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中枢神経系悪性腫瘍である膠芽腫は全脳腫瘍の 10%近くを占め、最も悪性度が高い腫

瘍のひとつである(1)。膠芽腫に対して、手術による摘出と、術後補助療法として放射線治

療および化学療法を組み合わせた併用化学療法と、それに続く維持化学療法が行われてい

るが、生存期間中央値は 20ヶ月に満たない(2)。そのため、膠芽腫に対する新規治療方法を

開発することは急務であり、現在も数々の研究が行われている。膠芽腫に対する術後化学

療法として、2005年に Stuppらがアルキル化剤である temozolomide (TMZ) の有効性を報告し

た。同報告は、膠芽腫治療の歴史上初めて、放射線治療に化学療法を併用することで有意

に生存期間が延長することを示した randomized control studyの結果であり、以降、放射線治療

と TMZによる術後の放射線化学療法が、膠芽腫の標準治療として世界中で広くおこなわれ

ている(3,4)。しかし現在に至るまで、TMZを超える治療方法は確立されていない。 

膠芽腫の治療成績を向上させるべく、新たな薬剤の開発や効果の検討がおこなわれて

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

するドラックリポジショニングも注目されている。ドラックリポジショニングとは、他疾

患に対して承認、使用されている既存の薬剤について、新たな薬効を見いだし、別の疾患

に対する治療薬として適応を拡大することを意味するものである(5)。我々の研究グループ

も、ドラックリポジショニングとして、様々な薬剤の膠芽腫細胞に対する抗腫瘍効果を検

討し、その成果を報告してきた(6-10)。その中で、膠芽腫治療において、単剤あるいはTMZ

との併用によりその効果を増強し得る薬剤として、α-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-

propionate型グルタミン酸受容体拮抗薬である perampanel (PER) の可能性に着目した。 

  新規抗てんかん薬として、PER は現在のてんかん診療の場において広く使用されてい

る。膠芽腫を含む脳腫瘍の患者は、高頻度にてんかんを合併することが知られている。そ

のため、多くの膠芽腫患者が、治療経過の中で抗てんかん薬を内服しているが、どの薬を

第一選択薬とするかの明確な決まりはない。我々は、抗腫瘍効果を併せ持つ抗てんかん薬

があれば膠芽腫の治療を考える上で極めて有用であると考え、in vitro の先行研究において

PER が膠芽腫細胞に対する細胞増殖抑制効果を示すことを明らかにした。しかし、PER を
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膠芽腫の治療薬として臨床応用するためには、現在の標準的治療薬である TMZとの併用効

果やその機序、ならびに in vivo の実験による抗腫瘍効果を検討する必要がある。そこで

我々は、in vitroにおける膠芽腫細胞に対する PER単剤、TMZと PERによる併用による抗腫

瘍効果や、in vivo における PER による単剤と併用療法の抗腫瘍効果を明らかにすることを

目的に、本研究を行った。 

  実験には、市販のヒト膠芽腫培養細胞株である U-87MG、および、手術患者検体から

新たに樹立した膠芽腫細胞株 0125-GSCを使用した。はじめに、PER単剤投与による両細胞

株に対する抗腫瘍効果を評価するために、細胞増殖抑制試験を行った。細胞増殖抑制試験

では、PERを 0 ~ 100 μMの濃度で細胞株に投与し、72時間後に生存細胞の数を測定した。

両細胞株とも、生細胞数は 1 µM から有意に減少した (p < 0.01)。PERの IC50はU-87MGで78.4 

μM、0125-GSCで 81.8 μMであった。次に、PERが膠芽腫細胞に対する細胞増殖抑制効果を

示す機序を検討するために、両細胞株に PER を投与した後の、アポトーシス、細胞周期の

停止、ならびにオートファジーに関連するタンパクの発現をウエスタンブロット法で評価

した。一次抗体は p53、pp53、p21、Bax、Fas-R、caspase-8、caspase-3、ATG5、LC3 を使用し

た。結果として上記抗体の発現が増強し、PER の膠芽腫細胞に対する細胞増殖抑制効果を

示す機序としてアポトーシス、細胞周期の停止、ならびにオートファジーの誘導による細

胞死が関係していることが確認された。続いて、同様の手法により、両細胞株に TMZ と

PER を併用して投与した際の細胞増殖抑制効果ならびに細胞増殖抑制効果を示す機序を検

討した。生細胞数は両細胞株において、TMZ と PER を併用した際に最も減少し、control、

PER単剤投与、TMZ単剤投与と比較して有意差が認められた (全て p < 0.01)。TMZ単剤投与

時とPER単剤投与時では生細胞数に有意差が認められなかった (U-87MG: p = 0.43、0125-GSC: 

p = 0.06) 。これらの結果から、in vitroではTMZとPER併用療法が、TMZおよびPER単剤よ

りも強い細胞増殖抑制効果を示した。また、TMZと PERを併用することにより、単剤投与

よりも強くアポトーシス、細胞周期の停止、オートファジーが誘導された。 

最後に、PER の抗腫瘍効果、ならびに、TMZ との併用効果について、in vivo の実験を
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行って検討した。動物実験として、購入した免疫不全マウス (CAnN.Cg-Foxn1nu/CrlCrlj; 

Charles River Japan, Yokohama, Japan, メス, 7週齢) を 7日間順化飼育した後に、脳内にU-87MG細

胞を定位的に移植しマウス膠芽腫モデルを作成した。移植は、3 種混合麻酔による全身麻

酔下にマウスを脳定位固定装置で頭部を固定し、マイクロインジェクターに取り付けたハ

ミルトンシリンジを bregmaから 1mm前方、2mm外側に位置する頭蓋骨上に移動させた。

マイクロドリルを用いて頭蓋骨に2 mm径の穴を開けて脳表を確認し、ハミルトンシリンジ

を用いて脳内 3 mmの深さに腫瘍細胞溶液を移植した 。腫瘍細胞溶液は、1頭あたり 2 x 105

個 / 2 µl PBSに調整した。移植 7日後にマウスを無治療群、TMZ (25 mg/kg) 投与群、PER (10 

mg/kg) 投与群、TMZ (25 mg/kg) + PER (10 mg/kg) 併用投与群に分け、1週間ごとに各薬剤を腹

腔内注射して治療し生存期間を観察した。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。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、3 種混合麻酔下に頚椎を脱臼させて安楽死させ

た。無治療群、PER投与群においては、安楽死させたマウスの脳を摘出し、HE染色と免疫

染色にて腫瘍の形態と存在の評価を行った。免疫染色はKi-67に対する一次抗体を使用した。

いずれの群でも、HE 染色で脳内に腫瘍を形成していることを確認し、Ki-67 陽性細胞を確

認した。各群のマウスの生存期間の中央値は、無治療群が 30.0日、TMZ投与群が 34.0日、

PER単剤投与群が 41.0日、TMZ + PER併用投与群が 52.0日であり、TMZ + PER併用投与に

より、無治療群 (p < 0.01)、PER単剤治療群 (p < 0.01)、TMZ単剤治療群 (p < 0.05) と比較し、有

意に生存期間が延長することが明らかとなった。 

  先行研究において、PER が市販のヒト膠芽腫細胞株である A-172、AM-38、T98G、U-

138MG、U-251MG、YH-13に対し、in vitroで細胞増殖抑制効果を示すことを既に報告してい

る(9)。同報告では、PER がいずれの細胞株に対しても、臨床の場で抗てんかん薬として使

用される際の血中濃度である1 µMから細胞増殖抑制効果を示している(9,11)。この実験結果

は、PER が実臨床における用量で膠芽腫に対する細胞増殖抑制効果を示し得ることが示唆

されている。そして、先行研究で使用していないU-87MGおよび 0125-GSCに対しても、同
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様に 1 µMから細胞増殖抑制効果を示したことは、多様性に富む膠芽腫の治療を考える上で

も有効な薬剤であることを示唆している。本実験で、PER が膠芽腫細胞に対して細胞増殖

抑制効果を示す機序は、アポトーシス、細胞周期の停止、オートファジーを誘導すること

が示唆された。一方で、我々が行ったA-172、AM-38、T98G、U-138M G、U-251M G、YH-13

を用いた先行研究では、PER 投与によるアポトーシスの誘導が認められたものの、細胞周

期に対する影響は認められなかった(9)。そのため、本研究において PER の投与により p21

のタンパク発現が増強したが、実際に細胞周期の分布に影響を及ぼすほどの効果までは得

られていない可能性が考えられた。本研究では、TMZと PERの併用による膠芽腫細胞株に

対する抗腫瘍効果として、併用投与による細胞増植抑制効果ならびにアポトーシス関連タ

ンパク発現についても検討を行った。両薬剤を併用して投与することで、各薬剤を単剤で

投与した際と比べて有意に細胞増殖が抑制された (U87-MG : p < 0.05, 0125-GSC : p < 0.01)。ま

た、併用投与により、単剤投与時と比較し、より強くアポトーシスならびにオートファジ

ーが誘導されることが分かった。また、TMZと PERによる併用治療は in vivoにおいて有意

に生存期間を延長させることが明らかとなった。PER が in vivo で抗腫瘍効果を発揮した理

由のひとつとして、AMPA 型グルタミン酸受容体の性質が関係していると考えられる。神

経膠腫患者の脳内にはシナプス間隙にグルタミン酸が過剰に存在しており、この過剰なグ

ルタミン酸は、神経細胞の AMPA 型グルタミン酸受容体を活性化しててんかんの発生を促

進するのみならず、神経膠腫細胞の AMPA 型グルタミン酸受容体からカルシウムイオンを

伴って神経膠腫細胞内に取り込まれることで、神経膠腫細胞の増殖を促進していると考え

られている(12,13)。そのため、AMPA型グルタミン酸受容体の拮抗薬であるPERは、脳内で

周囲に神経細胞がある環境、すなわち、in vitroよりも in vivo、あるいは実臨床における生体

において、より強い抗腫瘍効果を発揮するのではないか、と期待される。本研究は、PER

とTMZによる併用療法の抗腫瘍効果を in vivoの実験を含めて明らかにした初めてのもので

あり、膠芽腫の治療成績を向上させる可能性のみならず、ドラックリポジショニングとし

ての側面からも重要な知見となり得ると考えられた。 
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