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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫における腫瘍特異的遺伝子異常は腫瘍細胞の発生・悪性

化・治療抵抗性に関わる、変異シグナルを腫瘍細胞内に伝達するため、その阻害と薬剤の併用に

よる治療効果の増強化を試みた。ヒト神経膠腫細胞株での遺伝子異常のプロファイルを検出し、

高頻度にみられる主要なシグナル異常として PDGFR と EGFR を標的とした阻害を行い、細胞内下

流のシグナル低下、増殖の抑制、造腫瘍性の減少を検証した。 
 
研究成果の概要（英文）：Malignant glioma cells harbor tumor-specific genetic alterations 
which often activate intracellular signaling pathways, thereby conferring tumor 
initiation, malignant transformation, and resistance to conventional therapies.  Thus, 
inhibition of such pathways could endow therapeutic benefits.  Here we targeted the 
pathways of PDGFR and/or EGFR in combination with antitumor drugs, resulting in 
inactivation of their downstream signalings and suppression of tumor growth in human 
glioma cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ①悪性脳腫瘍の代表である神経膠腫

（glioma）は近年の画期的な医療の進歩にも

拘らず未だ極めて難治の疾患であり、治療の

主体となる放射線治療や化学療法への耐性

の存在がその原因のひとつと考えられてお

り、新規の治療法の開発が急務となっている。

近年、悪性腫瘍の分子生物学的特徴が飛躍的

に解明されてくるにつれ、腫瘍の増殖・生存

に必要とされる分子が次第に明らかになり、
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そのような分子を標的とする新規の癌治療

法の開発され始めている。最も悪性の膠芽腫

では、多数の遺伝子異常の蓄積により悪性化

を生じるが、高頻度で成長因子の受容体であ

る receptor tyrosine kinase (RTK)を代表

する epidermal growth factor receptor 

(EGFR)遺伝子の遺伝子増幅と遺伝子再配列

に よ る 変 異 型 EGFR の 高 発 現 や

platelet-derived growth factor (PDGF)と

その受容体（PDGFR）の遺伝子増幅・高発現

が検出される、更に染色体 10 番の長腕部の

遺伝子欠失と同部に位置する腫瘍抑制因子

である PTEN 遺伝子も高頻度で欠失が認めら

れる。 

②EGFR/PDGFR などの RTK からは腫瘍細胞内

に腫瘍増殖・細胞死抑制・浸潤能亢進などに

かかわる細胞内シグナルが伝達され、PTEN

はそのシグナルの中心的役割を担う

Akt/PKB を PI3K の不活化を介して負に制御

することで腫瘍抑制機能を発揮する。しかし、

PI3K や Akt は、glioma など腫瘍細胞で遺伝

子増幅や癌遺伝子の Ras からのシグナルに

より高頻度に活性化しており、主としてその

下流の重要な因子である mTOR の活性化を介

し、転写促進因子である eIF-4E の活性化な

どにより増腫瘍効果をもたらすと考えられ

る。 

 

(2) ①これまでの我々の研究で、膠芽腫に高

頻度で発現している変異型 EGFR (EGFRvIII

あるいは∆EGFR)は成長因子である EGF に依

存せず恒常的にリン酸化・活性化しており、

その高発現により PTEN を欠失しているヒト

glioma 細胞では著明な造腫瘍形成効果がも

たらされ、PI3K/Akt のシグナル経路の活性

化が生じており、また細胞死抑制因子である

Bcl-XL の発現亢進を介し、cisplatin などの

抗癌剤耐性形質を獲得することを報告し、

EGFR 系の阻害の可能性を示唆してきた。 

②また，細胞に内在するプログラム細胞死

（アポトーシス）を腫瘍細胞に誘導する治療

法は、直接的に抗腫瘍効果が期待されること

から、癌に対する新しい治療の方向として脚

光を浴びてきている。特に細胞表面に存在す

る death receptor を介して細胞死を誘導す

るdeath factorからのアポトーシス経路は、

従来の癌治療への耐性機構をバイパスする

有力な抗腫瘍治療法として注目されており、

我々は特に正常細胞に対する毒性の少ない

TRAIL/Apo2L を利用した glioma 治療の可能

性を報告してきた。 
 
２．研究の目的 

(1) このように、有力な腫瘍増殖を増強する

効果を持つシグナル伝達経路が恒常的に活

性 化す ると 、腫 瘍細 胞で は”pathway 

addiction”と呼ばれる状態、即ち細胞内環

境がそのシグナルに依存するようになる。こ

の状態は、逆にこのシグナル経路を阻害する

ことで，腫瘍細胞に強い細胞傷害をもたらす

ことになると考えられ、分子標的治療の理論

的礎石ともなっている．しかし一方で、上記

の如くRTKからAktを介した増腫瘍性シグナ

ルは多くの他のシグナル伝達経路と

cross-talk を形成しており、また各コンポ

ーネント自体の自動活性化も認められるこ

とから，RTK/Akt シグナル経路の単独因子に

対する標的治療のみでは、十分な治療効果を

得るのが困難と考えられる。 

 

(2) 以上の観点より、glioma において極め

て重要な生存・増殖シグナルの中心をなす

RTK-Akt-mTOR シグナル経路に対し、同時複

数因子を標的とした新規 glioma 治療を検索

し、更に化学療法剤や TRAIL などの細胞死誘

導治療との併用療法を検討することを目的

に本研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) 試薬.  PDGFR, c-Kit, Bcr-Abl 阻害剤で

ある STI571 は Novartis Pharma より、ヒト型

抗EGFR抗体のnimotuzumabは第一三共社より

無償で供与された。完全ヒト型抗 DR5 mAb 

(E11)はキリンファーマより無償で提供され

た。Western blot に使用した抗体はいずれも

commercially available な抗体を購入した。 

(2) 細胞.  使用したヒト glioma 細胞株及び

培養条件は以前に報告した通り(Nagane M et 

al. Cancer Res 56: 5079, 1996; Nagane M et 

al. J Neurosurg 106: 407, 2007)。 

(3) 細胞増殖抑制試験.  治療による細胞傷

害度の検証には MTT アッセイを使用した

(Nagane M et al. J Neurosurg 106: 407, 2007)。

細胞を 96 穴プレートに 1 x 104 個撒き、翌日

より治療を行った。治療時間、薬剤の投入順

番などは各実験毎に決定された。MTT を４時

間暴露した後、microplate reader (Molecular 

Devices)を使用して吸光度を計測した。増殖

抑制効果は無治療の対照との比で表現した。 

(4) Western blotting.  全細胞蛋白抽出液は

RIPA buffer を用いて抽出し、「Western blot 

解析法は以前に報告した通り(Nagane M et al. 

Cancer Res 56: 5079, 1996)。 

(5) 動物実験.  ヒト glioma 細胞 (2 x 106 個

/0.1 ml PBS) を週齢 4- 5 週のメス nude mouse

（BALB/CA 系，埼玉実験動物）の皮下に移植



 

 

した。皮下腫瘍が形成された後、各薬剤ある

いはその併用を副腔内注射し治療した。腫瘍

容積を計測し(Nagane M et al. J Neurosurg 

95: 472, 2001)、全身への毒性は体重を測定

し検討した。マウスは二酸化炭素吸入法によ

り sacrifice した。本実験法は本大学医学部

実験動物委員会により承認されている。 
 
４．研究成果 
(1) Glioma 細胞における遺伝子異常。特に主

要 RTK の EGFR 及び PDGFR、PTEN 異常について

の検索。 

 ヒト glioma 細胞株 14 種類を用いて、

Western blot (WB)法による遺伝子発現解析を

行った。腫瘍関連遺伝子、薬剤耐性関連遺伝

子、細胞死関連遺伝子など計 24 分子につき検

索した。その中で、特に細胞生存に関与する

RTK として EGFR、PDGFR-a の発現はともに過

半数の細胞株で認められ、この両分子を共発

現している細胞株は 64% (9/14)と高頻度で認

められた。PTEN 発現は WB 上殆どの細胞株で

認 め ら れ た が 、 多 く の 株 で mutation, 

deletion があることが知られており、本結果

のみでは、その機能的解析判定は保留とした。 

 

 
 

(2) Glioma 細胞に対する PDGFR 阻害の効果。 

 PDGFR-a の発現が認められた T98G 及び

LN319 株を使用し、PDGF 刺激による細胞なシ

グナル伝達の阻害と、その効果を検討した。 

 T98G では ligand である PDGF-BB のパルス

刺激に対しPDGFR-aのtyrosineリン酸化が著

明に認められたが、PDGFR-a 発現量が最大で

あった LN319 細胞ではわずかなリン酸化に留

まった。T98G 細胞で、PDGFR の阻害剤でもあ

る STI571 (グリベック)の存在下では、用量

依存性にそのリン酸化が阻害された。PDGFR

の活性化抑制に伴い、RTK の下流に位置し細

胞生存シグナルなどの重要な生物活性を有す

る Akt のリン酸化も、T98G, LN319 ともに阻

害された。 

 そこで次に T98G 細胞を血清存在下で培養

し、STI571 と細胞傷害性抗癌剤の併用による

治療を行った。STI571 単独では影響のない濃

度で、VP16 と併用治療すると細胞形態の変化

増強と MTT アッセイによる殺腫瘍細胞効果の

相乗的亢進が認められた。T98G における SN38

や、LN319 におけるプラチナ製剤との併用で

も同様の結果が得られた。 

 
(3) Glioma 細胞に対する EGFR・PDGFR の同時

阻害の効果。 

 T98G 細胞や U87MG 細胞は EGFR も発現して

おり、PDGFR 阻害に加え、EGFR からのシグナ

ルも同時阻害した場合の効果を次に検討した。

この両細胞株を各 RTK の ligand である

PDGF-BB と EGF による刺激治療を行った。い

ずれの細胞株も受容体の下流に位置する Akt

のリン酸化・活性化が認められた。また、Akt

の下流に位置する mTOR のリン酸化は陽性で



 

 

あったが、これら ligand 治療による変化は

Aktよりは軽度あるいは明らかではなかった。

各 ligand によるリン酸化効果は、各々の阻害

剤（PDGFR-STI571, EGF-AG1478）により明ら

かに抑制された。両 ligand によるダブル刺激

においては、各阻害剤単独では Akt/mTOR リン

酸化の抑制は不十分であったが、ダブル阻害

では強力なリン酸化の阻害が認められた。 

 更に、血清培養下にて T98G 細胞をこれら阻

害剤の単独、あるいは併用での治療、また細

胞死を誘導する TRAIL シグナルを活性化する

TRAIL-R2 に対するモノクローナル抗体 E11

（単独では sublethal な濃度）による治療効

果を検討すると、各単独治療では細胞傷害は

みられないが、STI571+AG1478 併用により、

著明な相乗的細胞傷害誘導が認められた。ま

た、E11 単独治療と比較し、E11+STI571, 

E11+AG1478の併用はともに相乗的殺腫瘍効果

がみられた。 

 以上より、様々な成長因子の含まれる血清

培養条件や、高頻度で PDGF 系・EGFR 系の異

常亢進が認められるヒト glioma の環境下で

は、これら両シグナルの受容体レベルでの阻

害が生存シグナルの高度の阻害をもたらし、

抗腫瘍剤による治療効果の改善につながる可

能性が示唆された。 

 
 

 

(4) Glioma 細胞に対する mTOR、PI3kinase 阻

害の効果。 

 次に、RTK レベルの阻害ではなく、そのシ

グナルが集約すると考えられる Akt の直上流、

下流を標的とした阻害の効果を検討した。す

なわち、上流の PI3K レベル、また、下流の

mTOR レベルの阻害である。前者は LY294002

を、後者は rapamycin を使用した選択的阻害

を行った。しかし、これまでのところ、両阻

害剤の単独使用及び他剤との併用治療におい

て、良好な殺腫瘍細胞効果の最適化は得られ

ていない。その理由としては、mTOR はその阻

害によるpositive feedback系の作動により、

むしろシグナルの強化がみられることがある

こと、また、使用した細胞株でのデータから

は、EGF, PDGF によるシグナル経路刺激では、

Akt の活性化は明らかであるが、mTOR の活性

化には不明瞭な点が残ることなどが考えられ、

更なる今後の検討が必要と考えられる。 

 

(5) Glioma細胞に対するEGFR阻害併用化学療

法の in vivo 治療効果。 

以上の結果より、preclinical な治療実験と

して nude mouse の造腫瘍モデルを用いた in 

vivo の治療を施行した。特に注目の高い EGFR

阻 害 と 膠 芽 腫 の 標 準 治 療 薬 で あ る

temozolomide (TMZ)の併用治療の効果を欧州

で臨床試験が施行されている抗 EGFR モノク

ローナル抗体の nimotuzumab (Nimo)を使用し、

検討した。その結果、Nimo 単独では効果が少

ない治療量で、TMZ と併用することで EGFR を

過剰発現しているヒト glioma 細胞由来の腫

瘍に対する腫瘍増大抑制効果が認められた。 

 

結論：以上より、ヒト glioma で高頻度に異常

が認められ、重要な増殖促進機能を担ってい

ると考えられる複数の RTK を同時阻害するこ

とによる抗腫瘍効果の増強の可能性が示唆さ

れた。今後更に標的とすべき分子の絞り込み

や最適化、併用する薬剤の選定、脳腫瘍モデ

ルでの治療効果の検証など、検討する予定で

ある。 
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