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研究成果の概要（和文）：マウスデルにベバシズマブを投与すると、ピルビン酸、コハク酸、フマル酸、リンゴ
酸、グルタミンの低下を認め、グルタミナーゼ(GLS)阻害剤でも、クエン酸、ピルビン酸、コハク酸、フマル
酸、リンゴ酸、グルタミン、乳酸の低下を認めた。ベバシズマブとGLS阻害剤との併用では、著明なグルタミン
の低下、乳酸、ピルビン酸の低下を認め、TCA回路内代謝物の多くがが抑制されていた。U87においてはベバシズ
マブとGLS阻害剤との併用で細胞の増殖は抑制された。In vivoでは、ベバシズマブ投与によりU87移植ヌードマ
ウスの生存は有意に延長したが、GLS阻害剤との併用では更なる延長効果は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：In vivo experiment, citrate was increased, and pyruvate, succinate, 
fumarate, malate, and glutamine were decreased by Bevacizumab treatment in the tumors. By the 
treatment of Glutaminase(GLS) inhibitor, citrate, pyruvate, succinate, fumarate, malate, glutamine, 
and lactate were decreased in the tumors. By the treatment of both Bevacizumab and GLS inhibitor, 
citrate, pyruvate, succinate, fumarate, malate, glutamine, and lactate were decreased. Dual 
treatment induced significant inhibition of TCA cycle. In vitro experiment, U87 cell proliferation 
was inhibited by dual treatmet (bevacizumab + GLS inhibitor). Finally, in vivo experiment, 
Bevacizumab treatment had significant longer survival than control. However, dual treatment 
(Bevacizumab and GLS inhibitor) did not have longer survival than Bevacizumab alone. 

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： glioblastoma　VEGF　metabolic
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１．研究開始当初の背景 
膠芽腫は原発性脳腫瘍で最も悪性の腫瘍の
１つで、集学的治療を施行しても生存期間中
央値は 2年以下である。現在の標準的治療は、
可及的摘出後に放射線併用テモゾロミド＋
ベバシズマブ療法を行う方法である。ベバシ
ズ マ ブ は VEGF(vascular endothelial 
growth factor)に対するヒトモノクローナル
抗体で、血管新生を抑制して腫瘍血管を正常
化させ、腫瘍を兵糧攻めにする治療薬であり、
本邦では 2013 年より使用できるようになっ
た。しかし、その効果は限定的と言われてい
る。ベバシズマブにより、MRI 上、膠芽腫の
造影部位は縮小し、浮腫も劇的に軽減するも
のの、数か月後には極めて悪性の状態で再発
を来し、高度の治療抵抗性を獲得しているこ
とが多い。ベバシズマブにより血管透過性が
低 下 し て 造 影 領 域 の 縮 小 が 生 じ る
pseudoresponse（偽反応）という現象が起こ
っているとの報告がある一方で、メチオニン
PET やコリン PET などでベバシズマブの投
与後にその up-take が低下し、生物学的
activity が低下しているとの報告もあり、ベ
バシズマブ投与による膠芽腫への影響はま
だ十分解明されていない。 
膠芽腫では、The Cancer Genome Atlas
（TCGA）プロジェクトにより、上皮成長因
子受容体（EGFR）の増幅や変異など、その
機能亢進が極めて特徴的で、EGFR の下流の
PI3K-Akt-mTOR 経 路 の 活 性 化 に よ り
Warburg 効果を主とする代謝リモデリング
が起こり、膠芽腫の進展、生存、治療抵抗性
に大きく寄与している。グリオーマ細胞では、
グルコースの取り込みが亢進しているだけ
でなく、グルタミン取り込みも亢進しており、
さらに、活性酸素の処理に関わるグルタチオ
ン産生を亢進させるため、シスチンなどを過
剰に取り込んでいる。これまで、ベバシズマ
ブ投与による代謝変化についての詳細な報
告は無いが、Keunen らは、anti-VEGF 治療
により血流が低下して、HIF1 の上昇及び解
糖系の亢進が生じ、浸潤能が亢進したことを
報告している。  
申請者の研究室では、グリオーマにおける

グルタミン代謝について以前より解析して
おり、mTOR 阻害薬にてグルタミン代謝が亢
進し、グルタミン代謝を抑制することで、グ
リオーマに対する相乗的な抗腫瘍効果が得
られたことを今年報告した。(Tanaka, J Clin 
Invest. 2015 Apr;125(4):1591-602)  
しかし、ベバシズマブ投与後のグリオーマ

細胞内のメタボローム解析についてはこれ
まであまり報告は無い。また、ベバシズマブ
投与とグルタミン代謝との関連を調べた報
告もほとんどない。もしベバシズマブ投与に
よる代謝リモデリングが明らかとなれば、そ
の代謝経路を抑制することで、ベバシズマブ
治療の相乗効果および悪性転化阻害が得ら
れる可能性もある。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、ベバシズマブ投与による
グリオーマ細胞内の代謝変化について明ら
かにするとともに、ベバシズマブ投与による
代謝リモデリングを明らかにして、それをタ
ーゲットとした治療法を開発することであ
る。 
 
３．研究の方法 
（１）ベバシズマブ(Bev)を U87 培養細胞に
投与し、48 時間後に回収し、ガスクロマトグ
ラフィー／質量分析器(GC/MS)にてメタボロ
ーム解析を行う。また、グルタミナーゼ阻害
剤(GLSi)を併用して同様の解析を行う。 
（２）ベバシズマブ(Bev)を U87 培養細胞に
投与し、細胞増殖アッセイを行う。また、グ
ルタミナーゼ阻害剤(GLSi)を併用して同様
の解析を行う。 
（３）グリオーマ培養細胞 U87 をヌードマウ
ス脳内に 1ｘ106 個移植して腫瘍の生着を確
認した後、ベバシズマブをヌードマウスに静
脈内投与する。また、GLSi は腹腔内投与する。
（bevacizumab は 10mg/kg を週 2 回 尾静脈
から静注、GLSi は 5mg/kg を 2 日に 1 回 腹
腔内投与）その後、グリオーマ移植腫瘍を取
り出し、ガスクロマトグラフィー／質量分析
器(GC/MS)にてメタボローム解析を行う。ま
た、マウスの生存期間を解析する。 
 
 
４． 研究成果 
（１） U87 培養細胞にベバシズマブを投与

すると、グルコース、ピルビン酸、
乳酸、グルタミンの低下を認めた。
GLS 阻害剤を投与すると、グルタミン、
a-ケトグルタール酸、クエン酸の低
下を認めた。ベバシズマブと GLS 阻
害剤の併用では、グルタミン、クエ
ン酸の低下を認めた。(Fig.1) 

（２） マウス移植腫瘍に対してベバシズマ
ブを投与すると、乳酸の低下は見ら
れず、クエン酸の上昇、ピルビン酸、
グルタミンの低下を認めた。GLS 阻害
剤では、グルタミン、ピルビン酸、
乳酸の低下を認め、ベバシズマブと
GLS 阻害剤との併用では、グルタミン、
乳酸、ピルビン酸の低下を認めた。
(Fig.2) 

（３） グリオーマ培養細胞にベバシズマブ、
GLS 阻害剤を投与して 48 時間後の細
胞数をカウントすると、U87 において
は著明に細胞数が低下していた。そ
の他の細胞ではベバシズマブおよび
GLS 阻害剤による増殖抑制効果は少
なかった。(Fig.3) 

（４） U87 細胞を脳内移植したマウスにベ
バシズマブおよび GLS 阻害剤で治療
し、体重および摘出腫瘍サイズ、生
存期間を解析すると、腫瘍増大によ
り、摂食困難となるためコントロー



ル群、GLSi 群では著明な体重減少を
認め、腫瘍はコントロール、GLSi 単
独 群 で は 大 き く 、 Bev 単 独 、 
Bev+GLSi 群では腫瘍は有意に小さか
った。(Fig.4) 

（５） また、生存期間は、ベバシズマブ単
独およびベバシズマブ＋GLS 阻害剤
投与群で有意にコントロールに比較
して延長したが、GLS 阻害剤単独では
有意な延長効果は認めなかった。
(Fig.5) 

 
考察： 
以上の結果より、ベバシズマブを投与するこ
とでグルタミンの代謝物の量が低下し、グル
タミン代謝のリモデリングが生じているも
のと思われる。 
グルタミナーゼ(GLS)阻害剤を併用すること
でさらにグルタミン代謝を抑制し、抗腫瘍効
果を期待したが、ベバシズマブと GLS 阻害剤
との併用での相乗的な抗腫瘍効果は得られ
なかった。ベバシズマブ自体が血流供給抑制
作用があるため、ケトン代謝を中心とした脂
質代謝との関連で併用薬剤を模索すること
も必要と思われる。 
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