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研究成果の概要（和文）： MGMT陽性膠芽腫細胞株であるT98G細胞において、NMDA型グルタミン酸シグナル伝達
経路がMGMTの転写に与える影響について検討した。N-メチル-D-アスパラギン酸によるNMDA型グルタミン酸受容
体の活性化により、T98G細胞のMGMTの発現は上昇し、これはshRNAによるMGMTのノックダウンにより抑制され
た。NMDA型グルタミン酸受容体の阻害作用を有するメMEMを投与すると、MGMT発現が抑制され、TMZによる細胞傷
害作用が増強された。
 現在はGL261膠芽腫細胞株（MGMT陽性）とC57BL/6マウスを使用した同種同所性マウスモデルを使用し、TMZと
MEMの併用効果を検討している。

研究成果の概要（英文）： Many reports have shown that the glutamate signaling pathway plays a major 
role in the growth and progression of GBM. However, the role of NMDA-type glutamate receptors in GBM
 TMZ resistance remains unclear. In this study, we evaluated the relationship between glutamate 
signaling pathways via NMDA-type glutamate receptors and TMZ resistance.Using T98G cells, an 
MGMT-positive human GBM cell line, we examined the effect of the NMDA-type glutamate signaling 
pathway on MGMT transcription. The results showed that activation of NMDA-type glutamate receptors 
by N-methyl-D-aspartate increased MGMT protein expression in T98G cells, and this expression was 
suppressed by MGMT knockdown by shRNA. and enhanced the cytotoxic effect of TMZ.
 We are currently investigating the combined effects of TMZ and MEM in an allogeneic mouse GBM model
 using the mouse GBM cell line GL261 (MGMT positive) and C57BL/6 mice.

研究分野： 脳神経外科学分野
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　膠芽腫は、本邦の原発性脳腫瘍の11％を占め、最も急速に進行し、予後不良な脳腫瘍の一つである。外科的切
除、放射線治療およびテモゾロミド（TMZ）による化学療法が標準治療であるが、未だ膠芽腫患者の予後は不良
であり、5年生存率は10％未満とされている。標準治療の中心を担うアルキル化剤であるTMZに関しても、MGMTを
はじめとする腫瘍のDNA修復酵素による薬剤耐性が問題となっている。
　既承認薬であるメマンチンがMGMTの発現を抑制し、TMZの抗腫瘍効果を増強することを見出したことは、MGMT
陽性膠芽腫に対し有効性の高い新規薬物療法の開発につながる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
膠芽腫は、現在も予後不良の悪性原発性脳腫瘍であり、外科的切除、放射線治療および化学療

法による集学的治療が標準治療である。脳という組織の特性上、病変周囲の拡大切除には自ずと
限界があり、化学療法の有効性が予後に大きく影響することに疑いの余地は無い。2006 年のテ
モゾロミド承認以降、膠芽腫患者の予後はある程度改善したものの、主に MGMT に起因するテ
モゾロミド耐性機序の存在が現在の臨床上の問題となっている。標準治療で治療した際の 2 年
生存率は、MGMT 陰性膠芽腫の 48.9%に対し、MGMT 陽性膠芽腫では 14.8%に過ぎず、明ら
かに MGMT 陽性膠芽腫の予後は不良である。テモゾロミドの承認以降、「テモゾロミドに代わ
る新薬」あるいは「テモゾロミドとの併用で膠芽腫患者の生存期間を延長する薬剤」はいずれも
開発されておらず、MGMT 陽性膠芽腫に対する有効性の高い治療法の開発が急がれる。 
 
２．研究の目的 
 
メマンチンは NMDA 型グルタミン酸受容体の阻害剤であり、膠芽腫の増殖・浸潤に重要な役

割を果たすグルタミン酸経路を阻害する。これまでに、メマンチンの単独投与は in vitro では膠
芽腫細胞に対し抗腫瘍効果を有するものの、in vivo においては有意な抗腫瘍効果を示さないこ
とが報告されている。また、渉猟しえた限りでは、メマンチンを含む NMDA 型グルタミン酸受
容体阻害剤が、MGMT 発現を抑制するという報告や、テモゾロミドの抗腫瘍効果を増強すると
いう報告はない。現在の標準治療の中心であるテモゾロミドによる化学療法では十分な抗腫瘍
効果を得られない MGMT 陽性膠芽腫に対して、メマンチンを併用することで、より有効性の高
い新規併用薬物療法を開発することが、本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
アルツハイマー型認知症の治療薬であるメマンチンが、in vitro で膠芽腫細胞の MGMT 発現を

抑制し、テモゾロミドの抗腫瘍効果を増強することが、本研究では既に確認されていた。 
よって、メマンチンが MGMT 陽性膠芽腫の MGMT 発現の抑制を介してテモゾロミドの抗腫瘍効

果を増強する際の分子メカニズムを明らかにし、臨床的に応用可能な併用薬物療法の開発を目
指すこととし、具体的には以下の 2 項目を中心に研究を進めた。 
 
1）．メマンチンが MGMT 発現を抑制する機序の検討 
MGMT 陽性ヒト膠芽腫細胞株 T98G を使用し、メマンチンが MGMT 陽性膠芽腫細胞に対するテモ

ゾロミドの抗腫瘍効果を増強する際の分子メカニズムを明らかにした。まず、Western Blotting
法を用い、アポトーシス関連マーカー（PARP、bcl2）、細胞増殖関連マーカー（cyclinD1）を測
定し、テモゾロミドへのメマンチンの追加が誘導するのが腫瘍細胞死であるのか、腫瘍増殖抑制
であるのかを明らかにした。また、DNA 損傷マーカ（γH2AX）を測定し、テモゾロミドによる DNA
アルキル化（DNA 損傷）がメマンチンの併用時に増強されるか否かを評価した。次いで、メマン
チンが MGMT遺伝子の転写に与える影響を評価した。これは、転写関連の細胞内シグナルタンパ
ク（PI3K、AKT、mTOR、および NFkB）を Western Blotting法で評価し、MGMT の mRNA発現を定量
リアルタイム PCR法で評価した。 
 
2）．MGMT 陽性膠芽腫マウスモデルにおけるテモゾロミドとメマンチンの併用効果の検討 
膠芽腫マウスモデルを使用し、テモゾロミドとメマンチンの併用投与の有効性を明らかにし

た。当研究室では、C57BL/6Jマウス由来のマウス膠芽腫細胞株 GL261（MGMT 陽性）を C57BL/6J
マウスの脳内に移植した同種同所性モデルを確立していたので、これを使用した。 
メマンチンの投与方法に関しては、全身投与による評価に加え、生体内分解性ポリマーMedGel®

を使用し、メマンチンの腫瘍内局所投与での評価を行った。具体的には、移植日を Day0とし、
対照群（n=24）、テモゾロミド単独投与群（n=24, 50mg/kg, Day14-18, 経口投与）、メマンチン
単独全身投与群（n=24, 60mg/kg, Day13-18, 経口投与）、メマンチン単独局所投与群（n=24, 
0.4mg/匹, Day13, 経頭蓋で腫瘍内投与）、テモゾロミド＋メマンチン全身投与群（n=24, 用法・
用量は単独群と同様）、およびテモゾロミド＋メマンチン局所投与群（n=24, 用法・用量は単独
群と同様）の 5 群を設定し、Day20に、各群 12匹を pentobarbitalで麻酔し、4% paraformaldehyde
含有 0.2M phosphate buffer を用いて灌流固定し、脳切片を作製し、腫瘍体積を測定した。残り
の各群 12 匹は生存期間を観察した。さらに、脳切片の MGMT タンパクを免疫染色し、腫瘍内発現
量を定量して、in vivo でのメマンチンの作用を評価した。 
 
４．研究成果 
MGMT 陽性のヒト膠芽腫細胞株である T98G 細胞において、NMDA 型グルタミン酸シグナル伝達



経路が MGMT の転写に与える影響について検討した。結果、N-メチル-D-アスパラギン酸による
NMDA型グルタミン酸受容体の活性化により、T98G 細胞の MGMT タンパクの発現が上昇し、これは
shRNAによる MGMT のノックダウンにより抑制された。NMDA型グルタミン酸受容体の阻害作用を
有するメマンチンを投与すると、T98G 細胞における MGMT 発現が抑制され、テモゾロミドによる
細胞傷害作用が増強されることが判明した。 
現在は GL261マウス膠芽腫細胞株（MGMT 陽性）と C57BL/6マウスを使用した同種同所性マウ
ス膠芽腫モデルを使用し、テモゾロミドとメマンチンの併用効果を検討しているが、in vivo で
の十分な効果は確認できていない。投与経路および投与量を調整しつつ検討を継続している。 
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