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緒 言 

 

膠芽腫は、最も高頻度な原発性悪性脳腫瘍であり、中枢神経系の原発性悪性腫瘍

全体の約 48%、神経膠腫全体の約 57%を占めている（Ostrom et al., 2018）。膠芽

腫の標準的な治療法は、手術後にテモゾロミドを併用した放射線治療を行い、さ

らにテモゾロミドを補助的に投与することである（Tan et al., 2020）。膠芽腫の治

療法は少しずつ進歩しているものの、5 年生存率は依然として 10%未満である

（Ostrom et al., 2018）。近年の前臨床研究においても、膠芽腫における放射線治

療の効果を高めるために利用可能な分子経路が特定されているが、臨床的に有

効な薬剤を得ることができなかった（Bindra et al., 2017; Chang et al., 2007）。治療

効果を向上させるための標的を探るために、治療抵抗性の分子メカニズムを理

解することが肝要であると考える。 

 

放射線治療は、膠芽腫の治療において、局所制御と生存率の両方を改善するた

めに長年使用されており、現在でも重要な治療法である（Tan et al., 2020）。しか

し、多くの場合において、生存した細胞が増殖して再発が生じるため、依然とし

て予後が悪い（Chen et al., 2015; Gupta et al., 2012）。放射線に対する抵抗性を生む

原因の一つとして考えられているのが、小胞やタンパク質などの分泌因子を介

した細胞間コミュニケーションである（Kang et al., 2016; Ni et al., 2019; Yue et al., 

2019）。腫瘍微小環境における放射線誘発性の分泌因子を介した細胞間コミュニ

ケーションは、がん細胞の生存や増殖、浸潤を促進することで放射線抵抗性や腫

瘍進行を促進することが乳がんや神経芽腫などにおいて示されているが

（Aravindan et al., 2014; Vilalta et al., 2014）、膠芽腫の放射線治療後の分泌因子の

制御と放射線抵抗性との関係は解明されていない。これを明らかにすることは、

膠芽腫における放射線抵抗性のメカニズムを知る手がかりになりうる。 

 

Rab ファミリータンパク質は、様々な種類の細胞内膜輸送を制御する Ras 様

低分子量 GTPaseであり、すべての真核生物に存在する（Hutagalung and Novick, 

2011; Stenmark, 2009）。一般に Rab は、Guanosine triphosphate（GTP）が結合した

活性状態と Guanosine diphosphate が結合した不活性状態の 2 つのヌクレオチド

結合状態を循環させることで分子スイッチとして機能し、活性化されたRabは、

ドナー膜からの小胞の出芽、小胞の輸送、輸送小胞とアクセプター膜とのドッキ

ング・融合など、膜輸送の様々なステップを制御する（Barr and Lambright, 2010; 

Segev, 2001）。Rabをコードする遺伝子の変異や、Rab タンパク質の発現異常は、
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細胞内小胞輸送ネットワークを破壊し、腫瘍形成能、細胞移動、転移挙動を変化

させる。いくつかの Rab 遺伝子は、様々ながんにおいて発がん性ドライバーと

して働くことにより、腫瘍の成長や進展に対して促進的な役割を果たす。一般に、

Rab 遺伝子の変異よりも増幅の方が、腫瘍形成やがんの進行と関連している。

（Gopal Krishnan et al., 2020; Thomas et al., 2014; Wheeler et al., 2015; Yang et al., 

2015）。 

 

Rab ファミリーは、哺乳類で最大の膜輸送タンパク質ファミリーであり、ヒト

には 70以上の Rab アイソフォームが存在する（Diekmann et al., 2011; Pereira-Leal 

and Seabra, 2000）。Rab27 は Rabファミリーの一種であり、後生動物に広く保存

されている。脊椎動物では、Rab27 は 2 つのアイソフォーム、すなわち Rab27a

と Rab27bから構成されている。Rab27aと Rab27bはいずれも、小胞の細胞外へ

の輸送やタンパク質の分泌を制御し、細胞間コミュニケーションに関与するこ

とが知られている（Bobrie et al., 2012; Feng et al., 2016; Fukuda, 2013; Wang et al., 

2015, 2008; Wu et al., 2013）。小胞には脂質、核酸、タンパク質など多様な生理活

性物質が含まれており、細胞間で小胞が輸送されることで情報が伝達される

（Henderson and Azorsa, 2012; Tian et al., 2010）。Rab27aは、メラノサイト、細胞

障害性 Tリンパ球、および外分泌細胞、内分泌細胞、卵巣細胞、造血細胞を含む

様々な分泌細胞に広く発現している（Gomi et al., 2007; Tolmachova et al., 2004）。

Rab27a の機能不全は、ヒトの遺伝性疾患である 2 型グリセリ症候群の原因とな

ることが報告されており（Van Gele et al., 2009）、慢性炎症との関連も指摘されて

いる（Alexander et al., 2017）。Rab27bは、主に血小板、胃、大腸、膵臓、下垂体、

膀胱などに発現している（Chen et al., 2004, 2003; Zhao et al., 2002）。現在までに、

疾患の原因となる Rab27b の変異は同定されていない。Rab27bは Rab27aととも

に様々な分泌細胞に発現していることが多く（Gomi et al., 2007）、Rab27b は

Rab27a のエフェクターすべてに結合する能力を持っていることが分かっている

（Fukuda, 2008）。また、Rab27a と Rab27b のアミノ酸配列の相同性は 71%と高

く、両者は共通の Rab27 エフェクターを共有するため、分泌経路において同様

に機能していると考えられていた（Barral et al., 2002）。実際に、Rab27aと Rab27b

が同様の機能を示す例が報告されている（Kariya et al., 2011）。しかしながら、

Rab27a と Rab27b が同じ細胞株においてもタンパク質や小胞輸送において異な

る役割を果たす例が報告されており（Johnson et al., 2010; Ostrowski et al., 2010; 

Singh et al., 2013）、Rab27aと Rab27b の機能の類似性は細胞種に依存すると考え

られる。神経膠細胞や膠芽腫細胞における Rab27a と Rab27b の機能の類似性に

関する報告はない。 
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Rab27 は細胞や組織の生理的機能を適切に維持するために重要であり、Rab27

の発現異常は様々なヒトのがんで観察され、がんの進行や悪性に寄与している。

Rab27aおよび／または Rab27b は、Matrix metalloproteinases（MMPs）や Cathepsin 

D、Cytokines、Growth factors などのタンパク質の放出を調節することで、腫瘍の

進行および転移を促進することが示されている(Bobrie et al., 2012; Dornier et al., 

2017; Feng et al., 2016; Li et al., 2017; Wang et al., 2015, 2008; Wu et al., 2013)。神経

膠腫細胞において、Rab27a は細胞の増殖能を高め、アポトーシスを減少させる

ことが示された（Wu et al., 2013）。Wangらは、低悪性度グリオーマと比較して、

高悪性度グリオーマ（膠芽腫）では Rab27b のプロモーター領域における

Deoxyribonucleic acid（DNA）メチル化が低下しており、Rab27b のタンパク質発

現量が多いことを示した。さらに、膠芽腫において Rab27b の低メチル化または

過剰発現が見られる患者の生存予後が不良であることを報告した(Wang et al., 

2015)。X線照射後の MCF-7乳がん細胞では、RAB27B messenger ribonucleic acid

（mRNA）の発現が増加していることが示されているものの、X 線照射後のタン

パク質レベルの解析や、Rab27b の発現を抑制することによる効果の検証は行わ

れていない（Jabbari et al., 2019）。このように、Rab27aおよび Rab27b の発現異常

は神経膠腫細胞においても確認されているが、放射線抵抗性における Rab27 の

役割は明らかにされていない。 

 

がん細胞から放出される分泌因子は、がん細胞の増殖、生存、浸潤、腫瘍微小

環境のリモデリングなどを促進する重要な役割を担っている（Almiron Bonnin et 

al., 2018; Fidoamore et al., 2016）。いくつかの分泌因子は、細胞の生存や増殖のシ

グナルを活性化し、近傍の細胞に変化を誘導する、すなわちパラクライン効果を

発揮することがわかっている。パラクライン効果を誘導する分泌因子としては、

Kit ligand（Sun et al., 2006）、stromal cell-derived factor-1（Maksym et al., 2009）、

Vascular endothelial growth factor（VEGF）（Kil et al., 2012）、Interleukin（IL）- 8

（Brat et al., 2005）、Epiregulin（EREG）（Takahashi et al., 2003; Wilson et al., 2012）

などが報告されている。EREGは上皮成長因子（Epidermal growth factor; EGF）

ファミリーの一員であり、EGF 受容体（EGF receptor; EGFR）のリガンドである。

EREG は、翻訳直後は膜貫通型の Proepiregulin として細胞膜上に局在し、その

後、C 末端プロペプチドと成熟型の EREG に加工される。成熟した EREG は細

胞外に放出され、EGFR に結合して EGFR の活性化を引き起こし、細胞の増殖を

促す（Baba et al., 2000; Takahashi et al., 2003）。他の成長因子である VEGF や

Fibroblast growth factor などは放射線抵抗性に関与していることが知られている

が（Chen et al., 2020; Green et al., 2007; Harpain et al., 2019）、EREG の放射線治療

との関連は報告されていない。 
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本研究では、膠芽腫において放射線照射後に Rab27b の発現が有意に上昇し、

in vitro および in vivoの両方で放射線抵抗性に重要な役割を果たしていることを

明らかにした。さらに、放射線照射後に亢進した Rab27b は EREG の発現を正に

制御し、周辺の細胞において EGF 受容体（EGFR）を活性化するパラクラインシ

グナルに関与していることを示した。本研究の結果は、Rab27b-EREG 経路を阻

害することで、膠芽腫の放射線治療の効果を向上させる可能性を提示するもの

である。 
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略 語 表 

 

2D Two dimensional 

3D  Three dimensional 

ADAM  A disintegrin and metalloproteinase 

ATCC  American Type Culture Collection 

DAB  3,3’ - Diaminobenzidine 

DAPI  4',6 - diamidino - 2 – phenylindole 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DNA  Deoxyribonucleic acid 

EDTA  Ethylenediamine tetraacetic acid 

EGF  Epidermal growth factor 

EGFR  Epidermal growth factor receptor 

EREG  Epiregulin 

FBS  Fetal bovine serum 

FITC  Fluorescein isothiocyanate 

GTP  Guanosine triphosphate 

HyPBase Hyperactive piggyBac transposase 

IHC  Immunohistochemistry 

IL  Interleukin 

IR  Ionizing radiation 

IVIS  In vivo imaging system 

MMP  Matrix metalloproteinase 

NF-kB  Nuclear factor kappa B 

OD  Optical density 

PBS  Phosphate buffered saline 

PCR  Polymerase chain reaction 

PFA  Paraformaldehyde 

RNA  Ribonucleic acid 

RT  Room temperature 

Red-Fluc Redshifted Luciola italica luciferase 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis 

TBST  Tris Buffered Saline with Tween 20 

TCGA  The Cancer Genome Atlas 
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VEGF  Vascular endothelial growth factor 

cDNA  Complementary DNA 

lrECM  Laminin rich extracellular matrix 

mRNA  Messenger RNA 

shRNA  Short hairpin RNA 

siRNA  Small interfering RNA 
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実 験 方 法 

 

1. 細胞培養 

ヒトグリオーマ細胞株 H4、SW1088、A172、U118MG、U87MGは、American Type 

Culture Collection（ATCC）から購入し、ATCC のプロトコールに従って培養した。

H4、A172、U118MG 細胞を、10%の牛胎児血清（Fetal bovine serum; FBS）を添

加した Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM; Sigma-Aldrich）により、湿

式インキュベーターを用いて 37℃、5% CO2 で培養した。SW1088 細胞は、10% 

FBS を添加した L-15培地（Thermo Fisher Scientific）を用いて、大気中 37℃で培

養した。U87MG細胞は、10%の FBS を添加した Minimum Essential Medium Eagle

（Sigma-Aldrich）を用いて、5% CO2中、37℃で培養した。 

 

2. 細胞の継代 

細胞密度が 70～80%に達した時に細胞の継代を行った。 

培地を捨て、Phosphate buffered saline（PBS;140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM 

KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4）で Wash した後、0.05% Trypsin-Ethylenediamine 

tetraacetic acid（EDTA）（0.5 g/L-Trypsin/0.53 mmol/L-EDTA Solution; Nacalai tesque）

または 0.25% Trypsin-EDTA（2.5 g/L-Trypsin/0.53 mmol/L-EDTA Solution; Nacalai 

tesque）を加えて細胞をはがした。10% FBS を含有した培地を加えて Trypsin の

働きを止め、はがれた細胞を回収し、遠心［110 × g, Room temperature（RT）, 3 

min］した。上清を 2 mm ほど残して捨て、培地で懸濁した。ビルケルチュルク

血球計算器により細胞の濃度を計算して適宜に細胞を播種し、37℃、5% CO2で

培養した。 

 

3. 三次元ラミニンリッチ細胞外マトリックス培養 

細胞をより生体内に近い三次元的な状態で培養するために、三次元ラミニンリ

ッチ細胞外マトリックス（three-dimensional laminin-rich extracellular matrix ; 3D 

lrECM）培養を行った。ラミニンリッチ細胞外マトリックスとして、Growth factor-

reduced Basement Membrane Matrix（Corning）を使用し、過去に記載された方法

で細胞を培養した（Lee et al., 2007）。6 well plateまたは 12 well plate に lrECM を

コートし、37℃で 30 min インキュベートした後、細胞を lrECM 上に播種し、37℃
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で 1 hインキュベートして細胞を接着させた。細胞接着後、培地を Culture medium 

supplemented with 5% lrECM に置き換え、37℃、5% CO2で培養した（図 1）。4日

間以上培養する場合は、3日毎に培地を交換した。 

 

図 1 三次元培養の模式図 

lrECM をプレートに添加し、37℃で固めた。その後細胞を播種し培養した。細胞

は立体構造をとりながら増殖した。 

 

 

4. X線照射  

In vitro 実験では、CellRad 社の X 線発生装置（Precision）を用いて 130 kV で X

線を細胞に照射した。In vivo試験では、腫瘍を移植したマウスの全脳に 150 kV

で X線を照射した（HITACHI）。実験に応じて、2、4、6、8 Gy の線量を照射し

た。 

 

 

5. マイクロアレイ解析  

3D lrECM で培養した U87MG 細胞に、4 Gy の放射線を 24 h おきに 4 回照射し

た。U87MG 細胞から NucleoSpin RNA キット（MachereyNagel）を用いて Total 

RNAを抽出した。高感度 3D-Gene Human Oligo chip 25k version 2.10 を用いたマ

イクロアレイ解析を東レに委託した。データは無処理群の対応するデータによ

り正規化した。 
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6. RNAの単離 

細胞から Total RNAを抽出するために、TRI Reagent（Sigma-Aldrich）を用いた。

1 mLの TRI Reagent により細胞を溶解し、室温で 5 min静置した。200 μLのク

ロロホルムを加え、15 secボルテックスした。遠心（13,000 × g, 4℃, 15 min）し、

水層を新しいチューブに移した。500 μL のイソプロパノールを加え、混合し、

室温で 5 min静置し、遠心（13,000× g, 4℃, 10 min）した。上清を除去し、1 mL

の 75% エタノールを加え、遠心（4℃, 13,000 × g, 5 min）した後、上清を除去し

て風乾し、20 μLの DEPC-treated H2Oでペレットを溶解した。次に、抽出された

RNAに対して RQ1 DNase（Promega）により DNase処理を行った。20 μL の RNA

溶液、15 μLの 10 × RQ1 DNase Buffer、3 μLの RNase inhibitor、4.5 μLの RQ1 

DNase、107.5 μLの milli-Q waterを混合し、37℃で 15 minインキュベートした。 

150 μLの Phenol/Chloroform/IAA（Nippon Gene）を加え、ボルテックスした後、

遠心（13,000 × g, 4℃, 1 min）し、上清を 1.5 mLチューブに移した。15 μLの 3M 

NaOAc と 375 μL の氷冷した 100% エタノールを加えた。-20℃で一晩静置した

後、遠心（13,000 × g, 4℃, 30 min）した。上清を捨て、1 mLの 75% エタノール

を加え、遠心（13,000 × g, 4℃, 1 min）し、上清を捨てた。この操作をもう一度繰

り返した。ペレットを風乾し、20 μLの DEPC 処理水（Thermo Fisher Scientific）

で RNAを溶解した。Nanodrop Lite（Thermo Fisher Scientific）で RNA濃度を測

定した。 

 

7. Complementary DNA（cDNA）合成 

cDNAを合成するために SuperScript Ⅳ First-Strand Synthesis System（Thermo Fisher 

Scientific）を使用した。1 μLの 50 μM Oligo d(T)20 primer、1 μL の 10mM dNTP 

mix、2 μg の Total RNA、DEPC 処理水を混合して合計 13 μL とした。65℃で 5 

minインキュベートし、1 min氷上に静置した。4 μLの 5 × SSIV buffer、1 μLの

100 mM DTT、1 μL の RNase inhibitor、1 μLの SuperScript Ⅳ Reverse Transcriptase

（200 U/μL）を加え、55℃で 10 minインキュベートした後、80℃で 10 min イン

キュベートして反応を停止させた。 
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8. Real-time polymerase chain reaction（Real-time PCR） 

Real-time PCR を行うために、FastStart Essential DNA Green Master kit（Hoffman-

La Roche Ltd）を使用し、Light Cycler 96（Hoffman-La Roche Ltd）により解析し

た。10 μL の FastStart Essential DNA Green Master、5 μL milli-Q water、1 μL の

Forward primer、1 μL の Reverse primer、1 μL cDNAを混合し、Real-time PCR に

供試した。反応条件は以下の通りである。Preincubation（95℃ for 600 s）、3 step 

amplification（95℃ for 10 s, 60℃ for 10 s, 72℃ for 10s, 50 cycles）, melting（95℃ 

for 10 s, 65℃ for 60 s, 97℃ continuous）。プライマーの配列を表 1に記載した。 

 

表 1 Real time PCR に用いたプライマーの配列 

 

 

9. 過剰発現 

目的遺伝子を過剰発現させるために、cDNA を piggyBac トランスポゾンベース

のベクターpPB CEH MCS IP にサブクローニングした。まず、U87MGにおける

Total RNAを抽出して cDNAを合成した。次に、PCR により目的遺伝子の DNA

配列を増幅させ、pcDNA3.1 HisC にライゲーションした。次に、制限酵素により

Xpress タグとともに目的遺伝子の配列を切り出し、ベクターpPB CEH MCS IP に

ライゲーションした。得られたベクターを Hyperactive piggyBac transposase

（HyPBase）を発現するベクターを同時に細胞にトランスフェクションし、セレ

クションすることで過剰発現細胞株を作成した。すべての遺伝子組換え実験は

北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規程に従って実施された。 

 

  

Foward TCGGAACTGAGGCCATGATT

Reverse CCTCCGACTTTCGTTCTTGATT

Foward TAGACTTTCGGGAAAAACGTGTG

Reverse AGAAGCTCTGTTGACTGGTGA

18S rRNA

Rab27b

Primers (5ʹ-3ʹ)
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10. タンパク質の抽出 

 

A. Cell Scraperを用いる方法 

二次元培養した細胞の溶解液を得るために、Cell scraper（Corning）を用いて細胞

を溶解した。培養皿上の細胞を氷冷した 1× PBS で洗浄した後、氷上で細胞に 1% 

Radioimmunoprecipitation assay（RIPA）buffer［1% NP-40, 150 mM NaCl, 50 mM 

Tris–HCl（pH 7.4）, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）, 1% sodium 

deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate（SDS）, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1×

protease inhibitor cocktail（Merck Millipore）］を加え、Cell Scraper を使用して細胞

を培養皿からはがした。回収した溶液を 5 min毎に 15 secボルテックスして攪拌

し、遠心（15,000 rpm, 4℃, 15 min）した。上清を新しい 1.5 mL エッペンドルフ

チューブに移し、細胞溶解液とした。 

 

B. 三次元細培養した細胞の溶解 

氷上で 0.5 M EDTA in PBS を加え、ハサミで先端を切った 1,000 µL用のチップ

でマトリゲルをかき混ぜ、15 mL チューブに回収した。氷上でゆらしながら 30 

minおいた後、遠心（1,000 × g, 4℃, 5 min）した。上清を捨てて 1% RIPAで沈殿

を懸濁し、5 min毎に 15 sec ボルテックスしのち、超音波破砕（high, 10 sec on, 

30 sec off, 7 cycle; Bioruptor, Cosmo bio）した。遠心（15,000 rpm, 4℃, 15 min）後、

上清を新しい 1.5 mL チューブに移し、細胞溶解液とした。 

 

11. タンパク質濃度の定量 

細胞溶解液中のタンパク質濃度を測定するために、DC Protein Assay を行った。

DC Protein Assay は、試料中のタンパク質濃度を測定するための標準的な方法で

ある。すべての手順は室温で行われた。DC Protein Assay Reagent は Bio-Rad よ

り購入した。  

DC Protein assay Reagent A と DC Protein assay Reagent S を 50:1 の割合で混合し

A’とした。1.5 mL チューブに 2.5 µLの 1% RIPA buffer と 2.5 µL の細胞溶解液を

加えた。25 µLの A’、200 µLの DC Protein assay Reagent B を加えてボルテック

スし、室温で 15 min 静置した。96 well plateに 100 µLずつ移し、マイクロプレ

ートリーダー（Multiskan Go; Thermo Fisher Scientific）で 750 nm の波長を測定し

た。事前に作成した検量線からサンプルのタンパク質濃度を算出した。 
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12. ウエスタンブロッティング  

タンパク質の発現を解析するために、ウエスタンブロッティングを行った。ウエ

スタンブロッティングは、電気泳動によって分離したタンパク質を膜（メンブレ

ン）に転写し、任意のタンパク質に対する抗体でそのタンパク質を検出する手法

である。 

まず SDS – polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）または Nu-PAGEを

行い、分子量に応じてタンパク質を分離した。SDS-PAGEはタンパク質解析に用

いられる標準的な電気泳動法である。Nu-PAGE はよりタンパク質分解能が高い

電気泳動法である。 

SDS-PAGEのために、タンパク質 10～20 µgの細胞溶解液を milli-Q water、4×

Sample buffer［4 mL の Glycerol, 2.5 mL の 1M Tris-HCL（pH6.8）, 2 mL の 2-

Mercaptoethanol, 0.8 g の SDS, 4 mg の Bromophenol Blue, 1.5 mL の milli-Q water］

と混合し 20 μLの Lording Sampleとした。これを熱した（100℃, 5 min）後、SDS 

Running buffer（25mM Tris-HCl, 250 mM Glycine, 2.7 mM SDS）に浸したアクリル

アミドゲルに Lordし、電気泳動（25 mA, 90 min）した。電気泳動装置には Mini-

PROTEAN Tetra System（Bio-Rad）を使用した。 

Nu-PAGE のために、タンパク質 10～20 µgの細胞溶解液を milli-Q water、Nu-

PAGE Sample Buffer（Thermo Fisher Scientific）と混合し 20 μLの Lording Sample

とした。これを熱した（70℃, 10 min）後、Nu-PAGE Running buffer（Thermo Fisher 

Scientific）に浸した Nu-PAGE Bis-Tris Gels（Thermo Fisher Scientific）に Lordし、

電気泳動（110 V, 90 min）した。電気泳動装置には XCell SureLock Mini-Cell（Thermo 

Fisher Scientific）を使用した。 

電気泳動後のゲルを取り出し、Transfer buffer（25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycine, 

0.9 mM SDS, 20% Methanol）に浸した装置にセットして Polyvinylidene fluorideメ

ンブレン（Merck Millipore）へと転写（50 V, 120 min）した。転写後のメンブレ

ンを Odyssey Blocking Buffer（LI-COR）に浸して室温で 1 h振とうしてブロッキ

ングした。ハイブリバッグ（Cosmo bio）に抗体を懸濁した Odyssey buffer をメン

ブレンとともに封入し、室温で 2 h振とうまたは 4℃で一晩インキュベートした。

ハイブリバッグからメンブレンを取り出し、Tris buffered saline-tween 20（TBST; 

10 mM Tris-HCl pH7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Tween）に浸し 10 min 振とうさせる

Wash 操作を 3 回繰り返した。IRDye で標識した二次抗体を加えた Odyssey 

blocking bufferにメンブレンを浸し、室温で 1 h振とうした。TBST で 10 min Wash

を 2 回行い、PBS で 1 度 Wash した後、二次抗体の蛍光標識を Odyssey Imaging 

System（LI-COR Biosciences）により検出した。 

画像処理ソフトウェア Image J を用いて、得られたタンパク質のバンドにおけ



15 

 

る輝度を定量化した。 

 

 

13. 抗体 

ウエスタンブロッティングや免疫蛍光染色には以下の一次抗体を使用した。抗

Rab27aポリクローナル抗体（17817-1-AP，Proteintech）、抗 Rab27b ポリクローナ

ル抗体（13412-1-AP，Proteintech）、抗 β-actin モノクローナル抗体（A5441，Sigma-

Aldrich）、抗 Xpress モノクローナル抗体（R910-25，Thermo Fisher Scientific）、抗

EREG モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ D4O51, Cell Signaling Technology ） , 

Immunohistochemistry（IHC）用の抗 EREG ポリクローナル抗体（PA5-24727, 

Thermo Fisher Scientific）、抗 EGFR モノクローナル抗体（D38B1, Cell Signaling 

Technology）、抗 p-EGFR モノクローナル抗体（Tyr1068; D7A5, Cell Signaling 

Technology）。 

 

14. 免疫蛍光染色 

細胞を 4% Paraformaldehyde（PFA）で固定し、0.2% Triton X-100 in PBSで 10 min、

室温で透過処理した後、5% BSA in PBS で 1 h、室温でブロッキングした。細胞

を一次抗体で一晩、4℃でインキュベートした後、PBS で洗浄し、Alexa Fluor標

識二次抗体（Thermo Fisher Scientific）でインキュベートした。F-actin を、ファロ

イジン（Thermo Fisher Scientific）で染色した。その後、細胞を PBS で洗浄し、

0.5 μg/mLの 4',6 - diamidino - 2 - phenylindole（DAPI）で 5 minインキュベートし

て核を染色した。 

3D lrECM 培養細胞の免疫蛍光染色は、過去に記載された方法で行われた（Lee 

et al., 2007）。 3D lrECM で培養した細胞をスライドガラスにプレーティングし、

4% PFA で固定し、100 mM Glycine in PBS で洗浄した。細胞を Blocking buffer

［10% goat serum, 1% goat anti-mouse lgG F(ab’)2 fragment（Thermo Fisher Scientific）

in IF buffer（0.2% Triton X-100, 0.1% BSA, 0.05% Tween 20, 0.05% NaN3 in PBS）］

で加湿室にて室温で 1.5 hブロッキングし、続いてファロイジンでインキュベー

トして F-actin を染色した。その後、細胞を PBS で洗浄し、DAPI で 5 min イン

キュベートし、核を染色した。PBS で 10 min洗浄した後、マウントした。 

蛍光画像は、Leica True Confocal Scanning（TCS）SP8 顕微鏡システム（Leica 

Microsystems）を用いて取得した。 
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15. Short hairpin RNA（shRNA）導入細胞の構築  

shRNA とは、特定のタンパク質を抑制させるために広く用いられているヘアピ

ン型の RNA配列である（McIntyre and Fanning, 2006）。 

U87MG細胞への shRNA組み込みには、PiggyBac Transposon Vector System とい

うトランスポゾンによるゲノムへの組み込みを行うシステムを用いた（Onodera 

et al., 2018）。 

shRNA の標的配列は Rab27b に関する先行研究において使用されている配列

を参考にして作成された（Hendrix et al., 2010; Kariya et al., 2011）。本研究で使用

された shRNAの標的配列を表 2に示す。 

 

表 2 shRNAの標的配列 

 

上記の標的配列を持つ shRNA 導入細胞を構築するために、5’ 側および 3’ 側を

miR-30 前駆体のアームに挟まれた shRNA を、5’ 側の mTagBFP2 cDNA 配列と

ともに piggyBacトランスポゾンベースのベクターpPB CEH MCS IP にサブクロ

ーニングした。まず、オリゴ DNAを Thermo Fisher Scientific より購入した。オ

リゴ DNA をリン酸化し、sense 鎖 DNA と antisense 鎖 DNA をアニーリングし

た。アニーリング済みの DNA をプラスミドベクターpEN_TTmiRC2 にライゲー

ションした。ライゲーションには Takara Ligation Kit（Takara）を用いた。ベクタ

ーをコンピテントセル DH5α（Cosmo bio）にトランスフォーメーションして抗

生物質ゲンタマイシンを塗った LB 寒天培地（10 g Tryptone, 5 g Yeast extract, 10 g 

NaCl, 13 g Agar in 1 L milli-Q water）で培養した。生じたコロニーをつまようじで

つついて 2 mLのゲンタマイシン含有 LB液体培地［（10 gの Tryptone, 5 gの Yeast 

extract, 10 g の NaCl）in 1 L milli-Q water］につけ、37℃にて 8～12 h 培養した。

白濁した培養液からプラスミドDNAを抽出し、制限酵素によりプラスミドDNA

を切断して 10%アガロースゲルにて電気泳動した。プラスミド DNA の抽出には

QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen）を使用した。インサート DNA が妥当な塩基

数になっているかを確認した後、遺伝子制御学研究所にシークセンス解析を外

注し、インサート DNAの配列がデザインした配列と一致していることを確認し

shCTL

shRab27b #1

shRab27b #2

shEREG #1

shEREG #2

shRNA (5ʹ-3ʹ)

ATCTCGCTTGGGCGAGAGTAAG

CCAGTCAACAGAGCTTCTT

AAACGTGTGGTTTATAATGCA

CCCAATATATTCTGACCGTTAA

CCACCAACCTTTAAGCAAA
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た。 

次に、miR30-shDNA を mTagBFP2 cDNA 配列とともにプラスミドベクターpPB 

CEH MCS IP にライゲーションして DH5αにトランスフォーメーションした。生

じたコロニーを100 mLのアンピシリン含有LB液体培地で一晩、37℃で培養し、

NucleoBond Xtra Midi（Macherey-Nagel）を使用して培養液からプラスミド DNA

を抽出した。 

shRNAを細胞に恒常発現させるために、得られたベクターDNA を U87MG細

胞に ViaFect Transfection Reagent（Promega）を用いて HyPBaseベクターとともに

トランスフェクションした。Puromycin を添加してベクターDNA が導入された

細胞をセレクションした。セレクション後の細胞をウエスタンブロッティング

に供試し、Rab27b の発現量が抑制されていることを確認した。 

 

 

16. アポトーシスアッセイ 

アポトーシスの解析には、Annexin V- Fluorescein isothiocyanate（FITC）Apoptosis 

Detection Kit（Abcam）を用いた。Trypsin-EDTAで細胞を回収し、暗所で 10 min、

Annexin V-FITCと室温でインキュベートした。ネガティブコントロールとして、

Annexin V -FITC 染色を行っていない細胞を用意した。FACSAria IIIフローサイ

トメーター（BD Biosciences）を用いて FITC の蛍光を解析した。各群の最終的

な平均 FITC 強度は以下のように算出した。（Annexin V-FITC 染色群の平均 FITC

強度）-（陰性コントロール群の平均 FITC 強度）。 

 

 

17. コロニーフォーメーションアッセイ 

細胞を 6ウェルプレートに播種し、24 h後に X線を照射した。X 線照射の 14日

後に、細胞を 4% PFA で 10 min、室温で固定した。 PBS で洗浄した後、コロニ

ーを 1% Crystal violetで染色した。形成されたコロニーの数をカウントし、以下

の式を用いてコロニー形成効率、細胞生存率を算出し、コントロールとの比を求

めた。（式）コロニー形成効率=（形成されたコロニー数/ 播種した細胞数）×100、

細胞生存率=｛放射線照射後に形成されたコロニー数/［（コロニー形成効率/100）

×播種した細胞数］｝×100。 
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18. 細胞生存率の測定  

細胞播種後、1 日目と 2 日目に 8 Gy ずつ X 線照射を行った。72 h 後、Trypsin-

EDTAで細胞を回収し、カウントした。細胞数を無処理群で正規化し、相対的な

細胞生存率を算出した。 

 

19. In Vivo実験 

In vivoイメージングのために、Redshifted Luciola italicaルシフェラーゼ（Red-Fluc）

を安定的に発現する U87MG-Luc 細胞を作製した。U87MG 細胞を Red-Luc 発現

レンチウイルスに感染させ、10 μg/mL の濃度で Blasticidin S（Thermo Fisher 

Scientific）を用いてセレクションした。 

同所性腫瘍の樹立のために、過去に記述された方法でマウスの脳に腫瘍細胞

を注入した（Kramp and Camphausen, 2012）。ホクドーから 5週齢の雌の BALB/c-

nu/nu ヌードマウスを入手した。shCTLまたは shRab27b #1 でトランスフェクシ

ョンした U87MG-Luc 細胞を懸濁した（5 μLの PBS に 5×105細胞）。0.3 mL の 1 

mg/mL Medetomidine（共立製薬）、0.8 mL の 5 mg/mL Midazolam（アステラス製

薬）、1.0 mL の 5 mg/mL Butorphanol（Meiji Seika ファルマ）、7.9 mL の滅菌水を

混合して三種混合麻酔薬とし、マウス一匹あたりに 50 μL を腹腔に注射して眠

らせた。頭部の皮膚を 1～2 cm 切り込み、ブレグマから右に 2 mm、前に 1 mm

の位置に針で頭蓋骨に穴をあけた（図 2）。ハミルトンシリンジ（ハミルトン）

を用いてヌードマウスの脳内に細胞懸濁液を注入した。頭蓋骨の表面から 3 mm

の深さで、1 min に 2.5 μL の速度で腫瘍細胞を注入した（図 3）。U87MG-Luc 

shCTL または shRab27b の腫瘍を持つマウスをさらに 2 群（1 群 12-15 匹）に分

け、偽照射した対照群と、腫瘍細胞を移植して 7 日目から 10 日目に 4 Gy を 4

回、全脳に分割照射した群とした。各群のマウス数は、shCTLが 9匹、shRab27b

が 6匹、shCTL Ionizing radiation（IR）が 7匹、shRab27b IR が 8 匹であった。50 

mg/kg の D-ルシフェリン（Wako）をマウス腹腔内に注射した後、腫瘍細胞由来

の生物発光を In vivo imaging system（IVIS Spectrum CT; PerkinElmer）により測定

した。歩行困難や体重の 20%以上の減少などの衰弱の兆候が見られるまでマウ

スを観察した後、マウスをサクリファイスして PBS で灌流し、4% PFA で固定し

た。GraphPad Prism を用いて Kaplan-Meier生存曲線を作成した。すべての動物実

験は、北海道大学の動物実験委員会による承認を受けて実施された。 
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図 2 腫瘍細胞をインジェクションした位置 

ブレグマから右に 2 mm、前に 1 mm、頭蓋骨の表面から 3 mm の深さに 1 min

に 2.5 μLの速度で腫瘍細胞を注入した。 

 

 

 

 

 

図 3 マウスの脳に腫瘍細胞をインジェクションする様子 
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20. The Cancer Genome Atlas（TCGA）解析  

RNA-seq（n = 160, RSEM）またはマイクロアレイ（n = 206, Z-score）のデータを、

膠芽腫患者の対応する臨床データとともに、TCGA から入手した。患者は、

RAB27A または RAB27B の発現によって層別化され、上位 25%の患者は

「RAB27A/RAB27B-high」、残りの患者は「RAB27A/RAB27B-low」のグループにそ

れぞれ分類された。また、RAB27A-high と RAB27B-high の両方の特徴を持つ患者

（RAB27A/RAB27B-high/ high）を他の患者群と比較した。生存曲線は Kaplan-Meier

法を用いて推定し、log-rank検定で比較した。同じ分類を用いて、EREGの平均

発現量との相関関係を調べた。分布や分散に依存しない Brunner-Munzel 検定を

用いて統計的有意性を評価した。 

 

21. Small interfering RNA（siRNA）とトランスフェクション 

Lipofectamine RNAiMax 2.5 μLと 50pmol siRNAを 1 mLの培養液あたり 100 μL

の Opti-MEM に入れて混合し、室温で 20 minインキュベートした。その後、こ

の混合物を 5×104 ~ 2×105の細胞に加えた。トランスフェクション後 72 h後に

各アッセイを行った。siRNAの配列は表 3の通りである。 

 

 

表 3 siRNAの配列 

 

  

Sense CUCUCGCUUGGGCGAGAGUAAGdTdT

Antisense CUUACUCUCGCCCAAGCGAGAGdTdT

Sense CCAGUCAACAGAGCUUCUUdTdT

Antisense AAGAAGCUCUGUUGACUGGdTdT

Sense UAGGAAUAGACUUUCGGGAAAdTdT

Antisense UUUCCCGAAAGUCUAUUCCUAdTdT

Sense CCCAAUAUAUUCUGACCGUUAAdTdT

Antisense UUAACGGUCAGAAUAUAUUGGGdTdT

Sense CCACCAACCUUUAAGCAAAdTdT

Antisense UUUGCUUAAAGGUUGGUGGdTdT

siEREG #1

siRab27b #1

siEREG #2

siRab27b #2

siCTL

siRNA (5ʹ-3ʹ)
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22. IHC 

マウスを PBS および 4% PFAで灌流固定した後、解剖して脳を採取した。4% PFA

に浸して 4℃で一晩固定し、エタノール勾配で脱水し、IHC 用のパラフィンブロ

ックに包埋した。パラフィンブロックから 4 μm の切片を顕微鏡スライドにマウ

ントした。抗原賦活化のために、マウス脳切片のスライドを Antigen unmasking 

solution（Vector Laboratories）に浸し、95˚C で 30 min インキュベートした。内因

性ペルオキシダーゼを不活化するために、3% H2O2で 10 min、室温でインキュベ

ートした。スライドを 2% Blocking buffer（Roche）で 1 hインキュベートした後、

一次抗体で 2 hインキュベートした。0.05% Tween 20 in PBS で 3回洗浄した後、

Super Sensitive IHC Detection Systems（BioGenex）でシグナルを増幅した。切片を

Horseradish peroxidase 二次抗体で 30 min インキュベートした。2 回の洗浄後、ヘ

マトキシリン（武藤純正化学）でカウンター染色した。画像は Fiji（ImageJ）を

用いて 3,3’ - Diaminobenzidine（DAB）画像にカラーデコンボリューションした

後、Rab27b および EREG染色の光学濃度（Optical density; OD）を以下の式で定

量した。OD = log（max intensity/mean intensity）、ここで max intensity は 8ビット

画像では 255に等しい。相対 ODは以下のように計算した。（一次抗体が染色さ

れた DAB 画像の OD）-（陰性染色の DAB 画像の OD）。 

 

23. パラクラリンアッセイ  

細胞を飢餓状態にさせるために、H4 細胞の培地を FBS フリーの DMEM に交換

した。16 h培養した後、24 h培養した U87MG細胞の馴化培地を H4細胞に加え

た。10 min後、H4 細胞を RIPA bufferで溶解し、ウエスタンブロッティングによ

りリン酸化 EGFR を測定した（図 4）。 

 

 

図 4 パラクラインアッセイの模式図 

FBS なしの培地で H4細胞を 16 h培養した後、U87MG細胞の馴化培地を添加し

て刺激し、10 min 後に細胞を溶解した。 



22 

 

24. 共培養試験 

 

A. 二次元共培養試験 

二次元共培養では、孔径 0.4 μm の細胞培養インサート（Millicell）に H4または

U87MG細胞をプレーティングし、siRNAをトランスフェクションした。37℃で

24 hインキュベートした後、照射群には X線を 8 Gy照射した。6ウェルプレー

トの下段に播種した H4細胞に、細胞培養インサート（上段）を置いて共培養を

開始した。3日間培養した後、H4細胞を回収し、カウントした（図 5）。H4細胞

との共培養をコントロールとし、測定された値をコントロールの細胞数で正規

化した。 

 

 

 

図 5 二次元共培養試験の手順の模式図 

インサートに細胞を播種した後、siRNA トランスフェクションや X 線照射を行

い、H4-Luc細胞との共培養を行った。3日間の共培養後に細胞数をカウントし、

パラクライン効果を評価した。 
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B. 三次元共培養試験 

三次元共培養では、24ウェルプレートに H4 細胞または U87MG細胞をプレーテ

ィングし、siRNAをトランスフェクションした。24 h培養した後、X線照射し、

これらの細胞（下段）を 3D lrECM 上に播種し、さらに lrECM 層でサンドイッ

チコートした。次に、Red-Fluc をトランスフェクションした H4 細胞（H4-Luc）

細胞（上段）をMatrigel 上に播種し、5% Matrigel を含む 100 μL の培地を供給し

た。3日間のインキュベーションの後、100 μLの 10 mg/mLルシフェリンを加え

た。37℃で 1 hインキュベートした後、CLARIOstar（BMG Labtech）を用いて発

光を測定した（図 6）。 

 

 

 

図 6 三次元共培養試験の手順の模式図 

lrECM 上に H4 または U87MG 細胞を播種し、lrECM でサンドした。その上に

H4-Luc 細胞を播種し、共培養を行った。3 日間の共培養後、Luciferin を添加し

て発光を測定した。 
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25. 統計解析  

In vitro の実験は、少なくとも 3回繰り返した。P 値の算出には、95%信頼区間付

きの Unpaired 2-tailed t 検定を用いた。P 値が 0.05 未満の場合は、統計的に有意

な差があると判断した。すべての棒グラフおよびプロット図は平均値±標準誤

差を示す。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, **** P < 1 × 10-10, ns, not significant. 
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実 験 結 果 

 

1. 放射線照射後の膠芽腫細胞における Rabファミリーの発現解析 

1-1. 放射線照射後の U87MG細胞では RAB27Bの転写が亢進する 

 

Rab GTPase は小胞輸送を制御する（Hutagalung and Novick, 2011; Pfeffer, 2017; 

Stenmark, 2009）。小胞やタンパク質の分泌は、腫瘍微小環境の再構築を介して治

療抵抗性を誘導することが知られている（Al-Nedawi et al., 2009; Maacha et al., 

2019; Mrowczynski et al., 2018）。どの Rab が膠芽腫において放射線照射後に役割

を持つかを検討するために、放射線照射後の mRNA 発現を網羅的に解析した。

三次元培養した U87MG細胞に 4 Gyを 4 回照射し、DNAマイクロアレイ解析を

用いて非照射 U87MG 細胞と照射細胞における Rab の mRNA 発現を比較した。

Rab ファミリーのうち、RAB27B が最も上昇していた（図 7）。Rab27b は細胞外

への小胞輸送やタンパク質の分泌を制御し、その発現亢進は膠芽腫を含め複数

のがん種において予後不良に相関することが報告されている(Kariya et al., 2011; 

Ostrowski et al., 2010; Ren et al., 2016; Wang et al., 2015; Zhao et al., 2016)。そこで、

放射線照射後の膠芽腫細胞における Rab27bの役割を検討することとした。 

 

 

 

図 7 3D lrECMで培養した U87MG細胞における Rabファミリーの mRNA発現

を cDNA マイクロアレイにより解析した。ヒートマップは、未処理のコントロ

ール細胞と比較して、4 Gyを 4回照射した U87MG細胞における RNAレベルの

増加（赤）または減少（緑）を示している。 
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1-2. 放射線照射により Rab27bのタンパク質発現が亢進する 

 

Rab27b の上昇をより確認するために、Real-time PCR による mRNA 解析を行っ

た。Real-time PCR においても、放射線照射による RAB27B の上昇が確認された

（図 8）。 

 

図 8 3D lrECM で培養した U87MG 細胞において、放射線照射後の RAB27B 

mRNA レベルを Real-time PCR により解析した。RAB27B を 18S rRNA で正規化

した。（n = 4）. 

 

 

さらにタンパク質レベルでの発現を解析するために、ウエスタンブロッティン

グを行った。タンパク質レベルにおいても、Rab27b は放射線照射後に上昇して

いることが確認された（図 9）。 

 

 

図 9 2D（Two-dimensional）または 3D lrECMで培養した U87MG細胞において、

放射線照射後のRab27bのタンパク質発現レベルをウエスタンブロッティングに

より測定した。Rab27b のバンド強度を β-actin のバンド強度で正規化した。（n = 

3）. 
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興味深いことに、同じ Rab27ファミリーである Rab27aの発現量は上昇していな

かった（図 10）。 

 

 

 

図 10 2D または 3D lrECM で培養した U87MG 細胞における X 線照射後の

Rab27a のタンパク質レベルをウエスタンブロッティングにより測定した。

Rab27aバンドの強度は β-actin で正規化した。（n = 3）. 

 

 

 

なお、解析には Rab27a、Rab27bそれぞれに特異的に認識することを確認した抗

体を使用した（図 11）。Rab27aとRab27bはアミノ酸配列の相同性が高いためか、

市販されている抗体のいくつかは Rab27a と Rab27b を両方認識した（data not 

shown）。 

 

 

図 11 抗 Rab27aポリクローナル抗体（Proteintech; 17817-1-AP）、抗 Rab27b ポリ

クローナル抗体（Proteintech; 13412-1-AP）、および Xpress モノクローナル抗体を

用いたウエスタンブロッティングを行うことにより、Xpress-Rab27a または

Xpress-Rab27b を過剰発現させた U87MG細胞のライセートを用いて、Rab27aお

よび Rab27b に対する抗体の特異性を検証した。 
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Rab27bの発現上昇は少なくとも一週間続いた（図 12）。 

 

 

 

図 12 2D培養した U87MG細胞に 8 Gy×2回の放射線を照射した後、Rab27b の

タンパク質レベルを測定した。放射線照射の 1日後、3日後、7 日後にライセー

トを回収した。 

 

 

 

ウェスウエスタンブロッティングと同様に、免疫蛍光染色においても、Rab27b

の局在する小胞が放射線照射後に増加していることが確認された（図 13）。 

 

 

 

図 13 放射線処理後のU87MG細胞における Rab27bの細胞内局在を共焦点顕微

鏡により確認した。X線照射して 24 h後に細胞を固定し、抗 Rab27b 抗体で染色

した。緑：Rab27b、赤：F-actin（ファロイジン）、青：核（DAPI）。スケールバー

は 10 µm を示す。1 細胞あたりの Rab27b ポジティブ小胞の数をカウントした。

（n＞60細胞）. 
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放射線照射による Rab27b 発現の上昇は、他のグリオブラストーマ細胞株

U118MGにおいても確認された（図 14）。 

 

 

 

図 14 3D lrECM で培養した U118MG細胞に放射線照射（0Gy、2 Gy×4または

4 Gy×4）した後、Rab27b のタンパク質レベルを測定した。 

 

以上の結果から、放射線照射後の膠芽腫細胞において、Rab ファミリーのうち

Rab27b が特に上昇しており、放射線応答において重要な役割を持つ可能性が示

唆された。 

 

1-3. Rab27bの発現抑制は U87MG 細胞の放射線感受性を高める 

 

これまでの解析から、放射線照射後に発現が亢進するタンパク質が、がん細胞の

生存に寄与することを見出してきた（Nam et al., 2010, 2013）。放射線照射後に亢

進する Rab27bの役割を検証するために、U87MG細胞における Rab27bを shRNA

によりノックダウンした細胞を構築した。ウエスタンブロッティングにより、

Rab27bの発現が抑制されていることを確認した（図 15）。 

 

 

図 15 U87MG細胞において、shRNA（shRab27b #1 および#2）により Rab27b の

ノックダウンを誘導した。Rab27b タンパク質レベルはウエスタンブロッティン

グにより確認した。 

 

U118MG 
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次に、Rab27b ノックダウン細胞における放射線照射後のアポトーシス誘導を解

析するために、Annexin Vによる染色を行った。Annexin Vはアポトーシスによ

り細胞膜の外側に露出した phosphatidylserine を検出するプローブである

（Vermes et al., 1995）。U87MG細胞のコントロール群と比較して、Rab27b ノッ

クダウン群では、放射線処理後の Annexin V 染色が強まっており、アポトーシス

の増加が示唆された（図 16）。 

 

 

 

図 16 細胞を AnnexinV - FITC で染色した後、フローサイトメトリーで FITC の

蛍光強度を測定し、非染色のコントロール群に対して正規化した。（n = 4）. 

 

 

さらに、Rab27b をノックダウンすると、放射線照射後の細胞数が減少した（図

17）。 

 

 

図 17 8 Gyを 2回照射した後 3日間培養した U87MGのコントロール（shCTL）

または Rab27b ノックダウン（shRab27b #1 または#2）細胞の細胞数をカウント

し、対象群にて正規化した。（n = 3）. 
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また、Rab27b のノックダウンにより、放射線照射後のコロニー形成率が低下し

た（図 18）。 

 

 

図 18 コロニーフォーメーションアッセイにより X 線照射後の shCTL または

shRab27b U87MGのコロニー形成率を算出し、非照射群に対して正規化した。播

種後 15日目に細胞を固定し、クリスタルバイオレットで染色した。（n = 3）. 

 

 

U118MG 細胞においても、Rab27b の抑制が放射線照射後の細胞生存率を減少さ

せた（図 19）。 

 

 

図 19 8 Gyを 2回照射した後 3日間培養したU118MGのコントロール（shCTL）

または Rab27b ノックダウン（shRab27b #1 または#2）細胞の細胞数をカウント

し、対象群にて正規化した。（n = 3）. 

 

 

これらの結果から、Rab27b の抑制は、膠芽腫細胞の生存率を低下させることで

放射線照射の効果を高めることが示唆された。 

U118MG 
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2 マウス脳腫瘍モデルにおける Rab27b の発現抑制効果の解析 

 

2-1. Rab27bを抑制した U87MG-Luc細胞の作成 

生体内の発光を測定して腫瘍の大きさを調べるために、redshifted Luciola italica

ルシフェラーゼを安定的に発現させた U87MG-Luc 細胞を作製した。さらに、

U87MGLuc 細胞に、コントロールの shRNA配列（shCTL）または Rab27b #1 の

shRNA配列（shRab27b）を持つプラスミドを導入した（図 20）。 

 

 

 

図 20 ウエスタンブロッティングにより U87MG-Luc細胞における shRNAによ

る Rab27b のノックダウンを確認した。 

 

 

2-2. Rab27bの抑制は、X線照射後における脳腫瘍の成長を遅らせる 

次に、同所性異種移植マウスモデルにおいて膠芽腫の放射線抵抗性における

Rab27b ノックダウンの効果を検証した。マウスの脳に U87MG-Luc 細胞をイン

ジェクションし、照射群にはマウス全脳に 4 Gy照射を 4回行った。経時的に発

光強度を測定して腫瘍の成長を解析した（図 21）。 
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図 21 実験計画。U87MG-Luc shCTLまたは U87MG-Luc shRab27b をインジェク

ションしたマウス（n = 6-9）は、インジェクション後 7日目から 10日目まで全

脳照射を受けた。 

 

 

Rab27b のノックダウンのみでも、腫瘍の成長を遅らせた。X 線照射を組み合わ

せることで、さらに腫瘍の成長が遅くなった（図 22）。 

 

 

 

図 22 マウスが衰弱するまで、IVISを用いてU87MG-Lucにおる発光を測定し、

腫瘍の成長をモニターした。腫瘍内の発光強度を測定し、7日目に測定した強度

で正規化した。shCTL（n = 9）、shRab27b（n = 6）、shCTL IR（n = 7）、shRab27b 

IR（n = 8）. 
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2.3 Rab27b の抑制は、X 線照射後におけるマウスの生存期間を延長

する 

腫瘍の成長をモニターしながらマウスの生存期間を測定したところ、Rab27b の

抑制はマウスの生存期間を延長させた。Rab27bの抑制と X線照射の組み合わせ

は、さらにマウスの生存期間を延長させた（図 23）。 

 

 

 

図 23 実験に供試したマウスの生存期間を記録した。Kaplan-Meier 生存曲線を

示す。shCTL（n = 9）、shRab27b（n = 6）、shCTL IR（n = 7）、shRab27b IR（n = 

8）. 

 

 

 

重要なことに、放射線照射と Rab27b ノックダウンを併用することで、各処理の

効果を各群で加算した値よりも大きい相乗効果が得られた（図 22、23）。これら

の結果は、Rab27b が膠芽腫の放射線抵抗性に寄与していることを強く示唆して

いる。 
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3. 神経膠腫細胞における Rab27bと EREGの発現解析 

 

3-1. EREGの発現は Rab27の発現と相関している 

Rab27b は、細胞外への小胞輸送を制御し、様々な物質の輸送に貢献する。成長

因子もその制御を受けて分泌され、受容体に結合し細胞の生存や増殖に関わる

パスウェイを活性化させる（Kariya et al., 2011; Tsuruda et al., 2020）。我々は、

Rab27b と発現が相関している分泌タンパク質を特定することを試みた。前述の

マイクロアレイデータと膠芽腫の TCGAデータベース（RNA-seq）による解析を

もとに、分泌タンパク質の mRNAレベルを調べた。放射線照射後に mRNA発現

が増加（マイクロアレイ）（図 24）し、Rab27b の発現と相関している（TCGA）

（図 25、26）ことから、私たちは EREGに着目した。 

 

 

図 24 3D lrECM で培養した U87MG 細胞における EREG の発現を cDNA マイ

クロアレイにより解析した。 

 

 

 

EREGはグリオーマの進行や腫瘍の成長に関与していると言われている（Auf et 

al., 2013; Kohsaka et al., 2014）。TCGAの解析によると、RAB27A または RAB27B

の発現レベルが高いグループでは、低いグループに比べて EREG の発現が有意

に高かった。注目すべきは、RAB27AとRAB27Bの両方の発現が高いグループは、

EREGの発現がより高く、さらに予後の悪さと相関していたことである。（図 25）。 
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図 25 160 人の膠芽腫患者の TCGA RNA-seq データを用いて、RAB27A または

RAB27B の発現を単独または組み合わせて層別化した患者について、Kaplan-

Meier 生存曲線を作成した（上段）。また、各グループにおける EREG カウント

の平均値を算出した（下段）。H, high; L, low; HH, RAB27A/RAB27B-high/high. 

Brunner-Munzel test. 

 

 

 

 

マイクロアレイにより解析された別の膠芽腫におけるデータセットでも同様の

結果が得られた（図 26）。 
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図 26 別のデータセットを用いた TCGA解析。膠芽腫患者 206 人の TCGAマイ

クロアレイデータを用いて、RAB27Aまたは RAB27Bの発現レベルを単独または

組み合わせて層別化した患者について、Kaplan-Meier生存曲線（上段）を作成し

た。また、各グループにおける EREG の平均 Z スコアを算出した（下段）。H, 

high; L, low; HH, RAB27A/RAB27B-high/high. Brunner-Munzel test. 

 

 

グリオーマ細胞株における EREGと Rab27 の発現をさらに評価するために、

H4（神経膠腫）、SW1088（星細胞腫）、A172（膠芽腫）、U118MG（膠芽腫）、

U87MG（膠芽腫）の各細胞におけるタンパク質レベルを分析した。低悪性度グ

リオーマ細胞である H4細胞は、2D培養では上皮細胞様の表現型を示したが、

他の細胞株は 2Dおよび 3D培養の両方で線維芽細胞様の表現型を示した（図

27）。 
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図 27 2Dまたは 3D lrECM 培養下の 5つのグリオーマ細胞株 H4、SW1088、

A172、U118MG、U87MGの形態を示す免疫蛍光画像。赤：F-actin（ファロイ

ジン）、青：核（DAPI）。スケールバーは 25 μm を示す。 

 

 

EREGタンパク質は、2Dおよび 3D培養の両方において、Rab27a と Rab27b の

両方を高レベルで発現している U87MG 膠芽腫細胞株で、H4よりも高レベル

で発現していた（図 28）。これらの結果は、EREGが Rab27bの発現と相関関係

にあることを示唆している。 

 

 

図 28 5 つのグリオーマ細胞株における Rab27b と EREG のタンパク質レベル

をウエスタンブロッティングにより解析した。 
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3-2. Rab27b と EREGの間には正のフィードバックが存在する 

 

EREG の発現パターンは、5 つのグリオーマ細胞株において、Rab27a よりも

Rab27bと密接に相関しており、U87MG細胞では EREGが大幅に上昇していた。

次に、RNA干渉および過剰発現により、EREGと Rab27bの発現を抑制または上

昇させた U87MG における Rab27b と EREG の発現を調べた。siRNA により

Rab27b のノックダウンをしたところ、U87MG 細胞の EREG のタンパク質レベ

ルが低下した（図 29）。 

 

 

 

図 29 siRab27b または siCTL をトランスフェクションした U87MG 細胞のライ

セートにおける EREG の発現レベルを測定した。 
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逆に、EREGノックダウンは、Rab27bのタンパク質レベルを低下させた（図 30）。 

 

 

図 30 siEREGまたは siCTLでトランスフェクションしたU87MG細胞でRab27b

の発現レベルを測定した。 

 

 

U87MG細胞および U118MG細胞では、外因性の Rab27bまたは EREGの過剰発

現により、それぞれ EREGおよび Rab27bのタンパク質発現が増加した。（図 31） 
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図 31 Xpress-Rab27b または EREG-Venus を安定的に過剰発現させた U87MG細

胞のライセートにおいて、Rab27b および EREGの発現レベルをウエスタンブロ

ッティングにより測定した。Xpress-Rab27b または EREG-Venus を安定的に過剰

発現させた U118MG 細胞において、Rab27b および EREGの発現レベルをウエス

タンブロッティングした。 

 

 

これらの結果は、Rab27b と EREGの発現を制御する正のフィードバックループ

があることを示唆している。 

 

4. EREGおよび Rab27bを介する放射線抵抗性の解析 

 

4-1. EREGは放射線照射後に亢進する 

図 9に示した放射線照射による Rab27b の亢進と同様に、EREG のタンパク質発

現は、U87MG 細胞および U118MG 細胞で X 線照射後に上昇していた（図 32）。 

  

U118MG 
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図 32 （左）X 線照射後の U87MG 細胞における EREG のタンパク質レベルを

ウエスタンブロッティングで測定した。（右）3D lrECM で培養した U118MG細

胞に放射線照射（0 Gy、2 Gy×4または 4 Gy×4）した後、EREG のタンパク質

レベルを測定した。 

 

 

 

Rab27bと同様に、EREG発現の増加は、照射後少なくとも 1週間は持続した（図

33）。 

 

 

 

図 33 2D培養した U87MG細胞に分割 X線照射した後、EREG のタンパク質レ

ベルを測定した。X 線照射して 1日後、3 日後、7日後に細胞溶解液を採取した。 

 

 

 

U118MG 
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4-2. EREGは放射線抵抗性に寄与する 

 

shRNAにより EREG をノックダウンした U87MG細胞を作成した（図 34）。 

 

 

 

図 34 U87MG細胞において、shRNA（shEREG #1および#2）により EREGのノ

ックダウンを誘導した。EREGタンパク質レベルはウエスタンブロッティングに

より確認した。 

 

 

放射線照射を受けた U87MG細胞の細胞数は、EREGを抑制した群でわずかなが

ら減少した（図 35）。 

 

 

図 35 8 Gy を 2 回照射して 3 日後、shEREG または shCTL 細胞をカウントし、

対象群に対して正規化した。（n = 3）. 

 

 

次に、図 28において Rab27bおよび EREGの高レベルな発現を示した U87MG

と、両者の低レベルな発現を示した H4の放射線抵抗性を比較した。放射線照
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射後のコロニー形成率は、U87MG細胞の方が H4細胞よりも高かった（図

36）。 

 

 

 

図 36 放射線処理後における H4 および U87MG 細胞のコロニー形成率を非照

射群に対して正規化した。播種後 15日目に細胞を固定し、クリスタルバイオレ

ットで染色した。（n = 3）. 

 

 

また、放射線照射後の細胞生存率は、U87MG 細胞の方が H4 細胞よりも高かっ

た（図 37）。 

 

 

図 37 8 Gyを 2回照射して 3日後のH4およびU87MG細胞の生存率を測定し、

非照射群の生存率で正規化した。（n = 3）. 

 

 

 

さらに、放射線への抵抗性が比較的低い H4 細胞において、Rab27b または EREG

のいずれかを外因性に過剰発現させることで、放射線抵抗性の上昇がみられた

（図 38）。 
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図 38 Xpress-Rab27b または EREG-Venus を H4 細胞で恒常的に過剰発現さ

せた。8 Gyを 2回照射した後の細胞生存率を細胞計数により解析した。（n = 3）. 

 

 

一方、U87MG細胞では、これらのタンパク質を過剰発現させても、放射線抵抗

性のさらなる上昇はみられなかった（図 39）。 

 

 

 

 

 

図 39 Xpress-Rab27b または EREG-Venus を U87MG細胞で安定的に発現さ

せ、放射線処理後の細胞生存率を細胞計数により解析した。（n = 3）. 

 

 

H4 

U87MG 
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次に、図 23における放射線照射後のマウス脳腫瘍において、Rab27b と EREG

のタンパク質レベルを IHC で確認した。放射線照射後の腫瘍において、Rab27b

と EREGの発現が増加していた。重要なことに、Rab27b のノックダウンは、

Rab27b だけでなく、放射線照射で誘発された EREGの発現も抑制した。この

結果は、Rab27bが EREGの発現を制御することを示す（図 40）。これらのデー

タは、放射線が Rab27b と EREGの共亢進を誘導し、グリオーマ細胞の放射線

抵抗性に寄与することを示唆している。 
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図 40 （A）マウス脳腫瘍における Rab27b または EREG の IHC 画像。画像は

Fiji を用いて DAB 画像に color-deconvolution した。スケールバーは 20 μm を示

す。（B）Fiji を用いて光学密度（OD）を定量化した。Relative OD は以下のよう

に計算した。（一次抗体により染色した DAB 像の OD）-（一次抗体による染色

なしの DAB 像の OD）。shCTL（n = 7）、shRab27b（n = 4）、shCTL IR（n = 6）、

shRab27b IR（n = 5）. 

 

 

  

A 

B 
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5. Rab27bと EREGを介するパラクライン効果の解析 

 

膠芽腫では、同一腫瘍内に複数の細胞サブタイプが共存していることが知られ

ている。治療への感受性がサブタイプにより異なるため、腫瘍内不均一性は効果

的な治療を確立する上で困難な障壁であると考えられている（Ou et al., 2020; 

Sottoriva et al., 2013）。不均一な腫瘍内細胞集団において、がん細胞から分泌され

るタンパク質や小胞が隣接する細胞の生存や増殖に影響を与える（Soeda et al., 

2015; Son et al., 2017）。分泌タンパク質である EREGは、腫瘍の進行をパラクラ

イン的に制御することが報告されている（Neufert et al., 2013; Vlaicu et al., 2013）。

そこで、U87MG 細胞が放射線処理後に Rab27b 経路を介して EREG を分泌する

ことが、異なる種類のグリオーマ細胞、特に低悪性度で放射線感受性の高い H4

細胞株に対してパラクライン効果を発揮するかを評価した。 

 

5-1. 放射線による Rab27b-EREG経路の亢進は EGFRを活性化する 

 

EREG は、膜貫通型の Proepiregulin として合成され、その後、Proepiregulin は、

細胞膜に結合する C 末端ペプチドと、細胞外に放出される成熟型のペプチドに

分解される。成熟した EREG は EGFR に結合し、EGFR シグナルを活性化する

（Baba et al., 2000; Kohsaka et al., 2014）。組換え EREGまたは U87MG細胞の馴

化培地で処理した H4細胞におけるリン酸化 EGFR（p-EGFR）レベルを評価する

ことで、パラクライン効果を調べた。組換え EREGの効果と同様に、U87MG細

胞の馴化培地で処理した H4細胞では p-EGFR レベルが上昇した（図 41）。 

 

 

図 41 10 ng/mLまたは 100 ng/mLの EREG または U87MG細胞の馴化培地で 10 

min 刺激した。EGFR のリン酸化を、p-EGFR（Tyr1068）に対する抗体を用いた

ウエスタンブロッティングにより測定した。 
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さらに、X線を照射した U87MG細胞からの培地で処理した H4 細胞では、非照

射細胞からの培地と比較して、EGFR のリン酸化が線量依存的に増加した（図

42）。 

 

 

 

図 42 H4 細胞を無血清培地で 16 h インキュベートした後、放射線照射の 24 h

後に採取した U87MG細胞の馴化培地で H4細胞を 10 min刺激した。EGFR のリ

ン酸化をウエスタンブロッティングにより測定した。 

 

 

EREGをノックダウンした U87MG細胞の馴化培地で処理した細胞では、コント

ロール細胞の馴化培地で処理した細胞に比べて p-EGFR レベルが低下していた

（図 43）。 

 

 

 

図 43 H4細胞をEREGノックダウン細胞（shEREG#1または#2）または（shCTL）

U87MG 細胞の馴化培地で刺激した。EGFR のリン酸化をウエスタンブロッティ

ングにより測定した。 

 

同様の結果は、Rab27b をノックダウンした U87MG 細胞の培養液で処理した細

胞でも得られた（図 44）。 
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図 44 H4 細胞を、siRab27b または siCTL をトランスフェクションした U87MG

細胞の馴化培地で刺激した。EGFR のリン酸化をウエスタンブロッティングによ

り測定した。 

 

 

これらの結果から、U87 MG 細胞において、放射線照射後に応じて亢進した

Rab27b による制御を受ける EREG は、H4 細胞で EGFR を活性化することが示

唆された。 

 

 

5-2. 共培養系 による Rab27b-EREGパラクライン効果の解析 

 

次に、放射線照射を受けた U87MG細胞が H4細胞の増殖に及ぼすパラクライン

効果を、2Dおよび 3D 共培養システムを用いて解析した。2D共培養では、イン

サートに H4 または U87MG 細胞を播種し、プレートに播種した H4 細胞と共培

養した後、プレートの細胞数を測定した（図 45）。 
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図 45 2D 共培養システムの実験モデル。H4 細胞または前処理した U87MG 細

胞を Transwell インサート（上部チャンバー）に播種した。U87 細胞を siRNAで

24 hインキュベートした。上部チャンバーに放射線を照射し、H4 細胞を播種し

た 6 ウェルプレートに設置した（下部チャンバー）。3 日間の共培養後、下部チ

ャンバー内の H4細胞数を測定した。 

 

 

 

U87MG細胞と共培養した H4細胞は、H4 細胞と共培養したものよりも細胞数が

増加した。さらに、放射線照射を受けた U87MG 細胞と共培養した H4 細胞は、

非照射 U87MG細胞と共培養した H4よりも増殖が亢進していた（図 46）。 

 

 

 

 

図 46 H4、U87MG、または 8 Gy照射した U87MG細胞と共培養した H4細胞の

数をカウントし、H4細胞と共培養した H4 細胞に対して正規化した。（n = 4）. 
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一方、Rab27b ノックダウン細胞との共培養では、放射線照射後の U87MG によ

る H4細胞の増殖亢進は、コントロールの U87MG細胞との共培養に比べて抑制

された（図 47）。 

 

 

 

図 47 siRNAをトランスフェクションした後に放射線照射を行った U87MG細

胞と共培養した H4 細胞の細胞数をカウントした。コントロール細胞と共培養

した H4の細胞数で正規化した。（n ≧ 5）. 

 

 

3D 共培養では、H4 または U87MG 細胞を lrECM でサンドイッチし、Red-Fluc 

をトランスフェクションした H4細胞（H4-Luc）細胞と共培養した後、Luciferase

による発光強度を測定することで H4の増殖を評価した（図 48）。 

 

 

図 48 3D共培養システムの実験モデル。lrECM 上に siRNAで処理した H4細胞

または U87MG細胞を播種した。24 h培養した後、これらの細胞をさらに lrECM

層で覆い、その上に H4-Luc細胞を播種し、3日間培養した。 
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3D共培養システムでも 2D共培養システムと同様の結果が得られた（図 49、50）。 

 

 

図 49 H4 細胞、U87MG細胞、または 8 Gy 照射した U87MG細胞と共培養した

H4-Luc細胞におけるルシフェラーゼの発光強度を測定し、H4細胞と共培養した

H4-Luc細胞に対して正規化した。（n = 5）. 

 

 

 

図 50 siRNA をトランスフェクションし、放射線照射した U87MG 細胞と共培

養した H4-Luc細胞のルシフェラーゼの発光強度を測定し、コントロール細胞と

共培養した H4-Luc細胞で正規化した。（n = 4）. 

 

 

以上のことから、放射線治療後、Rab27b-EREG 経路がパラクライン効果を発揮

して他サブタイプの細胞の増殖を促進することが示唆された。 
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考 察 

 

放射線治療は、手術や化学療法と組み合わせて行われるが、治療抵抗性や腫瘍の

再発などにより、膠芽腫患者の予後は依然として不良である（Ostrom et al., 2018; 

Stupp et al., 2009）。複数の Rabについて、発現亢進はがん細胞の生存や増殖、浸

潤を促進することが知られており（Gopal Krishnan et al., 2020; Thomas et al., 2014; 

Yang et al., 2015）、Rab27 の発現亢進も膠芽腫を含めた複数のがん種において腫

瘍進展や予後との相関が示唆されている(Bobrie et al., 2012; Dornier et al., 2017; 

Feng et al., 2016; Li et al., 2017; Wang et al., 2015, 2008; Wu et al., 2013)。Rab27は小

胞やタンパク質の輸送を制御することで細胞間コミュニケーションを担い

（Ostrowski et al., 2010）、ある種の細胞間コミュニケーションは放射線抵抗性に

寄与することが示唆されている（Kang et al., 2016; Ni et al., 2019; Yue et al., 2019）。

本研究は、放射線によって誘発される Rab27b-EREGシグナルの増加が、膠芽腫

細胞の放射線抵抗性に寄与することや、パラクライン的に周辺細胞の増殖を促

進することを示している。 

 

先行研究から、細胞内の小胞輸送が放射線抵抗性に寄与する可能性が示唆さ

れていた（data not shown）。そのため、小胞輸送の制御因子である Rabファミリ

ーに着目し、X 線を照射した膠芽腫細胞株 U87MG における Rab の転写レベル

を網羅的に解析した。本研究では、Rabファミリーの中で最も発現が上昇してい

た Rab27bに注目した（図 7）。放射線照射後に Rab27b のタンパク質発現が増加

し、その傾向は少なくとも 7日間持続したことから（図 12）、細胞計数アッセイ、

コロニー形成アッセイ、パラクラインアッセイ、in vivo実験などの複数のエンド

ポイントにおいても Rab27b の発現が増加していたと考えられる。Rab27b を抑

制すると、in vitroでは X線照射後における膠芽腫細胞の生存率が低下し（図 17）、

in vivo モデルでは放射線処理後における腫瘍の成長を遅らせ、マウスの生存期

間を延長した（図 22、23）。我々の結果とは対照的に、Huangらは、Rab27b の抑

制が放射線治療後の上咽頭がん細胞の生存率を高めることを報告した（Huang et 

al., 2017）。Huangらと我々の結果の違いは、放射線応答における Rab27b の役割

が、がんの種類によって異なる可能性を示唆している。 

 

これまでにも、いくつかの Rab タンパク質が放射線抵抗性に関与することが

報告されている。Rab12 の発現は X線照射後の Human papillomavirus ポジティブ

の子宮頸がんにおいて亢進しており、G2/M Arrest を増加させることで放射線抵

抗性を促進することが示された（Huang et al., 2021）。Rab25 の発現は X線照射後
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の肺がんおよび上咽頭がんにおいて亢進しており、EGFR リサイクリングを促す

ことによりそのパスウェイを活性化し、増殖を亢進させることが明らかにされ

た（Zhang et al., 2020）。本研究において、様々な Rab の発現が X線照射後に増

加または減少していた（図 7）。Rab27b 以外の Rabも放射線抵抗性に関与する可

能性がある。様々な Rab の X 線照射後の膠芽腫細胞における機能や、増減する

メカニズムを解明することは、膠芽腫の放射線抵抗性メカニズムの理解をさら

に深めるだろう。 

  

腫瘍の進行には、腫瘍細胞の増殖に加えて、浸潤や腫瘍微小環境との相互作用

が重要である（Krakhmal et al., 2015; Quail and Joyce, 2017）。Rab27b は、分泌因子

の制御により腫瘍の浸潤や成長を促進することが報告されている(Hendrix et al., 

2010; Li et al., 2017; Wang et al., 2015)。我々が行った in vivoの実験では、Rab27b

のノックダウンにより、放射線治療後のマウスにおける脳腫瘍の成長が遅延し

た（図 22）。これらのことから、Rab27b は、放射線照射後の膠芽腫細胞の浸潤や

周辺組織との相互作用、細胞増殖にも重要な役割を果たしている可能性がある。

今後、放射線抵抗性や照射後の腫瘍増殖、浸潤における Rab27b の役割やその分

子メカニズムをさらに詳しく調べる必要がある。 

 

Rab27aと Rab27b は、71%のアミノ酸相同性を有している（Ramalho et al., 2001）。

Rab27aと Rab27b はともに、骨芽細胞における Nuclear factor kappa B（NF-kB）

リガンドの受容体活性化因子である Receptor activator of NF-κB ligand の放出を

媒介する（Kariya et al., 2011）。また、ともにメラノサイトのメラノソームに結合

していることから、これら 2 つのタンパク質は機能的に相同性があると考えら

れている（Ramalho et al., 2001）。一方、Rab27aは様々な組織で発現しているが、

Raeb27bは一部の組織で発現が確認されている（Barral et al., 2002）。また、下垂

体細胞において Rab27a と Rab27b は異なる発現を示し、異なるペプチドホルモ

ンの分泌に影響を与えている（Zhao et al., 2002）。さらに、HeLa細胞では、Rab27a

と Rab27b はエクソソームの分泌過程の異なるステップを制御している

（Ostrowski et al., 2010）。これらのことから、両者は異なる機能を持つと考えら

れている。本研究では、グリオーマ細胞株によって Rab27a と Rab27b の発現パ

ターンが異なっていた（図 28）。また X 線照射した膠芽腫細胞では、Rab27b が

特異的に増加したが、Rab27aの発現は増加しなかった（図 9、10）。このように、

膠芽腫細胞では放射線照射に応じて Rab27a と Rab27b を制御するメカニズムが

異なる可能性がある。膠芽腫や様々な種類のがん細胞における Rab27b とそのア

イソフォームである Rab27a の関係を含め、Rab27 が関与する放射線抵抗性のメ

カニズムを解明するには、さらなる研究が必要である。 
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がん細胞は、成長因子、サイトカイン、プロテアーゼ、エクソソームなどの分

泌因子を放出することで、腫瘍微小環境を調節し、生存と進行を促進している

（Bian et al., 2019; Yuan et al., 2016）。過去の研究では、EREGが隣接する細胞の

増殖を刺激し、パラクラインメカニズムを介して腫瘍の進行に寄与することが

示されている。腫瘍関連マクロファージと乳がん細胞は、EREG を含む分泌因子

を介してパラクライン相互作用を示す（Vlaicu et al., 2013）。また、腸管線維芽細

胞由来の EREG の分泌は、隣接する腸管上皮細胞の増殖や腫瘍細胞への分化転

換を促進する（Neufert et al., 2013）。EREG はパラクライン作用に加えて、U87MG

細胞の EGFR を介したオートクライン成長を促進し、この作用がグリオーマの

進行に寄与していると報告された（Auf et al., 2013）。我々の知る限り、本研究は、

EREG の発現が X 線によって上昇し、がんの放射線抵抗性に関与していること

を示した初めての研究である。我々の結果は、Rab27b ノックダウンによる放射

線抵抗性の低下が EREG ノックダウンによるものよりも高いことを示している

（図 17、35）。Rab27b は EREG だけでなく、エクソソームや Heat shock protein 

90α、MMP-9などの分泌を制御している(Ostrowski et al., 2010; Wang et al., 2015; 

Yang et al., 2019)。このことから、Rab27b の増加を介した放射線抵抗性における

EREGの寄与は部分的であり、他の因子も放射線照射後に発現や分泌が亢進する

ことで、Rab27b の増加を介して放射線抵抗性を媒介している可能性が考えられ

る。放射線抵抗性における Rab27bの役割を解明するには、Rab27b の亢進により

上昇する分泌因子をより詳細に理解する必要がある。 

 

EREGは、グリコシル化された Proepiregulin タンパク質として合成され、プロ

セシングされて C 末端のプロペプチドと成熟型 EREGが生成される（Baba et al., 

2000）。興味深いことに、EREGは、2D培養と 3D培養で異なるタンパク質バン

ドパターンを示している（図 28）。特に、約 12 kDaと 22 kDaの 2 つのタンパク

質バンドのレベルは、2D培養した細胞よりも 3D培養した細胞の方が高かった。

12 kDaのバンドは、C 末端の EREGプロペプチドに相当する。Proepiregulin のプ

ロセシングは、A disintegrin and metalloprotease（ADAM）17によって媒介される

（Sahin et al., 2004）。したがって、2D と 3D の条件下で培養された細胞では

ADAM17 の活性が異なり、その結果、C 末端の EREG プロペプチドのレベルが

異なる可能性がある。22 kDa のバンドは、グリコシル化された Proepiregulin に

相当する。タンパク質のグリコシル化は、細胞の環境に影響を受ける（Nam et al., 

2008）。 2D と 3D では細胞の培養環境が大きく異なるため、EREG のグリコシ

ル化は細胞培養条件の影響を受けている可能性がある。 
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本研究の結果は、放射線治療後に亢進した Rab27b が EREGの発現と分泌を増

加させ、増加した EREG が Rab27b の発現亢進にも影響を与えることを示唆して

いる。Rab27b と EREG の発現がフィードバックループとして相互に制御されて

いることを示しているが、そのメカニズムは解明されていない。IL-6や IL-17な

どのいくつかのサイトカインは EREG の発現を増加させ、NF-kB、Signal 

transducer and activator of transcription 3、Mitogen-activated protein kinase カスケー

ドなどの細胞内シグナルカスケードを活性化することが報告されている（Harada 

et al., 2015; Murakami et al., 2013）。さらに、EREGに加えて、他の分泌タンパク

質も膠芽腫における放射線照射後の EREG-Rab27bフィードバックループに関与

している可能性もある。放射線照射によって Rab27b と EREGが上昇し、さらに

相互に制御するメカニズムを理解するには、さらなる解析が必要である。 

 

膠芽腫は、異なる表現型と増殖能ｍ、を持つ細胞サブタイプで構成されている

（Soeda et al., 2015）。腫瘍内の不均一性は、膠芽腫の治療抵抗性に寄与すると考

えられている（Qazi et al., 2017）。最近の研究では、IL-4と Insulin like growth factor 

1 の放出を媒介とする多細胞パラクラインフィードバックループがアストロサ

イトの分化転換を活性化し、髄芽腫の腫瘍成長に不可欠であることが示された

（Yao et al., 2020）。本研究では、悪性度の高い U87MG細胞と共培養させること

で、悪性度の低い H4細胞の増殖が促進された（図 46、49）。このパラクライン

効果は、U87MG細胞に放射線照射することで増強され、Rab27b を抑制すること

で減少した（図 47、50）。これらの結果は、Rab27b が放射線治療後に EREG 分

泌を介して腫瘍内の他の亜集団の細胞の増殖を促進することで、膠芽腫の成長

および放射線抵抗性に寄与している可能性を示唆している。放射線照射後の

Rab27b-EREG 経路を介した分泌因子の放出は、膠芽腫微小環境における他タイ

プのがん細胞の増殖や、サブタイプの変化、分化転換に影響を与える可能性があ

る。 

 

TCGA データの解析において、Rab27a または Rab27b 単独では患者の生存期

間と有意差がないが、Rab27a と Rab27b の発現が両方とも高い群で患者の生存

期間が有意に短く、EREGの発現もより高かった（図 25、26）。神経膠腫細胞株

の比較においても、Rab27a と Rab27b の発現が両方とも高い細胞株において

EREG の発現も高い傾向が観察された（図 28）これらのことから、Rab27a と

Rab27b の発現が両方とも高いことが、膠芽腫の悪性化や治療後の増殖スピード

において重要であり、Rab27a または Rab27b のどちらかを抑制することで患者

の予後が改善される可能性がある。 
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我々の実験結果は、Rab27b の抑制が膠芽腫細胞の放射線感受性を増加させる

ことを示唆している。Rab27b を標的とした薬剤を臨床に導入するためには、主

に 3 つのステップが必要である。第一に、Rab27b とそのエフェクターとの相互

作用を阻害する阻害剤を設計する必要がある。Rab27b のホモログである Rab27a

の阻害剤はすでに開発されており、市販されている。Rab27a の阻害剤である

Nexinhib20 は、Rab27a のエフェクターである Synaptotagmin-like protein 1 への

Rab27aの結合を阻害する（Johnson et al., 2016）。Rab27b の阻害剤も Rab27aの阻

害剤と同様の戦略で開発される可能性がある。第二に、血液脳関門を克服して

Rab27b 阻害剤を腫瘍領域に輸送するデリバリーシステムが必要である。最近で

は、ナノ粒子やエクソソームなど、血液脳関門を通過して薬剤を送達するための

戦略がいくつか研究されている（Dong, 2018）。これらの研究分野が発展すれば、

治療薬を脳内に送達するという課題を克服する可能性がある。最後に、Rab27b

を抑制することによる副作用を確認および軽減させることが必要である。膠芽

腫において Rab27b は亢進している場合が多いが、アストロサイトなどの脳内の

正常細胞にも Rab27b が発現しており、分泌因子の輸送制御などの機能を持つと

考えられる（Shen et al., 2016; Zhang et al., 2015）。欠失が遺伝病を引き起こす

Rab27aとは異なり、Rab27b の欠失による疾患は報告されていないため（Gomi et 

al., 2007; Van Gele et al., 2009）、副作用は Rab27aの抑制に比べると軽微であるこ

とが予想されるが、Rab27b の抑制による生体への副作用の確認は必要であると

考える。このように、臨床治療につなげるためには、多面的な研究が必要である。 

 

結論として、本研究は Rab27b と EREG は侵攻性の高い脳腫瘍細胞で共発現

しており、放射線照射後にその発現がさらに増加し、膠芽腫の放射線抵抗性に寄

与することを明らかにした。さらに、Rab27b は放射線治療に応答して EREGを

制御し、EREGは隣接する細胞と相互作用して腫瘍の進行を促進することがわか

った。したがって、Rab27b-EREG 経路を標的とすることで、膠芽腫の放射線治

療の効果を向上させることができるかもしれない。 
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総 括 お よ び 結 論 

 

本研究から得られた新知見 

⚫ 放射線照射後の U87MG 細胞において、Rab ファミリーのうち特に Rab27b

が増加する。 

⚫ Rab27b の抑制が膠芽腫細胞の放射線に対する感受性を高める。 

⚫ EREGの発現は Rab27 の発現と相関している。 

⚫ 膠芽腫細胞において Rab27bと EREGは互いにフィードバック制御を受ける。 

⚫ EREGは放射線照射後に亢進し、放射線抵抗性に寄与する。 

⚫ 放射線照射後に亢進した Rab27b-EREG がパラクライン的に作用し、近接細

胞における EGFR のリン酸化や増殖を促進する。 

 

図 51 X 線照射を受けて残存した膠芽腫細胞において Rab27b-EREG が亢進し、

放射線抵抗性に寄与する。また、亢進した Rab27b-EREGがパラクライン的に近

傍細胞の増殖を促し、放射線抵抗性や腫瘍の成長に寄与する。 
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新知見の意義 

本研究は Rab27b と EREG は悪性度の高い脳腫瘍細胞で共発現しており、放射

線照射後にその発現がさらに増加し、膠芽腫の放射線抵抗性に寄与することを

明らかにした。さらに、Rab27b は放射線治療に応答して EREG を制御し、EREG

は隣接する細胞と相互作用して腫瘍の進行を促進することを見出した。これら

の新知見は、これまで報告されていなかった Rab27 や EREG の新たな役割を提

示し、Rab27b-EREG 経路を標的とすることで膠芽腫の放射線治療の効果を向上

させる可能性を示す。 

 

今後の課題および期待される研究の展開 

⚫ マイクロアレイ解析によると、X 線照射によって発現が上昇した Rab は

Rab27b 以外にも複数存在する。逆に、減少した Rab もある。これらの Rab

が X 線照射後の膠芽腫細胞において果たす機能や、増減するメカニズムを

解明することは、膠芽腫の放射線抵抗性メカニズムの理解をさらに深めるだ

ろう。 

⚫ Rab27aとRab27bはともに細胞外への小胞輸送を制御することが報告されて

いるタンパク質であり、アミノ酸の相同性は 71%である。本研究では、Rab27a

と Rab27b が膠芽腫細胞において異なる機能を持つことが示唆された。

Rab27aと Rab27b の機能における詳細な差異や、その差異を生む原因を解明

することは、Rabの働きについての理解を深めるだろう。 

⚫ Rab27b と EREG の共制御における詳細なメカニズムは解明されていない。

これを明らかにすることで、膠芽腫における X 線照射の応答のメカニズム

をさらに詳しく理解することができると考えられる。 

⚫ 本研究では、Rab27b の制御を受ける分子として EREG に着目したが、他に

も Rab27bの制御を受ける分泌因子が存在すると考える。Rab27b の制御を受

ける分子を解明することは、放射線照射後に亢進する Rab27b の役割や、

Rab27b が放射線抵抗性を生むメカニズムをさらに詳しく理解することにつ

ながる。 

⚫ 本研究で得られた新知見を応用し、Rab27b-EREG 経路を標的として膠芽腫

の放射線感受性を上昇させる治療を行うためには、克服すべき課題が複数存

在する。すなわち、Rab27b-EREG経路の阻害剤の開発、その阻害剤を標的腫

瘍細胞に到達させるための輸送システム、Rab27b-EREG 経路を阻害するこ

とによる副作用の検証をする必要がある。このように、臨床応用のためには

さらなる多面的な研究が必要とされる。 
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