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研究成果の概要（和文）：本研究では、GBMの増殖を制御するような薬剤の探索を試み、抗菌薬クリンダマイシ
ン (CLD) が、細胞の生存率低下に関わることを確認した。しかし、その作用についての理解は不十分である。
機序について調べるとCLD は上記抗腫瘍効果に沿うようにして、mTOR下流シグナルp70S6K, S6Kのリン酸化をそ
れぞれ用量依存的に制御した。 CLDによる増殖抑制作用はまた、TMZとの併用投与によって強化された。 マウス
皮下腫瘍モデルでCLDとTMZ 併用の効果は検証し、腫瘍の増殖は顕著に抑制された。CLD がmTOR経路を介したシ
グナル制御によりTMZ作用を感化し、抗腫瘍効果を増強するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma (GBM) accounts for the majority of primary brain tumors. 
Multimodal therapy such as surgical removal, radiotherapy, and temozolomide (TMZ) chemotherapy is 
performed, whereas the prognosis is still poor. There is an urgent need to develop effective 
chemotherapy. In primary assessment, we performed a screened for drugs that regulated the 
proliferation and differentiation against GBM cell lines. Approved macrolides, clindamycin (CLD) 
reduced cell viability in cultures. Here, we demonstrated that CLD regulated the proliferation of 
GBM. CLD attenuated the phosphorylation of p70S6K in a dose dependent manner. These effects were 
synergistically enhanced by the combination with CLD and TMZ. In vivo experiment, repeated 
administration of CLD and TMZ suppressed tumor growth. These results indicate that CLD shows 
synergistic activity and sensitization in combination with conventional chemotherapy in xenografts.

研究分野：神経薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CLDはGBM細胞に対し、高い抗腫瘍効果を示した。mTOR制御がその機序と考える。in vivo実験では、CLDとTMZ併
用による作用を検証し、腫瘍は縮小を維持した。腫瘍制御におけるmTOR抑制については、フィードバック機構の
存在が知られ、再発に関与するとされるが、CLDはTMZとの併用によりこれを回避している。GBM治療に重要な知
見を提示する。
GBM治療への応用の際、CLDは既存薬であることから、ヒトでの安全性が確保されている。また、従来の抗悪性腫
瘍薬とは作用機序も異なるため、骨髄抑制など強力な副作用を回避できる。薬価は分子標的薬と比べると安価
で、医療費削減の一助となるなど意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳腫瘍全国集計調査 2001-2004によれば、膠芽腫の生存期間中央値は 5年生存率で 10.1%と極
めて予後が不良である。標準治療として、手術による可及的摘出と放射線療法およびテモゾロ
ミド (TMZ)化学療法による集学的治療が導入される。しかしながら、膠芽腫には高い浸潤能や
様々なストレスに適応して生存しようとする耐性機構が備わるため、再発を免れることはでき
ない。新たな治療法の確立が急務とされる。 
	 mTORは栄養センサーとしてグルコースやアミノ酸などの栄養源を感知し、細胞の分化、増
殖において中心的役割を担う。mTORはまた、成長因子などによって活性化を受け、4EBPや
S6Kといった下流シグナルのリン酸化を介して翻訳を促す。これまでに網羅的ゲノム解析が実
施され、GBM細胞内には 3つのがん化機構が作動していることが示されている。MAPK経路
と PI3K-Akt 経路が一体となったもの、Rb 経路そして p53 経路の異常である。これらのシグ
ナル経路は独立して動いている訳ではなく、互いに連携しているとされる。その中で、多くの
腫瘍で認める PI3K-Akt 経路の遺伝子異常の多くは mTOR の活性化を誘導することから、
mTORシグナルは腫瘍増殖の観点から重要な役割を担う。 
	 このような背景のもと、PI3K-Akt 経路の遺伝子異常に着眼し、GBM の制御を目的とする
mTOR活性抑制物質の探索を試みた。その候補となる物質はドラッグ・リポジショニングを念
頭におき、国内承認薬の中から選定した。その結果、抗菌薬クリンダマイシン(CLD)は GBM
細胞株において、分化増殖を顕著に抑制することを確認した。CLDと TMZの併用についても
抗腫瘍効果の増強を確認している。この研究で新たな適応やそのメカニズムを認めることがで
きれば、その有用性は高い。CLDは、既存の抗生剤として臨床使用されており、すでに安全性
が確保されている薬剤である。従来の抗がん剤のような骨髄抑制や殺細胞作用に基づく強力な
副作用を回避できる可能性もある。しかしながら、CLDが関与した細胞毒性のメカニズムにつ
いての理解は不十分である。 
 
２．研究の目的 
	 GBM は複数の治療抵抗因子を有するため、その制御は重要課題である。本研究の目的は
GBM に対する効果的な薬物療法の基盤を確立することである。先行実験において、CLD は
GBM細胞株に対する抗腫瘍効果を示した。新たな治療法を確立するためには、CLD の詳細な
作用メカニズムの理解が必要である。本研究では複数の GBM 細胞株を使って、増殖に関わる
シグナルの特定を試みた。特に PI3K/mTOR経路に着眼し、このシグナルと GBM病態形成・
維持間にある疑問点を薬理学的手法によって解決することを目指した。標準治療薬である TMZ
との併用も実施し、治療実験の結果から効果が認められた因子については、動物実験で検証を
行った。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養と分化、治療実験 
	 本研究にはヒト由来 GBM 細胞株である U251、T98G、LN229 および NGT41 の計 4 種の
細胞株を用いた。各細胞は、増殖および維持において 10%牛胎児血清と抗生物質を含む
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)にて 5% CO2環境下 37℃で培養した。治療実
験では 96ウェルプレートに各 GBM細胞を播種し、各種試験薬剤(CLDまたは TMZ単独およ
びその 2 剤併用)による処理を行った後、72 時間培養した。治療効果の判定は、細胞生存率を
指標とし WST アッセイにより評価した。また、薬剤処理した細胞については、細胞周期への
影響を検討するため、細胞を回収しMUSE cell cycle reagentsによって染色、細胞周期の解析
を実行した。 
 
(2)腫瘍制御に影響する因子の検討 
	 抗腫瘍効果に関わる細胞内シグナルを特定するため、イムノブロッティングによりシグナル
に影響する因子を特定することを試みた。上記 GBM 細胞株の培養液中に対し、試験薬剤を一
定濃度に振り分けて添加し、72時間培養した。その後細胞は回収し、破砕処理によってタンパ
クを抽出した。PI3K/mTOR経路の異常に着眼し、mTOR下流シグナルである p70S6Kおよび
S6Kなどに対する特異的抗体を用いて腫瘍内タンパクの発現量変化を評価した。 
 
(3)MGMT発現と TMZ治療効果の関連性 
	 これまでに GBMの標準治療薬 TMZによる抗腫瘍効果は、腫瘍内の DNA修復酵素の一つで
あるMGMTの発現に左右されることが知られる。MGMT発現株である T98Gおよび NGT41
細胞において、CLD処理を実施し、MGMTの発現量をウエスタンブロットによって解析した。
合わせて、MSP(methylation specific PCR)による DNAプロモーター領域のメチル化解析も実
施した。 
 



(4)in vivo解析：疾患モデルと mTOR 
	 上記細胞の実験の結果を in vivo で再現、検証することが目的である。我々はこれまでの研
究から疾患脳由来 NGT41 培養細胞を樹立している。この細胞をマウスへ皮下投与することで
異種移植モデルを作成する。このモデルに対し、CLDまたは TMZを単独あるいは併用投与し、
腫瘍の大きさを指標として、抗腫瘍効果を判定する。薬剤投与終了後、皮下腫瘍は摘出し、ウ
エスタンブロットまたは免疫染色にて細胞増殖能や MGMT の発現比較などの各種実験を行っ
た。	  
	
４．研究成果	
(1) 細胞培養と分化、治療実験 
	 ヒト由来膠芽腫細胞 U251、T98G、LN229および NGT41に対
して CLD、TMZ による薬剤処理を 72 時間行い、WST アッセイ
によって細胞生存率を測定した。その結果、CLDは全ての細胞株
に対して濃度依存的に各 GBM細胞の分化・増殖を抑制した。 
	
	

(2) 腫瘍制御に影響する因子の検索	
	 CLD による抗腫瘍効果と mTOR 活性との関連を調べる
ために mTOR下流の p70S6K, S6Kのリン酸化への影響に
ついて調べた。CLDは薬剤暴露による細胞生存率の低下に
沿うように p70S6K S6K の脱リン酸化を誘導した。特に
p70S6Kのリン酸化については、薬剤添加後 60分までに半
減した。 
 
	
(3) MGMT発現と治療効果の関連性 
	 CLDの抗腫瘍効果はTMZの併用によ
り影響を受けるのか調べた。その結果、
CLDはTMZとの併用により細胞生存率
が優位に低下することがわかった。特に
この作用は MGMT 陽性株である T98G
および NGT41 において顕著であった。
ウエスタンブロットによりMGMTの発
現を調べると CLD は単独で MGMT 発
現を低下することがわかった。これらの
細胞株についてはMGMT遺伝子のプロモーター領域において DNA非メチル化も確認した。 
	
	
(4)in vivo解析：疾患モデルと mTOR 
	 NGT41 細胞をヌードマウス皮下へ移植し、生体
内で実験的に腫瘍を作成した。腫瘍が一定の大きさ
にまで増殖した時点で、このモデル動物を 4群に割
り付け、それぞれの試験薬を 10日間連続投与した。
効果判定は腫瘍の大きさ Tumor volumeを指標とし
た。その結果、CLD は単独投与よりもむしろ TMZ
との併用により腫瘍の増殖を著しく抑制した。 
	 投与終了後、皮下腫瘍は摘出し、免疫染色によっ
て細胞増殖能について検討した。すると CLD は
TMZの併用によって細胞増殖能が著しく低下していた。 
	
	
以上の結果、CLDは単独投与よりも TMZとの併用によって、高い抗腫瘍効果が得られること
が示唆された。その機序を説明するにはさらなる議論の余地があるが、CLD の作用は
PI3K/Akt/mTORシグナルの制御に基づくこと、CLDは DNA修復酵素であるMGMTの発現
を低下することによって TMZの効果を保持することなどが明らかになった。	
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