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研究成果の概要（和文）：細胞の浸潤を防止し一カ所に遊走沈着すれば効率的に治療を行える。AG1478包含高濃
度プロティオグリカン人工基質を重層し腫瘍を吸着させる。その後フィブリンが主成分の人工基質へプラスミン
を投与することで融解排出させれば、放射線治療も行わず悪性グリオーマの治療ができるのではないかとの仮説
をたてた。
　人工基質を融解させるには10.0M程の高濃度のプラスミンが必要。そのため2回目注入（2.0M）を追加すること
が有効と判断した。そのためin vivoの実験でも14日目と16日目にプラスミンを注入する事で良好な結果が得ら
れた。生存実験でもOS 91日と良好な結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：If we would protect glioma cell invasion and gather one part, we could 
threat them more effective.  After proteoglycan artificial matrix with molecular target medicine 
AG1478 were completed, tumor cells were absorbed in artificial matrix.　After that we would inject 
plasmin to artificial matrix composed fibrin mainly and melted out, we would treated malignant 
glioma completely without radiation therapy. We planed the theory of this new strategy.
 We found out that the concentration of plasmin would need 10.0M high concentration, and needed the 
two step injections of 2.0M concentration in 14 and 16 post operation day. And so, this new strategy
 reviled good result and long survival OS 91 days. However, a couple of dissemination recurrence 
case and distant recurrence case were seen, so we need to explore of these new recurrence patterns.

研究分野：医歯薬分野
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１．研究開始当初の背景 
 悪性グリオーマが予後不良である原因の

１つとして、腫瘍細胞の浸潤性の強さがあ

げられる。そこで申請者は、腫瘍細胞の浸

潤を防止し、一カ所に遊走沈着させること

により効率的な治療が可能になると考え、

以下の経過で研究を発展させてきた。 

1) 腫瘍摘出術後、グリオーマ細胞に対し

て間接的細胞接着因子（N-カドヘリン）増

強作用を有する分子標的治療薬（AG1478）

を摘出面に塗布し、腫瘍細胞を凝集させる

ことに成功した（高濃度プロティオグリカ

ン人工基質）。 

2) ラットの実験的脳腫瘍摘出術摘出後、

高濃度プロティオグリカン人工基質を摘出

腔壁に重層し、グリオーマ細胞を人工基質

へ吸着させる実験モデルを開発した。 

3) 腫瘍細胞を吸着させた高濃度プロティ

オグリカン人工基質に対する局所的放射線

照射モデルを開発し、その有効性を証明し

た。 

 しかし、申請者が開発したこの治療プロ

セスにおいて、人工基質の遺残と放射線に

起因する肉芽反応が解決すべき問題であっ

た。そこで今回の研究では、放射線を行う

ことなくフィブリン主成分である高濃度プ

ロティオグリカン人工基質をプラスミンを

用いて融解排出させ、効率的に遺残腫瘍を

根絶させることは可能かどうか問題意識を

持った。 
  
２．研究の目的 
 人工基質はフィブリンであり、融解させ

るにはプラスミンが必要である。従来の実

験では人工基質に生体の血管は入りづら

く、プラスミノーゲンの血液からの供給は

ない。よって人工基質相手に融解療法とし

て tPA 製剤の投与は無効と考えられ、プ

ラスミンの直接投与が必要と考える。つま

りプラスミンを定位的に人工基質へ直接

投与し、融解・排出させる必要がある。 

 プラスミン融解療法は硝子体黄斑癒着

症や特発性黄斑穿孔症、さらには糖尿病性

網膜症に伴う症候性硝子体黄斑癒着症に

対する硝子体切除術における前処置とし

て実用化されており、本治療により手術回

避率も向上し、臨床応用もしやすい分野と

考えられる。 

 よって以上の開発が成功すれば、悪性グ

リオーマの根治が達成できる可能性がある。

この試みは、従来全く検討されていない極

めて斬新な着想に基づく研究であり、この

プロジェクトが成功すれば、まだプロティ

オグリカンへの遊走などが調べられていな

い他の脳腫瘍や各種癌に対しても応用可能

となると予想され、脳神経外科領域を超え

た新しい研究手法につながる目的がある。 

 さらにこの治療法の最大の副産物は、悪

性グリオーマの手術を含めた初期導入療法

において放射線治療を省略できるという最

大の利点がある。放射線を使用することは

有益性のみならず、副作用も問題であるこ

とを認識すべきである。高齢者の場合は認

知症の原因ともなるし、長期生存例におい

ては放射線性二次性癌の発症が最大の課題

である。さらに初期導入療法において放射

線を省略できるため、再発時にやむを得ず

使用することも可能である。 
 
３．研究の方法 
平成 27 年度  

 In vitro の実験系の確立として、腫瘍細

胞のコントロールと人工基質のプラスミン

による融解が効率的にできるように成分調

整を行う。 

1) 基底膜を模して作られた ECMatrigel

に C6-GFPを入れ 48時間インキュベ

ートし浸潤モデルを作成する。 

2) 至適濃度 0.1nmol/ml の AG1478 を

ECMatrigel へ投与。抗腫瘍効果と間

接的 N-Cad増強作用により、C6-GFP

を凝集させる。 



3) 高濃度プロティオグリカンとフィブ

リングルーで人工基質を作成、

C6-GFP を遊走させ人工基質に吸着

させる。  

4) 約 1週間反応させた後、プラスミンを

種々の条件で投与する。 

5) 至適投与量を求める。 

6) 培養日数やプラスミンの投与条件を

変更し、もっとも効果的に融解させる

投与条件を求める。 

 以上の in vitroの実験で、プラスミン投

与の至適条件を求め、プラスミンにより効

率的に人工基質の融解ができているかどう

か in vivo(次年度)の実験で検証する。 

平成 28年度 

 In vivo の実験にてこの方法論が正しい

ことを確認し、プラスミンの調整とその融

解産物により周辺脳組織にダメージが及ば

ないかどうかを検討する。 

1) 深麻酔下、ラット右前頭葉へ定位的に

C6-GFP細胞を 10ul (1×106/ml)接種す

る。 

2) 2週間後、深麻酔下、開頭にて脳腫瘍摘

出術を行う。なお腫瘍細胞は GFP があ

るため、蛍光実体顕微鏡下に脳腫瘍摘出

術を行うことが可能である。 

3) 腫瘍摘出後 AG1478 を摘出面に局所投

与し、摘出腔に高濃度プロティオグリカ

ン人工基質を注入する。 

4) 3週間目、前年度求めた至適投与量を元

に定位的にプラスミンを局所投与する。 

5) 数日後（前年度の反応条件にて求める）

再度定位的に穿刺排液・洗浄。4週間目

安楽死させ、脳を摘出する。 

 以上の in vivoの実験より、脳内の高濃度

プロティオグリカン人工基質内の腫瘍細胞

が効率よく処理されていること、周辺脳組

織の浮腫や、周辺脳組織のプラスミンによ

る障害がないことを確認する。 

平成 29年度 

 従来人工基質を放射線照射した方法と比

較検討し、本プロジェクトの有効性を証明

する。さらに生存率向上を確認する。 

1) 以下 2群に分ける。 

ⓐ高濃度プロティオグリカン人工基質

にプラスミンを投与せず放射線照射を

する群（コントロール実験群）。    

ⓑ高濃度プロティオグリカン人工基質

を摘出せず、プラスミンを投与する群 

 以上の 2群は最終治療より 14日後安楽

死させ、プラスミン融解療法の有効性を

確認し、同時に周辺脳組織のプラスミン

の影響を検討する（治療動物実験群）。 

2) 同様の実験を行い、各群の生存日数の

観察を行い、生存日数を比較観察する。

死亡した症例も標本の摘出を行い、腫

瘍の再発様式、周辺浮腫や周辺脳組織

のダメージの程度につき病理学的判

定を行う。 

 

 前年度と同様に標本作製と画像解析を行

い定性・定量評価を行う。以上より、腫瘍

細胞を吸着した高濃度プロティオグリカン

人工基質がプラスミンにより効果的に処理

されていることを確認し、本プロジェクト

の有効性と生存率向上を確認する。 
 
４．研究成果 

—平成 27 年度—プラスミン融解療法の確立 

 In Vitro の実験において、プラスミンの

人工基質への融解反応性を確認し、本プロ

ジェクトの研究基盤が確実で次年度以降の

プロジェクトが可能であることを確認する

ことを最大の目標とした。以下の手順で研

究を進めた。 

1)基底膜を模して作られた ECMatrigelに

C6-GFP を入れ 48 時間インキュベート

し浸潤モデルを作成し、ECMatrigel 

10nmol G6-GFP 5x106コが至適条件であ

ることを確認。 

2)至適濃度 0.1nmol/mlの AG1478を上記



条件の ECMatrigelへ投与。抗腫瘍効果と

間接的N-Cad増強作用により、C6-GFP を

凝集させる。  

3)約 1週間反応させた後、プラスミンを

種々の条件で投与する。  

4)至適投与量を求めるたが、10.0Mの高濃

度でも周辺 5mm 付近の人工基質遺残が認

められた。培養日数やプラスミンの投与条

件を変更し、もっとも効果的に融解させる

投与条件を求めたが、やはり血流がないと

ころでは限界があると判断された。定量判

定はクレシールバイオレッドにて細胞染色

し、脱色後吸光度計にて定量判定する

(Fig.1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 実験解析として、病理標本を作成し定性

評価をしたところ上記と同様周辺遺残が認

められた。画像解析ソフトを用いて 

ECMatrigel に残存する C6-GFP の有無、

人工基質に遊走した C6-GFP、融解液中の

細胞数を計測し、効果を検討したが、融解

物内に生存腫瘍細胞はほとんどないことが

確認された。しかし周辺遺残物には生存細

胞がみられた。 

 そのため濃度などを調節し、効果的に融

解させる投与条件を求めたが、やはり血流

がないところでは限界があると判断された。  

 そのためセルロプラスミン 2回注入療法

の実験解析と病理標本による検証を行った。

その結果 2回目のセルロプラスミン注入で

は 2.0Mぐらいの濃度でも融解が見られ、

画像解析ソフトを用いても周辺部付近には

ほとんど生存細胞が見られないようになっ

た。従って 2回注入療法では初回 10.0M、

2回目は 2.0Mが至適濃度と考えられた。 

−平成 28 年度−動物実験モデルの開発 

 前年度の実験結果として少々実験治療変

更が生じた。本年度は in vivoの実験を中

心として行うが、実験手順 1)〜4)までは不

変である。ちなみにプラスミンは腫瘍摘出

術 14日後に投与し、投与濃度は 10.0Mで

ある。以下変更点を示す。 

5) 2日後(16日目)再度定位的に穿刺排

液・洗浄し、再度 2.0Mのセルロプラスミ

ンを投与する。  

6) さらに２日後（18日目）定位的に穿刺

排液・洗浄する。 

7) 4 週間目安楽死させ、脳を摘出し標本

作製する。  

 前年度の至適条件で求めた 10.0M濃度

の一回投与のみでは摘出壁約 5mmで人工

基質が遺残し、腫瘍細胞の遺残と強い脳浮

腫がみられ、in vitroの実験と in vivoの実

験がほぼパラレルであることが確認された。

そのため 2回目の 2.0Mプラスミン投与に

てほぼ遺残人工基質が無くなることが示さ

れた。また、投与間隔はほぼ 1日の間隔で

良いことが示された。 

 画像解析ソフトを用い、脳内に腫瘍細胞

は残存していないか、また人工基質画残存

していないかとどうか確認したところ、や

はりごく少量の腫瘍細胞の遺残が見られた。

腫瘍濃度としても 1.0x102以内と推定され

た。しかしやや強い脳浮腫が約 8割の症例

に見られた（Fig.2）。 

 

 

 

 

 

 

 しかし術後ステロイド療法を併用するこ

とにより、ほぼ許容範囲と考えられた。ま

た有害作用としては 1日おきに全麻下セル

Fig1. 吸光度の濃度をとると、ほぼ 10.0M付近で
定常状態となることわかる。 

Fig.2 強い脳浮腫とマクロファージの浸潤が
見られる。 



ロプラスミンの注入と洗浄排液を繰り返す

ため、麻酔によるラットの死亡症例が約

12.5％見られた。しかし、もし人の臨床応

用する場合、摘出腔内にオンマヤリザーバ

を留置することで、麻酔処置なしにセルロ

プラスミンを注入し洗浄廃液できるため、

この問題は解決できると考えられた。 

−平成 29 年度−長期生存実験 

 前年度までの in-vitro と in-vivo の実験

より以下の如くプロトコルを再決定した。

1) 〜3)までは同様。 4)14日目脳腫瘍摘出

術の際に 10.0M プラスミンを局所投与す

る。5)16 日後(再度定位的に穿刺排液・洗

浄後 2.0mMプラスミン注入。6)18日目定

位的に穿刺排液・洗浄する。 

 以下 2群で比較した。 

ⓐ高濃度プロティオグリカン人工基質にプラス

ミンを投与せず放射線照射をする群（コントロ

ール群）。 

ⓑプラスミンを投与する群（プラスミン群）。 

 結果としてはプラスミン群の有意性が証

明され、長期生存実験でも平均生存 71 日

(28〜99)と 91日(31〜129)であり有意差が

みられた（Fig.3）。 

 この治療成績は人工基質に放射線を投与

した実験（科研費基盤 C: 90312496）より

も成績が向上（65日と 87日）しているこ

とが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 課題として局所制御率は非常に良いもの

の、髄液播種や遠隔転移の再発の問題が浮

き彫りとなった（Fig.4）。確実な原因は不

明であるが、局所制御は放射線治療を行う

事無く制御できているため、治療前早期の

腫瘍動態が関与しているものと推定された。

今後この病態の解明と予防治療の開発が急

務である。 
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