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研究成果の概要（和文）：本研究の主たる目的は、血液脳関門の存在により薬剤の到達性が限られる悪性グリオーマ局
所に対し、抗癌剤などの治療薬剤を効率よく至適濃度に到達させる新しいドラッグデリバリーシステムを開 発し、臨
床応用を目指すことである。この目的を達成するために「ヌードマウスに移植された患者検体由来グリオーマ初代培養
株移植片内にテモゾロミド混合フィブリン糊製剤を局所投与したとき腫瘍増大抑制効果を期待できる」ことを本研究で
明らかにした。  

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to develop a novel strategy for preventing local 
recurrence of malignant glioma, because it is usually difficult due to blood-brain barrier.
I investigated that local administration of high concentration of temozolomide with fibrin glue could 
prevent tumor growth of primary malignant glioma xenografts derived from human glioblastoma.

研究分野：脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景
膠芽腫(悪性グリオーマ)は極めて予後不良の
疾患で、摘出術と放射線化学療法を併用して
も平均生存期間は約14か月であり、新規治療
法開発の必要性に迫られている。グリオーマ
研究は近年まで市販のグリオーマ細胞株
(U87MGなど)に依存していたが、実際 に治療
成績を改善する研究成果は未だ得られていな
い。これは市販のグリオーマ細胞株が脳内に
移植され ても境界明瞭な腫瘍を形成するの
みで、実際に臨床で見られる浸潤性病変を再
現できていないためと考え られる。 
膠芽腫は腫瘍摘出腔周囲からの再発が圧倒的
に多く、これは腫瘍境界部に治療抵抗性のグ
リオーマ幹細胞と膠芽腫ニッチが存在するこ
とを示唆する。「膠芽腫患者の手術摘出腔に
テモゾロミド混合フィブリン糊製剤を散布す
れば、徐放性にテモゾロミドが摘出腔周囲の
グリオーマ幹細胞および膠芽腫ニッチに作用
し、局所コントロール(再発予防)できる」と
仮説をたてた。

２．研究の目的
本研究の主たる目的は、血液脳関門の存在に
より薬剤の到達性が限られる悪性グリオーマ
局所に対し、抗癌剤などの治療薬剤を効率よ
く至適濃度に到達させる新しいドラッグデリ
バリーシステムを開 発し、臨床応用を目指す
ことである。この目的を達成するためにまず
「ヌードマウスに移植された患者検体由来グ
リオーマ初代培養株移植片内にテモゾロミド
混合フィブ リン糊製剤を局所投与したとき
腫瘍増大抑制効果を期待できる」ことを本研
究で明らかにしたい。  

３．研究の方法

本研究では市販のグリオーマ細胞株では動物
実験にて再現できない浸潤性腫瘍を再現す 
ることのできる患者検体由来「皮下連続継代
モデル」を用いた。この「皮下連続継代モデ
ル」では皮下腫瘍においても脳内に移植され
たときと同様の病理学的特徴、遺伝子情報を
維持しているため膠芽腫ニッチを再現してい
るものと考えられる。 
皮下で増大した腫瘍片は細分したあと、血清
加培地で短期間培養可能である。テモゾロミ

ド 混合培地内にてMTT assay、テモゾロミド
混合寒天培地内にてコロニー形成能を評価す
る。結果を総合しテモゾロミド至適濃度を検
討する。つづいて動物実験の第一段階として
形成された皮下腫瘍内にin vitro実験にて検討
されたテモゾロミド濃度 に調整したテモゾ
ロミド混合フィブリン糊を局所注入し、数日
後(定時的に)サンプル(腫瘍) を回収し、病理
学的評価を行う。 第2段階として脳内移植モ
デルを作成する。4~6週齢ヌードマウス(メス)

にガイドスクリュー を留置する。短期培養さ
れた初代培養株の細胞数を100,000~500,000個
に調整し、脳内に移 植する(n=10)。腫瘍形成
過程を追跡するために2~4週間毎に脳腫瘍移
植脳を2サンプルずつ回 収し、病理学的評価
を行う。  
「皮下連続継代」初代培養株は 樹立までに
６～１２ヶ月の期間を要するため、その間は
グリオーマ幹細胞株を用いて実験を先行した。

４．研究成果

１−１）フィブリン糊に0.5mMおよび1.0mM
になるようにテモゾロミドを混合した時、テ
モゾロミドが１６８時間後まで徐放性に培地
内に放出されることを高速液体クロマトグラ
フィーを用いて観測した。

１−２）テモゾロミド添加フィブリン糊の生
体内での腫瘍抑制効果を確認するために、１
つの市販グリオーマ細胞株(U87G)および熊本
大学脳神経外科にて樹立された２つのグリオ
ーマ幹細胞株をヌードマウス皮下に移植し
た。テモゾロミド経口摂取群(TMZ-PO)、テ
モゾロミド添加フィブリン糊局所治療群
(TMZ-FGS)、テモゾロミド経口摂取およびテ
モゾロミド添加フィブリン糊局所治療群

dose in mice (66 mg ⁄kg) is similar to the dose used to treat
GBM patients (approximately 200 mg ⁄m²).(19,20)

We measured the tumor size every 2 days for 26 days in
U87MG- and for 28 days in K-GIC1- and K-GIC2-transplanted
mice. As shown in Fig. S2, none manifested weight loss, infec-
tions, delayed healing or died during the observation period
and at the end of this period all FGS had been almost com-
pletely absorbed.
At the end of the observation period the relative TV was

significantly smaller in all TMZ-treated than TMZ-untreated
mice (Fig. 3a). Among the groups treated with TMZ, the TV
in group 6 (TMZ-FGS plus peroral TMZ) was smaller than in
the other two groups; the difference in the relative TV was sig-
nificant in mice transplanted with U87MG cells (Fig. 3b). The
TV in group 3 (TMZ-FGS) was smaller than in group 5 (per-
oral TMZ) but the different was not statistically significant.
There was no significant difference in the relative TV among
the TMZ-untreated groups (Fig. 3a,c; Table S1).
To detect the pathological changes induced by FGS contain-

ing 1 mM TMZ, we subjected subcutaneous tumor samples
from mice treated for 7 days with FGS that did not (control)
or did contain TMZ to immunohistochemical staining and
immunoblotting.
We used Ki-67, cleaved caspase3, LC3 and p16 as markers

for proliferation, apoptosis, autophagy and senescence. At
high-power magnification, we counted immunohistochemically

positive cells among the tumor cells around the FGS in 10
fields. The Ki-67-positive ratio was lower in all TMZ-treated
mice than in the controls. In contrast, the ratio of cleaved cas-
pase 3, LC3 and p16 positivity was higher in TMZ-treated
mice than in the controls (Fig. 4a,b; Table S2). Changes
induced by TMZ were observed mainly on the tumor side cov-
ered with the TMZ-FGS. Such findings were not detected in
mice treated with FGS only or with oral TMZ only (Fig. 4c).
Western blot analysis showed that the expression of cleaved

caspase 3, LC3 and p16 was significantly higher in mice treated
with TMZ-FGS than in the controls (Fig. 5). An increase in the
LC3-II ⁄LC3-I level is correlated with an increase in autophagy.
Our immunostaining and immunoblotting results document

that TMZ-FGS inhibited the proliferation of tumor cells and
that it induced autophagy, apoptosis and senescence.

TMZ-FGS was safe for normal brain tissue. To investigate the
effect of FGS containing 1 mM TMZ and of FGS alone on the
brain tissue of normal ICR mice in the acute and chronic
phase, we stained brain tissue samples with H&E, GFAP,
COX-2 and Nissl to investigate the inflammatory responses of
astrocytes, the infiltration of other cells and demyelination. In
the acute phase, GFAP and COX-2 staining around the FGS
and TMZ-FGS was slightly stronger than in the controls; H&E
and Nissl staining was not markedly different from the con-
trols (Fig. 6a). In the chronic phase we observed no staining
difference (Fig. 6b). Treatment with FGS containing TMZ did

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 2. High-performance liquid chromatography (HPLC) of the temozolomide (TMZ) released from fibrin glue (FG). (a) HPLC of the calibration
curve standards. (b) HPLC of PBS incubated for 24 h with FG sheets containing TMZ (TMZ-FGS). (c) Time-course of the total amount of TMZ
released from FG (n = 3). (d) Ratio of TMZ released from FG in the course of 168 h (n = 3). For analysis we used the unpaired two-tailed t-test.
*P < 0.05. **P < 0.001. NS, not significant.
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(TMZ-FGS-PO)に分けて各々腫瘍体積を測定
すると、テモゾロミド経口摂取およびテモゾ
ロミド添加フィブリン糊局所治療群 ( T M Z -

FGS-PO)、テモゾロミド添加フィブリン糊局
所治療群(TMZ-FGS)、テモゾロミド経口摂取
群(TMZ-PO)の順に腫瘍増大抑制効果を認め
た。免疫染色を行うとテモゾロミド添加フィ
ブリン糊周囲では細胞増殖能の抑制(Ki67陽
性率低下）、アポトーシスの誘導（Cleaved 

caspase-3陽性率上昇）を認めた。

１−３）テモゾロミド添加フィブリン糊の頭
蓋内使用での安全性を確認するためにテモゾ
ロミド添加フィブリン糊をヌードマウス脳表
に直接留置した。経時的に病理学的評価を行
ったが特異的な変化は見られなかった。

２−１）熊本大学医学部附属病院脳神経外科
にて摘出された新鮮なヒト神経膠芽腫組織
をメスにて細分し、基底膜マトリクスと
1 : 1の比にて混合しヌードマウス皮下に注
射した。27症例のうち、13症例でヌードマ
ウス皮下にて継代継続中である。 

うち１症例では第10継代まで行い、ヌードマ
ウス脳内に細胞100,000個を移植すると、
30～40日でヌードマウスは腫瘍死に至る。脳

内移植腫瘍を病理学的に評価すると、患者組
織と同様に核の大小不同のある腫瘍細胞が高
密度に増生し、脳実質内に浸潤性に広がり、
核分裂像も認める。血管新生や壊死巣も認め、
膠芽腫と診断した。 
２−２）腫瘍細胞100,000個をヌードマウス脳
内に移植し、30日後にテモゾロミド添加
(1mM)フィブリン糊をガイドスクリューシス
テムを用いて腫瘍内に注入した。注入後３日
目にマウス脳を回収し病理学的に評価すると
テモゾロミド添加フィブリン糊に接する腫瘍
の一部に細胞核のクロマチンが凝集し壊死に
陥っている病巣を認めた。免疫染色を行うと
同部位は細胞増殖能が低下し(Ki67陽性率低
下)、アポトーシスが誘導されていた(Cleaved 

Capase-3 陽性率上昇)。

各「皮下連続継代」グリオーマ細胞株の脳腫
瘍形成能を評価し、適切な時期にテモゾロミ
ド添加フィブリン糊を注入することによって
腫瘍増大抑制を期待することができる。また
現在継代継続中の13症例中、MGMT遺伝子プ
ロモーター領域のメチル化など検討すると興
味ふかい結果が得られると期待している。
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Fig. 3. Growth curve and plots of the relative subcutaneous tumor volume. (●), Sham (group 1); (□), fibrin glue sheets (FGS) without temozolo-
mide (TMZ) (FGS; group 2); (○), FGS containing TMZ (TMZ-FGS; group 3); (△), distilled water perorally (DW-PO; group 4); (♦), TMZ perorally (TMZ-
PO; group 5); (9), TMZ-FGS plus TMZ perorally (TMZ-FGS-PO; group 6). (a) Growth curve (n = 6). (▽), FGS placement; (↓), oral administration of
TMZ or distilled water; (▼), killed. (b) Plots of relative tumor volume in the three different TMZ-treated groups at the time the mice were killed
(n = 6). Data were analyzed using ANOVA. A P < 0.05 was considered statistically significant. *P < 0.05. **P < 0.001. (c) Images of mice bearing sub-
cutaneous tumors induced with U87MG cells and the tumors removed at the time the mice were killed.
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