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研究成果の概要（和文）：治療困難な脊髄悪性神経膠腫に対する新規治療開発を行った。まず、脊髄に直接薬剤を送達
した際の動態を観察すべく、正常ラット脊髄に蛍光色素を注入した。この方法で運動障害を引き起こす事なく安全に薬
剤送達が可能、薬剤送達範囲が注入量の3.5倍に達するとの結果を得た。さらに、抗悪性腫瘍薬ACNUの脊髄組織毒性を
検証し、ACNU1.0mg/mLが脊髄での適正かつ最大の耐用濃度であることが判明。その後脊髄腫瘍モデルへのACNU薬剤送達
治療を実施し、16匹中4匹において下肢運動機能の保全ならびに脊髄腫瘍の増大抑制が確認された。
脊髄悪性神経膠腫に対してACNUの脊髄直接注入法が新規治療になりうる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：This research was conducted to develop new treatments for spinal cord malignant gl
ioma. First, to observe the dynamics of delivered drugs in the spinal cord, we injected fluorescent dye in
 normal rat spinal cord. Having confirmed that the drugs were delivered in the spinal cord without causing
 motor deficits in the lower extremities and drugs were distributed 3.5 times in larger volumes when compa
red to the true amount of the drug, we assured it safe and effective strategy. Next, we validated toxicity
 of antineoplastic agents ACNU to the spinal cord parenchyma. As result, ACNU 1.0 mg/mL was useful as well
 as tolerable maximum concentration for spinal cord. We then performed ACNU drug delivery treatments to th
e spinal cord glioma model. Spinal cord tumor suppression and preservation of lower limb motor function we
re confirmed in 4 out of 16 animals in experiments.
Direct spinal cord injection of ACNU can be a new treatment for spinal cord malignant glioma.
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１．研究開始当初の背景 
脊髄神経膠腫は脊髄髄内腫瘍の約 30%をし

める。手術による可及的腫瘍摘出療法ならび
に残存腫瘍に対する放射線療法が標準治療
とされているものの、治療効果は確立されて
おらず、予後不良の疾患である（Garces- 
Ambrossi GL et al, J Neurosurg Spine 
11:591-599, 2009）。その理由のひとつに、
腫瘍が瀰漫性に脊髄実質内へ浸潤している
ため、脊髄における機能温存の観点から、十
分な腫瘍摘出が行えないことがあげられる。 

これを補うべく、脳腫瘍による治療薬とし
てその効果が確立されているテモゾロミド
が脊髄腫瘍症例にも使用され、放射線治療と
の併用療法について報告されている（Kim WH 
et al., J Neurooncol 101:247-254,2011）。
しかし、その効果は限定的である。なぜなら、
一般に、中枢神経系疾患に対する薬剤投与治
療は、その薬剤到達に血液—脳（脊髄）関門
を介するため困難であるとされているため
である。 

抗腫瘍薬投与の制限を克服し、 中枢神経
系への薬剤投与を効率的かつ安全に行うた
めに考案されたのが Convection Enhanced 
Delivery  (以下 CED)法である。これは薬剤
を陽圧下に脳あるいは脊髄組織間隙に局所
注入することで、高濃度かつ広範囲の薬剤分
布が得られる新規薬剤投与方法である 
  
２．研究の目的 

本研究では、ラット脊髄神経膠腫モデルを
用いて、抗腫瘍薬 ACNU を脊髄内に送達する
CED 法の安全性と有効性について明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)安全性に関する基礎的データを得るため
に、正常脊髄をもちいて、CED 法の薬剤送達
における薬剤動態評価と脊髄における ACNU
の毒性試験（濃度耐性試験）を行った。これ
により、脊髄における至適薬剤濃度ならびに
安全かつ有効な薬剤量と注入速度を把握す
ることが可能となる。なお、脊髄 CED には自
作の針（図）を使用した。 

①健常ラットを用いた、脊髄への CED 法にお
ける薬剤分布の検討 

吸入麻酔下でラットの鎮痛、鎮静をはかりラ
ットを腹臥位とする。腹部には保温パッドを
使用。背部の剃毛ならびに約 2cm の皮膚切開
を行ったのち、傍脊柱筋群を目的の椎弓より
愛護的に剥離する。過去に我々の報告した方

法（Rooney GE, Endo T,et al., J Neurosurg 
Spine 2009）に準じて脊髄を露出し、前述の
薬剤注入用力ニュラ(直径 0.lmm)を定位的に
留置する。（図） 
 
 

微量注入ポンプを用い、毎分 0.2 マイクロリ
ットル×10分の薬剤注入を行う。薬剤分布試
験における注入薬剤は蛍光色素（Evansblue）
を使用する。薬剤注入直後、ラットの下肢運
動機能を評価し、運動障害のないことを確認
後、ラットを安楽死させ、標本を摘出する。
連続凍結切片を作成し、蛍光顕微鏡で画像を
取り込み、各切片での薬剤分布面積を計測す
る。なお、以下 CED 法は、我々の過去の頭蓋
内局所注入の実験系に準じておこなうこと
とする（Sugiyama S, Saito R, et al.,J 
Neurooncol 2007）（Kikuchi T, Saito R, et 
al., J Neurosurg, 2008）薬剤動態評価は白
質注入と灰白質注入を別々に行い、それぞれ
の箇所での脊髄薬剤送達における特徴を考
察した。 
 
② 健常ラットを用いた、ACNU-CED 法の安全
性試験  
薬剤分布試験と同様の投与量で、5段階（0.1、
0.2、0.5、1.0、2.0、mg/mL）の濃度の塩酸
ニムスチンをCED法を用いて脊髄実質へ投与
し、その局所神経毒性を評価する。薬剤の投
与部位は脊髄後索である。ラットにおいては、
同部位を皮質脊髄路が走行する。すなわち、
局所毒性の出現は、ラットの下肢運動障害あ
るいは組織毒性によって判定する。病理学的
検討は 30 日目に摘出標本を用いて行う。本
試験では観察期間中に実験動物へ苦痛を与
えないように工夫する。つまり、重度の下肢
麻痺が出現した場合には、そこで観察を終了
し、すみやかに安楽死させて標本を摘出する
こととする。なお、投与濃度について、病理
学的に異常を認めるが神経症状を呈さない
レベルを最も高い濃度と決定する。 



 
（２）①ACNU-CED 法の有効性を確認するため
に、脊髄腫瘍モデルを作成する。これは、既
に当科で実験系の確立している脳腫瘍モデ
ル作成手法にならい、ラットグリオーマ細胞
9LとF98を脊髄腰部膨大部に接種することに
よりラット脊髄腫瘍モデルを作成する。 
 
②これら脊髄神経膠腫モデルラットにたい
し、（１）①で使用したのと同様の量；毎分
0.2 マイクロリットル×10 分を、(1)②で決
定された至適濃度の ACNU をもちいて、微量
注入ポンプを用い、CED 法により脊髄への注
入、すなわち脊髄腫瘍局所抗がん剤注入治療
を行う。この場合、下肢運動機能ならびに腫
瘍体積を評価項目として、治療効果判定を行
う。下肢運動機能については、その評価方法
が確立されている BBB スコアを用いて行う。
動物は３０日間連日あるいは２日に１度の
頻度で観察し３０日が経過した時点で、動物
を sacrifice。腫瘍体積の各治療群間での比
較ならびに組織学的検討による脊髄損傷の
有無あるいはその程度評価、治療効果判定を
行う。 
 
４．研究成果 
(1)① 正常脊髄におけるCEDによる薬物動態
の解析 
脊髄において白質に注入した場合と灰白質
に注入した場合でその挙動に違いが見られ
た。灰白質に注入した場合 evans blue が容
易に白質に漏出するのに対し、白質に注入し
た場合、決して灰白質へ漏出しなかった。
（図） 

 
むしろ白質に注入したevansblueは白質繊維
にそって頭尾側方向に伸展する所見であっ
た。脊髄悪性神経膠腫は白質を発生母地とす
ると考えられており、脊髄 CED により頭尾側
に伸展する腫瘍性病変を覆うような薬剤送
達が可能になると考察された。なお、白質 CED、
灰白質CEDのいずれの方法でも注入薬剤は投
与量体積の3.5倍の体積の脊髄を覆うように
ひろく送達される事が確認された。 
 
 

(1)②健常ラットを用いた、ACNU-CED 法の安
全性試験 
最大 2.0mg/mL の ACNU を ５段階の濃度（0.1、
0.2、0.5、1.0、2.0、mg/mL）にて脊髄へ注
入し、脊髄における安全性を検討した。
2.0mg/mL の濃度において脊髄実質に空砲変
性をきたし、組織毒性ありと判定した。結果、
1.0mg/mL を至適最高濃度として後の ACNU 
CED 試験を行った。 
 
(2)①9L F98 細胞を用いて脊髄腫瘍モデルを
作成した。9L 細胞によるモデルでは腫瘍が
exophytic に伸展。BBB スコアにより判定す
る下肢運動麻痺の進行が急峻であった（上
図）F98 はむしろび漫性に脊髄実質内へ入り
込み、下肢麻痺の進行がより緩徐に進行した。
（下図）なお、当初３０日の観察を計画して
いたが３週間で下肢完全麻痺を呈する事が
確認されたため、その後の実験は２１日間の

経過観察にて継続した。 
 
②脊髄腫瘍モデルに対する ACNU CED 治療を
行った。1.0 mg/mL にて 0.2 マイクロリット
ル×10 分の ACNU を脊髄腫瘍移植後５日間の
時点で行った。下肢運動機能評価を行い、9L 
F98 のラットいずれの群も下肢運動機能が保
たれるラットが複数観察された。（図）これ
らラットにおいて、脊髄腫瘍の増殖抑制効果
が腫瘍体積の計測により確認された。 

ただし、腫瘍制御効果については、各脊髄腫
瘍モデル群で一律に認められたわけではな
い。今後、ACNU-CED 法の薬剤量、脊髄におけ
る ACNU 注入箇所、さらに腫瘍移植後の治療
までのタイミングを工夫する事でより効果
的な抗腫瘍制御効果が得られると考察され
る。今後の検討課題である。 
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