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要約 

 

悪性神経膠腫は成人に最も多く発生する原発性脳腫瘍であり、強い増殖能と浸潤能を

有する。最も悪性度が高い膠芽腫は、外科的手術による最大限の腫瘍切除および

temozolomideによる化学療法と放射線療法の標準治療に加え、その他の補助療法を組み合わ

せた集学的な治療にも関わらず、約 70%は 1年以内に再発を認め、生存期間中央値は 14.6

カ月、5年生存率は 5%未満と非常に予後不良である(1)。世界中で新たな治療法を模索する

研究が行われているが、未だ革新的な治療法は発見されておらず、予後不良な膠芽腫に対す

る有効な治療法の確立が望まれる。 

膠芽腫細胞は興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸を過剰分泌し、グルタミン酸受

容体のシグナル活性化を促して痙攣を助長すると同時に、腫瘍の増大や浸潤を促進する(2)。

膠芽腫症例で初発症状がてんかん発作である割合は 14%と報告されており(3)、診断時にて

んかん発作を認めなくても経過中に 40% ~ 60%が発作をきたす(4)。腫瘍の治療と共にてん

かん発作のコントロールは重要であり、臨床では抗てんかん薬を内服している患者は多い。

抗てんかん作用に加えて抗腫瘍効果を有する抗てんかん薬を併用できれば治療に非常に有

益である。 

抗腫瘍効果が報告されている抗てんかん薬は、sodium valproate、levetiracetam、

carbamazepine、talampanelおよび perampanelがある。Sodium valproateは histone deacetylase 

(HDAC) 阻害作用があり、ヒストンのアセチル化を亢進させて様々な増殖抑制遺伝子やア

ポトーシス関連遺伝子の転写や発現を促進することで抗腫瘍作用を担う(5)。また、細胞周期

や増殖・分化、アポトーシスを調整する glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) の阻害作用を有

しており、グリオーマ細胞から産生される GSK3β を阻害して細胞増殖抑制、temozolomide

感受性の亢進、放射線感受性の亢進、浸潤抑制を示す(6)。Levetiracetamはアポトーシス経路

を活性化することにより temozolomide 耐性の原因である O6-methylguanine-DNA 

methyltransferase (MGMT) の発現を抑制し、temozolomideの感受性を高めることが報告され
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ている(7)。また内因性抗酸化作用を増強することで、放射線化学療法による正常脳のダメー

ジを軽減させる神経保護効果がある(8)。Carbamazepineは sodium valproateと同じく HDAC

阻害作用による抗腫瘍効果が報告されている(9)。Talampanelは初発膠芽腫に対する第Ⅱ相臨

床試験で、術後放射線化学療法を受けた群と比較して talampanelを加えた群では、全生存期

間が 14.6か月から 20.3か月に延長した(10)。Perampanelは膠芽腫細胞株に対する細胞増殖

抑制効果が報告されているが、細胞周期の停止やアポトーシスの誘導ではなくグルコース

取り込み低下による細胞代謝の低下によるとの報告もあれば(11)、アポトーシスが起こった

との報告もあり(12)、一定の見解は得られていない。また、perampanelによる悪性神経膠腫

株に対する抗腫瘍効果で細胞の遊走能や浸潤能について評価した報告はない。 

膠芽腫は高い細胞浸潤能を示し、正常組織との境界が不明瞭であるため、手術において

組織学的レベルでの全切除は不可能である。また原発部位とは異なる部位に腫瘍が出現す

ることも多いが、画像上で連続性がなくても、顕微鏡レベルでは神経線維に沿って腫瘍細胞

の進展を認める(13, 14)。膠芽腫が予後不良である原因は、高い増殖能と高い浸潤能にあり、

浸潤能を抑えることは、膠芽腫の治療を考えるうえで重要である。 

膠芽腫の遊走や浸潤には、膠芽腫細胞に発現した Ca2+透過性 AMPA 受容体を介した

phosphatidylinositol 3-kinase / Akt (PI3K / Akt) 経路や(13, 14)、膜貫通受容体の β1 integrinを起

点とする focal adhesion kinase (FAK) / Src経路などが関与している(15)。これらの細胞内シグ

ナル経路の活性化は、細胞骨格の制御に関与する Rac1、RhoA、Cdc42 の活性を上昇させ、

細胞形態が変化して運動性が亢進する(16)。また、膠芽腫細胞の遊走や浸潤には上皮間葉転

換 (epithelial-mesenchymal transition: EMT) プロセスも重要である。EMT 関連分子には E-

cadherin、N-cadherinなどが存在する(17, 18)。E-cadherinは上皮系マーカーとして知られてお

り、発現が上昇すると細胞間接着性が高まり、細胞の運動性は低下する。一方、N-cadherin

は間葉系マーカーの 1つで、発現の上昇により、細胞間結合が減弱して細胞が分離しやすく

なり、運動性を亢進させる。EMTは FAK / Srcや PI3K / Aktなどのシグナル経路によって誘

導される。さらに膠芽腫細胞は間葉系形態をとり遊走するにあたり、matrix metalloproteinases 
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(MMPs) を分泌して extracellular matrix (ECM) を破壊し、移動のための通路を作り出す(16)。

しかし、遊走能や浸潤能には様々な細胞内シグナル経路が関与しており、明確な機序を解明

するには至っていない。 

悪性神経膠腫による症候性てんかんに対して、臨床では様々な抗てんかん薬が使用さ

れている。抗てんかん薬における抗腫瘍効果の報告はあるが、どの抗てんかん薬が発作抑制

および抗腫瘍効果の点で最も優れた治療選択肢となるのかは未だにわかっていない。悪性

神経膠腫が有する高い細胞増殖能と浸潤能は、治療抵抗性と予後不良に起因しているため、

細胞増殖や遊走・浸潤の抑制効果が高い抗てんかん薬を採用することは治療に有益となる

と考えた。そのため、本研究では、臨床でよく使用される作用機序の異なる 4種類の抗てん

かん薬 perampanel、sodium valproate、levetiracetam、carbamazepineを選択し、それらの治療域

血中濃度で悪性神経膠腫細胞を処理した後に細胞増殖能、遊走能、浸潤能の変化を比較検討

した。さらに、temozolomide併用時の抗腫瘍効果を検討することで、どの抗てんかん薬が抗

腫瘍効果的に最も優位なのかの検証を行った。 

抗てんかん薬の処理濃度は、てんかん診療ガイドライン 2018に記載された治療域血中 

濃度 (perampanel: 0.14~1.14 μM、sodium valproate: 300~600 μM、levetiracetam: 70~270 μM、

carbamazepine: 17~50 μM) を指標とした(19)。 

悪性神経膠腫細胞株に対する抗てんかん薬の抗腫瘍効果を評価するために、6種類の悪

性神経膠腫細胞株 (A-172、AM-38、T98G、U-138MG、U-251MG、YH-13) を用いて perampanel: 

0、0.01、0.1、1、10 μM、sodium valproate: 0、1、10、100、1000 μM、levetiracetam: 0、1、10、

100、1000 μM、carbamazepine: 0、0.5、5、50、500 μMで処理を行い、72 時間培養後に細胞

数を計測した (n = 4)。Perampanelは治療域血中濃度において 6種類全ての悪性神経膠腫細

胞株で細胞増殖抑制を認めた。Sodium valproateはAM-38、T98G、U-251MG、YH-13の 4種

類の細胞株、levetiracetamではT98GとYH-13の 2種類の細胞株、carbamazepineではT98G、

U-138MG、U-251MG の 3種類の細胞株で治療域血中濃度における細胞増殖抑制を認めた。

以上から細胞増殖抑制効果では perampanelが最も優れていると考えられた。 
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細胞増殖抑制実験において各種抗てんかん薬の治療域血中濃度で効果を認めやすく、

また perampanelを用いた抗腫瘍効果を調査した実験(20)でも使用された T98Gと U-251MG 

を選択し、temozolomide併用による細胞増殖抑制実験、細胞遊走試験、細胞増殖試験を行っ

た。 

Temozolomide 併用時の抗てんかん薬の抗腫瘍効果を評価するために細胞増殖抑制実験

を行った。Temozolomide 10 µMと perampanel: 0、0.01、0.1、1、10 μM、sodium valproate: 0、

1、10、100、1000 μM、levetiracetam: 0、1、10、100、1000 μM、carbamazepine: 0、0.5、5、

50、500 μMで処理を行い、72 時間培養後に細胞数を計測した (n = 4)。PerampanelはT98G

で 1 μMから、U-251MGで 0.1 μMから temozolomide併用により細胞増殖抑制効果が増強さ

れた。LevetiracetamはT98G において 10 μMで細胞増殖抑制の増強がみられたが、U-251MG

では増強効果は認めなかった。U-251MGではMGMTを発現していないが、T98GはMGMT

発現を有する temozolomide耐性の細胞株である(21)。LevetiracetamはMGMT発現を抑制し、

temozolimideの感受性を亢進させる作用がある(7)。また、perampanelは temozolomideとの相

乗効果を認める報告もあり(12)、本研究は、それらの報告と矛盾しない結果であった。 

抗てんかん薬処理による悪性神経膠腫細胞株に対する遊走能と浸潤能の変化を検討す

るために transwell assay を行った。無血清培地で調整した細胞と抗てんかん薬を upper 

chamberに加え、lower chamberには 10%血清培地を入れて 24時間培養した。各薬剤の処理

濃度は、治療域血中濃度の最大値である perampanel 1 μM、sodium valproate 600 μM、

levetiracetam 270 μM、carbamazepine 50 μMとした。24時間培養後に upper chamberの底面に

移動した細胞を染色し、560 nmで吸光度測定した (n = 5)。細胞遊走試験では、perampanel

はT98GおよびU-251MGにおいて遊走能を有意に抑制したが、sodium valproate、levetiracetam、

carbamazepine では遊走能は抑制されなかった。細胞浸潤試験では、すべての抗てんかん薬

で有意な浸潤能の抑制は認めなかったが、perampanel は sodium valproate、levetiracetam、

carbamazepineと比較して、より浸潤能を抑制する傾向が強かった。 

細胞遊走試験で有意な抑制を認め、細胞浸潤試験でも他の抗てんかん薬より抑制傾向
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を認めた perampanelに注目し、遊走能や浸潤能に影響する細胞内シグナル経路やEMTに

関連する因子のmRNAの発現量の変化を real-time qRT-PCRで評価した。Perampanel 1μM

処理 4時間後のT98GおよびU-251MGの total RNAを解析した。β1 integrinの発現量はバ

ラつきが大きく、有意な発現の変化は認めなかった。その下流の経路であるFAK / Srcや

PI3K / Aktでは、T98Gでは Srcの発現低下、U-251MGではPI3Kの発現低下を認めた。さ

らに下流の因子である細胞骨格の再構築に関与するRac1、RhoAは両細胞株で発現が低下

していたが、Cdc42は両細胞株で発現に変化はなかった。EMT関連分子では、両細胞株で

上皮系マーカーであるE-cadherinの発現が上昇し、間葉系マーカーであるN-cadherinの発

現が低下していた。ECMの分解酵素であるMMP-2の発現も低下していた。 

以上より、悪性神経膠腫細胞株に対して perampanel 処理を行うと、細胞骨格の再構築

に影響する Rac1 や RhoA の発現が低下して細胞形態の変化が起こりにくくなる。また E-

cadherinの発現上昇とN-cadherinの発現低下により EMTが抑制され、細胞間の接着性が強

固となり、細胞の運動性が低下して遊走能が抑制されたと考えられた。またMMP-2の発現

低下によりECM分解作用が減弱して浸潤能が抑制された可能性がある。 

また、perampanelによる抗腫瘍効果を検討した先行研究では T98GとU-138MGを用い

た pre-liminaryなRNA-seqによる網羅的なmRNA発現解析が行われた(20)。Perampanel処理

による変動上位5遺伝子の1つであった腫瘍の遊走や浸潤を促進するAarF domain containing 

kinase 5 (ADCK5)、神経膠腫の遊走を制御するLysophosphatidylserinesを産生する abhydrolase 

domain containing 16A (ABHD16A) のmRNA発現も評価した。本研究では、T98GおよびU-

251MGにおいて perampanelによりADCK5、ABHD16Aの発現は低下した。Perampanelによ

るこれらの遺伝子への影響がどのような経路で起こるのかは不明であり、その解明が望ま

れる。 

悪性神経膠腫細胞株において、4 種類の抗てんかん薬 perampanel、sodium valproate、

levetiracetam、carbamazepine のなかで、perampanel は細胞増殖抑制効果だけでなく、

temozolomide併用時の細胞増殖抑制効果の増強、細胞遊走能の抑制といった抗腫瘍効果を持
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つことが明らかになった。悪性神経膠腫に対する治療において、perampanelは他の抗てんか

ん薬よりも抗腫瘍効果の点で有益に働く可能性が示唆された。 
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