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研究成果の概要（和文）：本研究はテモゾロミドに耐性を持ったヒト由来の脳芽腫細胞株、動物モデルに対して
新規に同定されたEUrdの局所投与（Convection enhanced delivery theraphy, CED)の有効性の検討である。テ
モゾロミド耐性脳腫瘍細胞株を2系統樹立することができた。それぞれの細胞株で細胞実験が十分に可能である
ことを証明し、またNGT41という細胞株では免疫不全マウスにほぼ確実に脳腫瘍モデルを作成することが可能で
あった。ここまでの研究から免疫不全動物でのTMZ耐性脳腫瘍モデルが作成できることを確認し、今後EUrdを用
いたCEDの治療実験を進める予定である。

研究成果の概要（英文）：This study examined the efficacy of Convection enhanced delivery theraphy 
(CED) with EUrd, a newly identified therapeutic agent, for human-derived tumor cell lines and animal
 xenograft models resistant to temozolomide. Two temozolomide-resistant brain tumor cell lines were 
established. Each cell line proved to be sufficiently capable of cell experimentation, and the NGT41
 cell line could almost certainly generate brain tumor models in immunocompromised mice. In the 
future, we plan to proceed with CED treatment experiments using EUrd.

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： glioma　EUrd　Glioblastoma
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は集学的な治療が行われる。治療初期は腫瘍の縮小などの効果が見られるが、徐々に治療耐性化すること
が問題である。本研究ではテモゾロミド耐性細胞への新規治療の研究である。ここまでの期間で、新規治療の研
究に不可欠なヒト由来の脳腫瘍細胞株と免疫不全マウスへの移植モデルを確立した。またNGT41という細胞株で
のモデルは、実際の患者さんと同様の薬剤を投与し、同様の治療経過を取ることも実証した。このようなマウス
モデルは悪性神経膠腫などの悪性脳腫瘍への新規治療薬開発の為に大きな意義があると考えられる。

※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 
Glioblsatoma は脳に発生する高悪性度の脳腫瘍であり、temozolomide(TMZ)を中心とした化学
療法と放射線治療が行われるが、その耐性獲得による再発が治療の問題点であった。申請者らは
患者由来の Glioma iniciating cells(GIC)を TMZ 含有培地での培養を行うことで TMZ 耐性 GIC
を作成し、化合物スクリーニングを行い、EUrd が TMZ 耐性 GIC 株に対する治療効果を認める
ことを発見した。また、近年 ACNU などの抗がん剤を直接脳腫瘍に投与する治療、Convection 
enhanced delivery, CED が開発され臨床試験が行われている。EUrd は水溶性の化合物であり、
ACNU-CED と同様に腫瘍内への直接投与により局所治療に応用可能と考えられ、動物モデルを
用いた治療開発を進めた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト由来の TMZ 耐性脳腫瘍幹細胞株を樹立し、動物モデルを用いて EUrd の
局所投与（EUrd-convection enhnanced delivery system(EUrd-CED)を樹立することである。 
 
３．研究の方法 
①TMZ 耐性 GBM initiating cell の樹立。 
当科での摘出組織を用いて、腫瘍細胞株を樹立し、TMZ 存在下での培養を行い、TMZ 耐性株とし
て樹立する。 
②ラット脳幹部腫瘍モデルの樹立 
作成した TMZ 耐性 GIC 株を免疫不全ラット脳に移植して腫瘍形成モデルを作成する。  
③EUrd-CED 治療モデルの樹立 
ラット脳幹部腫瘍モデルに CED 治療用ポンプを移植して治療モデルを作成する。 
 
４．研究成果 
当科で摘出した悪性神経膠腫組織を用いて、腫瘍細胞株(NGT16, NGT41 など)を樹立することが
できた。NGT16 は脳幹部神経膠腫の摘出組織から樹立した。NGT16 は H3.1K27M mutant をサンガ
ーシークエンスで確認し、Methylation specific PCR で MGMT promoter un-methyklation が確
認された。MGMT は TMZ 耐性の主な因子であり、NGT16 は TMZ 500μM の存在下でもほぼ殺傷効果
がないことが確認された。NGT16 はすでに TMZ 耐性を獲得した腫瘍と考えられた(Fig.1)。また
NGT16からはACVR1の変異が確認された。この結果は今後脳幹部神経膠腫の治療標的としてACVR1
の阻害剤が有用である可能性が示唆された。ヌードマウスに移植実験を行ったが NGT16 は腫瘍
形成を認めなかった。この NGT16 の研究成果は論文として発表した(Abe H, Natsumeda M, Okada 
M, Tsukamoto Y, et al. MGMT Expression Contributes to Temozolomide Resistance in 
H3K27M-Mutant Diffuse Midline Gliomas. Front Oncol. 2020;9(January))。 
NGT41 は Epithelioid glioblastoma の症例の剖検時

の組織から細胞株を樹立した。実際の症例では照射と
TMZ 治療の効果は限定的であったが、BRAFV600E 変異が
検出されたことにより、Dabrafenib と Trametinib での
治療を行い画像上の腫瘍縮小などの治療効果を認め
た。樹立した細胞株である NGT41 は BRAFV600E 変異、 
TERT promoter (C250T) 変異, CDKN2A/2B 共欠失をが
踏襲されていた。実際の治療時に TMZ、アバスチン、放
射線照射が行われており、樹立した NGT41 細胞株も in 
vitro の検索では TMZ には強い耐性を示した。しかし、
BRAFV600E 変異への治療薬（BRAF,MEK 阻害薬、
Dabrafenib, Trametinib）を用いることで、in vitro での治療効果を認めた。また皮下腫瘍マ
ウスモデルを作成し、同様に Dabrafenib と Trametinib での治療効果を in vivo で認めた。ま
たこの NGT41 はマウス脳内移植が可能な細胞株で且つ、TMZ 耐性腫瘍細胞株である(Fig.2)。脳
移植モデルでも Dabrafenib と Trametinib での治療効果は有意差を持って証明されており、実
臨床をモデルで再現することが可
能な非常に有力な脳腫瘍マウスモ
デルを樹立することができた。この
研究結果は論文として発表した
(Kanemaru Y, Natsumeda M, Okada 
M, Tsukamoto Y, et al. Dramatic 
response of BRAF V600E-mutant 
epithelioid glioblastoma to 
combination therapy with BRAF 
and MEK inhibitor: establishment and xenograft of a cell line to predict clinical 



efficacy. Acta Neuropathol Commun. 2019;7(1):119.) 
ここまでの研究から NGT41 という安定した細胞株を樹立することができた。今後ラット腫瘍モ
デルの作成を行い、EUrd-CED での治療実験につなげていく予定である。 
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