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研究成果の概要（和文）： 

膠芽腫の化学療法剤として汎用されているのはニトロソウレアあるいは、テモゾロミドといっ

たアルキル化剤であり、その薬剤耐性には MGMT という DNA 修復酵素が強く関与している。この

耐性を克服するには高濃度の薬剤を投与し MGMT を枯渇させることが必要である。本研究ではこ

れを克服するため、ACNUの CED法による局所投与とTMZの全身投与をおこなった。結果として、

両者の併用療法は単剤投与に比較し有意にラット脳腫瘍モデルで生存期間の延長を認めた。引

き続きカニクイザル脳内に同様の治療法をおこないその安全性を確認し、同時に脳内への良好

な薬剤分布を確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
This study evaluated the efficacy of combined-modality treatments using CED of 
ACNU with systemic administration of temozolomide. CED of ACNU plus systemic 
administration of temozolomide significantly enhanced survival rate compared with 
each treatment alone (versus CED: p<0.001, versus systemic temozolomide: p<0.05). 
Multimodality treatment using CED of ACNU and systemic chemotherapy with 
temozolomide is a promising strategy for treatment of brain tumors. 
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１．研究開始当初の背景 
膠芽腫は現時点であらゆる治療をおこなっ

ても予後不良な疾患であり、新規治療法の開

発が望まれている。膠芽腫に対する抗腫瘍薬

は ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系 の ACNU と

Temozolomide(TMZ)が使用されているが、い

ずれもアルキル化剤であり、薬剤耐性遺伝子

MGMT の発現によりその効果が減弱されて

しまう。理論的には高濃度の薬剤を投与する

ことで、MGMT を消費し薬剤耐性を克服で

きると考えられるが、高濃度の抗腫瘍薬の投

与は骨髄抑制が生ずるため臨床的には困難
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とされていた。近年、convection enhanced 
delivery 法(CED)と呼ばれる脳内への直接薬

剤投与法が開発され注目されている。以前よ

り脳内の局所投与は試みられていたが、脳内

に薬剤を直接注入しても脳内への薬剤分布

はきわめて注入部位付近にきわめて限局さ

れるとされていた。CED 法は脳内に持続的

にポンプを用い陽圧をかけつつ、ゆっくり脳

内に薬剤を投与することで脳内に広範囲な

薬剤分布を実現した手法である。そこで、脳

内にCED法を用い高濃度のACNUを投与す

れば、全身毒性を回避し、優れた抗腫瘍効果

を発揮できるのではないかと考えたさらに、

ACNU を脳内に CED 法により直接投与し

MGMT を消費し、TMZ を全身投与すればよ

り効果が期待できると考えた。 
 
２．研究の目的 
ACNU の CED 投与および TMZ の全身投与

を行い、その効果を明らかにし、かつ、臨床

応用にむけた安全性の確認および薬剤耐性

メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット脳内移植モデルの作製 

膠芽腫培養細胞 9L を EMEM 溶液と 10% calf 

serum 下で培養し、5X10

5

個の細胞数を得たの

ち、これを回収し 5ul の PBS 溶液に溶解し氷

上に保管する。ラットは２００ｇのオス

Fisher rat を準備し、イソフルレンによる吸

入麻酔後、定位脳手術装置に固定、皮膚切開

をおこない、ブレグマより３ｍｍ外側、０．

５ｍｍ前方にに骨窓を開け、硬膜を切開する。

細胞注入用針を定位的に右被殻をターゲッ

トし 4.5mm 挿入し、腫瘍細胞をラット脳内に

移植する。 

（２）CED 法を用いた ACNU 投与 

腫瘍細胞移植後 7日目に CED 法による ACNU

投与を行う。0.5mg/ml の生理的食塩水に溶解

した ANCU を準備する。投与量は 20ul とする。 

腫瘍細胞を移植したラットを再度、吸入麻酔

を行った、定位的装置に固定。移植時と同じ

骨窓を用い、注入用カニューラを定位的に 

挿入する。カテーテルには微量注入用ポンプ

を連結し注入速度を 0.2ul/min 15 分、

0.5ul/min 10 分、0.8ul/min 15 分とし、注

入を行った。 

（３）TMZ 全身投与 

TMZ350mg/m2/day を５日間行った。CED 法に

よる ACNU 投与は TMZ３日目とした。 

（４）毒性試験 

ラットは毎日、その生存を確認し週１回体重

を測定した。すべてのラットは移植後３０日

後に安楽死させ、全身毒性、おようび脳内毒

性を組織学的に評価した。 

（５）生存試験 

ラットそれぞれ１０匹ずつを１）無治療のコ

ントロール群、２）ACNU-CED 単独群、３）TMZ

全身投与単独群、４）ACNU-CED、TMZ 併用群

にわけ生存試験をおこなった。生存率をカプ

ランマイヤー曲線で評価し、log rank 試験

で比較した。 

（６）カニクイザルを用いた ACNU-CED 

ACNU 1.0mg/ml に 1mM のガドリニウム造影剤

を混和溶解した液 300ul を準備した。カニク

イザルを定位脳手術装置に固定し、CED 法を

用いて注入を行った。注入速度は 0.1ul/min

から開始し、１０分毎に速度を増加させ最大

3.0ul/min 分までとした。注入中は薬液の分

布を MRI で評価するため 20-40 分毎に撮像を

行った。 

（７）MRI 画像評価 

0.3テスラ動物用MRI装置を用いT1強調画像

による評価を行った。造影剤の分布容積を解

析し、これを ACNU の分布とほぼ一致する考

え解析をおこなった。 

（８）カニクイザル毒性試験 

カニクイザルは毎日、その生存を確認し週１

回体重を測定した。すべてのラットは移植後

６０日後に安楽死させ、全身毒性、おようび

脳内毒性を組織学的に評価した。 

（９）ヒト再発膠芽腫患者に対する ACNU-CED

と TMZ の併用療法の効果安全性試験 

ラット脳腫瘍モデルで効果安全性が確認さ

れ、カニクイザルでも安全性が確認されたの

ち、東北大学病院倫理委員会の承認を得、ヒ

ト再発膠芽腫患者において ACNU-CED と TMZ

全身投与による効果安全性試験を行う。初回

投与の ACNU 濃度は 0.25mg/ml, 0.5mg/ml, 

1.0mg/ml, 2.0mg/miと投与濃度の増量を図り、

至適濃度を決定する。 

 

４．研究成果 

（４）毒性試験 

ラットは経過中、明らかな体重減少などの全

身毒性を認めなかった。また病理組織学的に

も神経脱落などの明らかな所見を認めなか

った 

図１ ACNU-CED 後の脳内毒性評価 

明らかな毒性は認められない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（５）生存試験 

未治療での対照群は２１日までにすべて死

亡し平均生存期間は１８．９日であった。



 

 

ACNU-CED 単独群は２５日までにすべて、死亡

し平均生存期間は２２．９日であった。TMZ

単独全身投与併用群（図２a）はすべて３０

日までに死亡し平均生存期間は２３．３日で

あった。両群ともに対照群（図２ｂ）に対し

て有意に生存期間の延長が認められた。一方

併用群は３２日までにすべて死亡し平均生

存期間は２９日であり、対照群や単独投与群

に比較しても明らかに生存期間の延長を認

めた(vs CED P<0.001,vs TMZ P<0.05)。 

図２ ACNU-CEDとTMZ全身投与の抗腫瘍効果 

対照群では脳内に巨大な腫瘍を認めるが（図

２b),治療群では明らかな腫瘍は認められな

い（図２a） 

（７）MRI 画像評価 

ACNUの脳内分布をガドリニウムを用いた MRI

による画像で評価した。投与量に対するはサ

ル脳内において非常に広範囲であった。投与

後１日に T2 強調画像で高信号領域が投与部

位周囲に出現するが速やかに消失した。 

 

図３ ガドリニウムによる ACNU-CED の薬剤 

分布評価 

MRI T1強調画像では脳内に高信号域として薬

剤の分布が確認される 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ MRI における画像変化 

投与後１日で投与部位周囲に T2 高信号領域

を認めたが、３日目には消失した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

（６）カニクイザルを用いた安全性試験 

経過中カニクイザルも体重減少、食欲など明

らかな全身毒性は認めなかった。また麻痺、

異常行動などの脳内毒性も経過中は認めら

れなかった。 

（９）ヒト再発膠芽腫患者に対する ACNU-CED

と TMZ の併用療法の効果安全性試験 

本研究結果を踏まえ東北大学病院倫理委員

会の承認を得て、ヒト再発膠芽腫患者におい

て ACNU-CED と TMZ 全身投与の臨床研究を開

始した。濃度を徐々にひきあげていくと

2.0mg/ml で無症状ではあるものの、脳梗塞を

一例に認めた。現在至適投与量を設定中であ

る。 

図５ 膠芽腫再発患者に対する CED 

カテーテルの進入ルートを事前にシュミレ

ーションする 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ガドリニウムによる薬剤分布評価 

MRI でガドリニウムにより高信号に描出され

る領域が ACNU の薬剤分布にほぼ一致する 
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