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研究成果の概要（和文）：

グリオブラストーマの治療ではアルキル化剤であるtemozolomide(以下TMZと略す)が用いら
れているが、グリオーマ幹細胞では TMZ 耐性を与える DNA 修復酵素の O6-methylguanine-DNA 
methyltransferase (以下 MGMT と略す)が高発現しているため、TMZ 治療後も残存し再発につな
がると考えられている。本研究では 1)MEK あるいは MDM2 を阻害により p53 依存的に MGMT の発
現が低下すること、2)MEK 阻害剤と TMZ の併用によって単剤投与よりも有意に細胞死が増強す
ること、3)マウス頭蓋内腫瘍モデルにおいて MEK 阻害剤と TMZ の併用で単剤投与よりも生存期
間が有意に延長することを確認した。

本研究の成果は、難治性腫瘍の一つであるグリオブラストーマに対して MEK-ERK-MDM2-p53
経路が新たな治療ターゲットとなる可能性の有効性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：
The gene encoding O6-methylguanine DNA methyltransferase (MGMT), which removes the methyl 

group attached by temozolomide, is often silenced by promoter methylation in glioblastoma but is 
nevertheless expressed in a significant fraction of cases and is therefore regarded as one of the most 
clinically relevant mechanisms of resistance against temozolomide. This study provide lines of 
evidence that the MEK-ERK-MDM2-p53 pathway plays a critical role in the regulation of 
MGMT expression, using stem-like glioblastoma cells. This study show that, MEK 
inhibition reduced MDM2 expression and that inhibition of either MEK or MDM2 resulted 
in p53 activation accompanied by p53-dependent downregulation of MGMT expression. 
MEK inhibition rendered otherwise resistant stem-like glioblastoma cells sensitive to 
temozolomide, and combination of MEK inhibitor and temozolomide treatments effectively 
deprived stem-like glioblastoma cells of their tumorigenic potential. This findings suggest 
that targeting of the MEK-ERK-MDM2-p53 pathway in combination with temozolomide 
could be a novel and promising therapeutic strategy in the treatment of glioblastoma.
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１．研究開始当初の背景

グリオーマ幹細胞は非幹細胞に比して放

射線や化学療法に抵抗性を有しており、治療

を行ったとしても死滅させることは困難で、

これらの細胞が腫瘍を形成し治療後の再発

に重要な役割を果たしていると考えられて

い る 。 グリ オ ブラ スト ー マに お ける

temozolomide(以下 TMZと略す)への抵抗性の

一因として DNA 修復酵素の 1 つである

O6-methylguanine-DNA methyltransferase 

(以下 MGMT と略す)が着目されている。MGMT

は TMZ による DNA 損傷を修復することで、TMZ

の効果を減少させると考えられている。

最近になってグリオーマ幹細胞では非幹

細胞に比較して MGMT が高発現しており臨床

で使用されるTMZ投与量では死滅させること

は困難であることが報告されている(Liu 

G:Mol Cancer 5,2006,Blough MD : 

Neuro-Oncol 12(7),2010)。

以上のことからグリオーマ幹細胞におけ

るMGMTの高発現がTMZ治療抵抗性の要因の1

つであると考えられるが,1)MGMT がグリオー

マ幹細胞の TMZ 耐性に関与するか、2)グリオ

ーマ幹細胞の MGMT 発現がどのように制御さ

れているか、3)グリオーマ幹細胞における

MGMT 発現を効率よく抑制する方法は未解明

であった。

２．研究の目的
本研究ではグリオーマ幹細胞の MGMT 発現

制御における MAPK 経路の役割について検討
するとともに、MAPK 経路阻害剤と TMZ の併用
により、グリオーマ幹細胞を効率よく殺傷し
長期生存を可能にする脳腫瘍治療モデルの
確立を目的とした。

３．研究の方法
(1) MGMT 発現抑制による TMZ感受性の変化の  
   検討

グリオーマ幹細胞では MGMT 以外にも、DNA
修復能や薬剤排泄能が高いことが報告され
ている。そのため、MGMT の発現を抑制するこ
とで細胞死が増強されるか確認するする必
要がある。そこで RNA 干渉法(以下 siRNA と
略す)を用いてMGMTの発現を減少させること
で、TMZによる細胞死が増加するかpropidium 
iodide(以下 PI と略す)を用いて細胞死を定
量化し検討を行った。
(2) MEK 阻害による MGMT 発現の変化の検討

MEK経路によるMGMTの発現への影響を検討
するために、MEK 阻害剤である SL327の投与
によって MGMTの発現が変化するか Western 
bot 法を用いて検討を行った。また薬理的阻

害はしばしば非特異的作用が見られるので、
MEK 阻害で見られた効果が確かに MEK阻害に
よるものか確認する必要がある。そこで、
MGMT 発現低下の特異性を確認するために特
異性が全く異なった方法論、すなわち siRNA
を用いて MEK をノックダウンし MGMT の発現
が減少するか検討を行った。その効果が種々
のグリオーマ幹細胞において共通に認めら
れる現象か確認するため、当研究室で樹立し
たグリオーマ幹細胞 (2 種類)に加えて東京
大学脳神経外科より供与されたグリオーマ
幹細胞 TGS01、TGS04を用い検討を行った。
(3)MEK 阻害による TMZ 感受性の変化の検討

MGMT の発現を MEK 阻害剤を用いて減少さ
せた後に TMZ を投与し、細胞死の変化を
propidium iodideを用いて細胞死を定量化し
検討を行った。また、ヌードマウス頭蓋内腫
瘍モデルを用いて生存期間延長効果につい
ても検討を行った。

４．研究成果
(1) MGMT 発現抑制による TMZ感受性の変化の
   検討

グリオーマ幹細胞の MGMT発現を siRNA を
用いて減少させることで、グリオーマ幹細胞
のTMZによる細胞死が増加することが確認さ
れた(図 1,2)。

図 1 siRNA による MGMT の抑制

図 2 siRNA を用いた MGMT の抑制によ
   る細胞死の変化

(2) MEK 阻害による MGMT 発現の変化の検討
グリオーマ幹細胞をSL327存在下で培養す

ると、Erk のリン酸化が抑制されるとともに、
MGMT の発現が減少した。同様に siRNA で MEK



をノックダウンすることで MGMT の発現が減
少することが確認された(図 3)。

図 3 MEK 阻害による MGMT 発現の抑制

(3)MEK 阻害による TMZ 感受性の変化の検討
MGMT の発現を MEK 阻害剤を用いて減少さ

せた後に TMZ を投与することで、TMZ単剤よ
りも有意に細胞死が増加することが確認さ
れた(図 4)。

図 4 MEK 阻害剤による TMZ 抵抗性の改善

(4)頭蓋内腫瘍モデルを用いた併用療法の
効果の検討
頭蓋内腫瘍モデルを用いて、MEK 阻害剤の

TMZ の治療効果への影響を検討した。結果、
MEK 阻害剤を併用することで TMZ 単剤よりも
有意に生存期間が延長した(図 5)。

図 5 MEK 阻害剤と TMZ 併用による造腫瘍
  能の抑制

(5)MEK 阻害による MGMT 抑制の分子メカニズ
ムの検討
MEK阻害によりMRMTの発現が抑制されるこ

とが明らかになった。そこで、MGMT 発現制御
の分子メカニズムについて検討を行った。
MGMT は p53 により抑制的に制御させること

が報告されている。MEK 阻害によって p53 の

抑制因子である MDM2 の発現が抑制され、結
果p53の発現が上昇することが明らかになっ
た。また、MEK 阻害剤による MGMT 抑制は p53
依存的であることが確認された(図 6)。さら
に、Nutlin-3 あるいは siRNA を用いて MDM2
を直接阻害することでも p53 依存的に MGMT
発現が抑制されることが明らかになった(図
7)。

図 6 MEK 阻害剤による MDM2-p53 経路を
  介した MGMT 発現の制御

図 7 MDM2 阻害による MGMT 発現の制御
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