考察	 

	 

3.4.1	 セレコキシブの本来の薬理作用	 

	 

	 セレコキシブの主な薬理作用は、COX-2 阻害作用である[11]。COX-2 はアラキ

ドン酸カスケードにおいてプロスタグランジンの合成の律速酵素として働き、

発癌のサイトカイン、成長因子などの調整に関与する[8-10]。プロスタグラン

ジン E2（PGE2）は COX-2 の主産物であり、細胞遊走能、腫瘍増殖、浸潤と血管

新生を加速することが知られている[8]。加えて PGE2 は、アポトーシスや免疫

監視機構を阻害すること[5,	 33]、そして PGE2 の発現そのものは低酸素環境で

更に上昇する事も知られている[10]。このように、腫瘍の増殖に加担してしま

うと考えられる PGE2を調整する COX-2はヒトの悪性脳腫瘍細胞で高発現してい

ることが報告されており[5]、その発現レベルが予後不良と関連があることが示

唆されている[5]。そして、実際にセレコキシブは、膠芽腫以外の腫瘍に対する

検討ではあるものの、血管新生の抑制によって増殖抑制作用を示すという報告

があった[34]。セレコキシブの COX-2 の阻害作用を生かしつつ、さらに Kesari

ら[17]の報告にあるような安全が確認されたセレコキシブの併用治療において

放射線増感作用が確認出来るならば、膠芽腫の治療の併用に用いる薬剤として

非常に有用であると考えられた。	 

	 

3.4.2	 小胞体ストレスとセレコキシブ	 

	 

	 これまでに出されたいくつかの報告では、セレコキシブをおよそ 50〜100μM

の濃度で用いる時、大腸癌[35]と前立腺癌細胞[36]でアポトーシスを誘発した

事が述べられている。セレコキシブは通常、血中濃度のおよそ 10	 μM 以下で用

いられることで、数種類存在する COX のうち COX-2 のみを阻害する事を可能に

した薬剤であるが、これらの報告による腫瘍抑制効果は、むしろ選択的に COX-2

を阻害出来る濃度以上でしか確認されなかったため、COX-2 抑制とは異なるメカ
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ニズムであると考えられた[36]。そして後に、セレコキシブによるアポトーシ

ス誘導のメカニズムが、細胞への小胞体ストレスの過剰な負荷が原因の１つで

あることがわかった[37]。小胞体は生合成で重要な役割を果たす細胞内小器官

であるが、低酸素[20]、Ca2+減少[38]や活性酸素種[39]などにより、そのシグナ

ル伝達機能や検知機能が影響を受ける、言わば	 “ストレス”を受けることが知

られている[40]。最近の報告に基づくと、小胞体ストレスが放射線またはセレ

コキシブによっても誘導されることが示されている[15,	 37,	 39,	 41,	 42]。

Johnson らは[43]セレコキシブが小胞体からサイトゾルへのカルシウムの漏出

を促すことによって小胞体ストレスを誘導することを報告した。この現象の主

要なメカニズムは、COX-2 抑制効果[44]とは独立のメカニズムである、小胞体カ

ルシウム ATPase（SERCA）の抑制であるためと考えられた[42,	 43,	 45]。

Kardosh[15]や Chuang[16]らはセレコキシブの COX-2 阻害機能を欠損させた	 

“2,5-dimethyl-celecoxib	 (DMC)を作成し、この薬剤がセレコキシブと同様に

小胞体ストレスを誘導することを報告した。また、Du[46]らは COX-2 欠乏性の

結腸直腸癌細胞 HCT116 に対してもセレコキシブは小胞体ストレスを惹起し、そ

れに伴う細胞死を誘発することを報告した。いずれも小胞体ストレスが COX-2

阻害作用とは独立のメカニズムである見解を支える報告である。我々も今回、

膠芽腫細胞に対してガンマ線とセレコキシブを併用することで有意な細胞増殖

抑制を確認したが、放射線の増感が確認されたセレコキシブの濃度では COX-2

阻害作用は確認出来なかった。むろんセレコキシブの COX-2 阻害作用の検証は

そのタンパク発現レベルを見るだけでは十分ではなく、下流の PGE2 レベルを確

認することが必要かもしれない。しかし、今回の小胞体ストレスの誘導作用に

限っては、これまでの小胞体ストレス誘導の報告を勘案すると、COX-2 非依存的

な作用であることが想像される。以前、我々は抗癌剤 CPT-11 とセレコキシブの

組合せが有意に、マウス移植神経芽細胞腫の成長を抑制することを報告した

[14]。この時、アポトーシスの増加が GADD153/CHOP のアップレギュレーション

と密接に結びつけられたことから、この併用療法の増殖抑制作用が強い小胞体

ストレスの誘導に起因した為であると結論づけた[47]。そして我々は今回の実
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験結果が、小胞体ストレスの誘導という点で、以前の報告[47]と互換性を持つ

と考えた。	 

	 

3.4.3 小胞体ストレスと細胞死	 

	 

	 小胞体ストレスが過剰に負荷された時、細胞はアポトーシスに至ることが知

られている[19]。過剰な小胞体ストレスが負荷されると、アポト−シス関連タン

パクである CHOP と caspase-3 の発現が上方制御される[15]。しかしながら、今

回の結果では、セレコキシブと放射線によって CHOP が上方制御される事が認め

られたにもかかわらず、カスパーゼ-3 の上方制御とアポトーシス細胞（図 9,10）

の有意の増加は確認出来なかった。だが最近の報告をまとめると、小胞体スト

レスはアポトーシスだけでなくオートファジーも誘発することがわかってきた

[48-50]。そして CHOP の上方制御も、小胞体ストレス応答において、アポトー

シス誘導の他にオートファジーの誘導に繋がる機能を持つことがわかってきた

[51]。今回の実験は、セレコキシブとガンマ線の併用により、低酸素下培養膠

芽腫細胞に主にオートファジーが誘発されることを示した。そして、それはセ

レコキシブがアポトーシスよりもむしろオートファジーを誘発すると報告した

Kang らの報告[52]と互換性を持ち、本研究の主要な発見であると考えている。	 

	 

3.4.4	 セレコキシブの放射線増感作用	 

	 

	 セレコキシブの放射線増感のメカニズムは未だ不明な点が多い。だが最近の報

告の中で、放射線によって受けた DNA 損傷が小胞体ストレスを誘導する一因に

なり得る事が述べられている[41]。そして、放射線障害性小胞体ストレスのシ

グナリング経路として、ある二つの経路が細胞死に結びつく可能性が示唆され

た。その一つは PERK/elF2a/CHOP 経路であり、そしてもう一つは IRE1/XBP1/JNK	 

経路である[53]（参考図 11）。	 
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（参考図 11）小胞体ストレスの概略。	 

	 セレコキシブ誘導の小胞体ストレスは、CHOP または JNK のアップレギュレーシ

ョンを通して、アポトーシスと自食作用につながることができる。放射線障害

性小胞体ストレスは、PERK/elF2 または IRE1/XBP1 経路を通してアポトーシスと

自食作用につながることができる。低酸素誘導性のオートファジー（マイトフ

ァジーを含む）はその自食作用でミトコンドリアを分解することによってアポ

トーシスを阻害する可能性がある。そして、重篤な低酸素は単独で小胞体スト

レスを誘導して、PERK 経路によってアポトーシスまたは自食作用に接続するこ

とができる。図の下部で小胞体ストレスによって誘発されるアポトーシスと自

食作用の間の「バランス」仮説を示した。	 
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	 この放射線障害性小胞体ストレスに基づく経路は、細胞をアポトーシスとオー

トファジーに導くことができるが、同様に低酸素とセレコキシブによって誘導

される小胞体ストレスもまた、この 2通りの経路を介して細胞死に接続してい

ることが報告されている[38,	 54]。つまり、放射線、低酸素、そしてセレコキ

シブから誘導される複合的な小胞体ストレスは腫瘍細胞に深刻な細胞毒性を引

き起こすことが考えられた。	 

	 セレコキシブの放射線増感作用の解釈としては、直接的な細胞死誘導の他に

細胞周期依存的な効果も考えられた。フローサイトメトリーによる分析から、

セレコキシブは単剤で細胞周期に変調を及ぼすことが示唆されたからである。

予てよりセレコキシブの効果と細胞周期の関連性が示唆されてきたが、特に

Grosh らの報告では、[55]、セレコキシブが COX-2 阻害作用とは独立したメカニ

ズムで P21Waf1と P27Kip1の上方調整を通して細胞周期の変調を引き起こす事が示

され、また、Chen らは[56]、長い小胞体ストレスが P27Kip1の発現レベルを増加

させる事を報告した。これはセレコキシブ単剤での処理で小胞体ストレスが誘

導されたこと、そして薬剤処理後に p53 が野生型である U87MG でわずかな G1 期

停止を誘発する一方、p53 が変異型である U251MG と GL261（図 8）は G2/M 停止

を引き起こすことを示した我々の結果と互換性を持つ。このように、小胞体ス

トレスは、細胞周期を調整する因子のうちの 1つである可能性がある。G1 また

は G2/Ｍ期の細胞が放射線高感受性であることが知られている。つまり、小胞体

ストレスを通しての細胞同調効果は、セレコキシブの放射線増感効果のための、

また別のメカニズムであるかもしれない。今後は更なる精密な検査が必要であ

ると考えられる。	 

	 

3.4.5	 セレコキシブ研究の将来の展望	 

	 

	 セレコキシブは NSAIDs として臨床ですでに用いられており、放射線療法との

併用治療を考える時、膠芽腫患者への適用のハードルはそれほど高くはない

[12]。しかし、本研究の現時点での限界は、その濃度設定にある。一般に臨床
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に用いられる場合の血中濃度は 10	 μ以下という報告[57]があるが、今回の実験

での使用濃度はそれよりも高い 30〜50	 μM である。しかし、ファイザーの薬物

動態資料の中には、ヒトに対し 10 日間 2400mg セレコキシブ投与（通常使用の 6

倍量＝血中濃度換算、約 25μM）を行った場合にも重篤な副作用が確認されなか

ったというデータがあり、30μM の血中濃度であれば達成出来る可能性があるか

もしれない。http://labeling.pfizer.com/ShowLabeling.aspx?id=793.また投

与濃度の問題を克服する方法としては、我々が以前に報告した様に[47]、セレ

コキシブを他剤と併用する事によってその効果を維持しつつ使用濃度を下げる

ことが考えられる[14,	 17,	 31,	 47]。今後は、そのような併用治療の有効性を

試験するためにも、今回の研究で用いた GL261 細胞を頭蓋内移植した B56BL6 マ

ウス脳腫瘍モデルが有用であると考えられる。また、Chen ら[58]が、セレコキ

シブが膠芽腫幹細胞様細胞に対する放射線感受性を強化することを報告したよ

うに、膠芽腫幹細胞に対する効果も非常に興味深いテーマである。低酸素環境

が膠芽腫幹細胞のニッチとして知られているように[59]、セレコキシブと放射

線の組合せは放射線療法後の局所再発の主たる原因である腫瘍幹細胞に対して

も有効である可能性がある。	 

	 

	 

3.5	 	 小括・結論	 

	 

	 本章では、セレコキシブが本来の機序である COX-2 阻害作用とは独立のメカ

ニズムで小胞体ストレスを惹起し、膠芽腫細胞に細胞周期停止と細胞死を誘導

することが示唆された。そして、セレコキシブと放射線の併用は小胞体ストレ

スに更に負荷をかける事で、細胞死が引き起こされることが示唆された。この

細胞死の形態は、アポトーシスよりもオートファジーが主で、特に低酸素下培

養した膠芽腫細胞で強く誘導された。	 
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第 4 章	 総括	 

	 本研究では、セレコキシブとガンマ線の併用が、常酸素下のみならず低酸素下

の膠芽腫細胞に対し、有意な増殖抑制効果を示し、オートファジーを引き起こ

すことが示唆された。また、そのメカニズムは膠芽腫細胞に対する強い小胞体

ストレス負荷である事が示唆された。	 

	 今後は、有意な抑制が認められた GL261 マウス膠芽腫細胞を用いた頭蓋内移

植モデルに移行し、生体内における小胞体ストレス反応を検証して行く予定で

ある。そして、今回の効果の限界でもあったセレコキシブの濃度であるが、小

胞体ストレスを誘導する可能性のある他の薬剤と組み合わせることにより、現

実的な投与用量を確立したいと考えている。今回の結果は、腫瘍細胞そのもの

に対する小胞体ストレス誘導効果に焦点を絞った検討ではあったが、続く in	 

vivoの結果次第では、今後の臨床応用として膠芽腫患者の治療予後の改善に貢

献できる可能性が高い。	 
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