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研究要旨 

BRAFV600E 変異を有する膠芽腫など、高悪性度神経膠腫に対する分子標的治療の耐性機序を分子生物学

的・遺伝学的に検討した。またドラッグスクリーニングなどの手法を通じて BRAF 阻害剤や MEK 阻害剤との相

乗効果により分子標的薬の不応・耐性を克服する治療法を開発することを目指した。その結果、今回のトラン

スレーショナル研究を通じて、MAPK 経路を標的とした分子標的治療に対し薬剤抵抗性を引き起こす分子生

物学的機序が見いだされた。また研究を通じて薬剤治療抵抗性を克服する標的分子 HSP90 を見出した。 

 

A.研究目的 

本研究では BRAFV600E変異神経膠腫に対する薬剤

治療後の耐性、抵抗性の機序の解明を図るとともに、

抵抗性機序を克服する分子機序を明らかにし、さら

には分子機序に基づく治療法の開発を目指した。臨

床像を再現する質の高いモデルを活用することはこ

の研究を行う上で重要であるため、分子標的の治療

前後に採取した腫瘍検体から初代培養細胞、さらに

はヒト由来脳腫瘍マウスモデル (patient-derived 

xenograft, PDX)を作成し、これらのモデルを活用して

研究を進めた。 

 

B.研究方法 

横浜市立大学倫理委員会(B220100017)承認のもと、

分子標的前後に採取した２種類の腫瘍細胞 YMG62, 

YMG89 (P; 治療前, R; 治療後)と分子標的治療後

に採取した新潟大学脳研究所にて樹立したNGT41R

腫瘍細胞に対して細胞培養を行ったところ、安定細

胞株が樹立された。また腫瘍細胞を免疫不全マウス

（SCID Beige）マウスの脳内に移植したところ、ヒト由

来 BRAF 変異神経膠腫細胞株（PDX）モデルの樹立

に成功した。そこでこれらの細胞株を用いて以下の

検討を行った。 

1. 全エキソン解析を通じた耐性化に関わる遺伝子

異常の網羅的解析 

2. High throughput drug screening による薬剤感受

性試験を通じて生体分子経路を調節する標的分

子の探索 

3. BRAFV600E 変異細胞株および PDX を用いた治

療効果の検証 

 

C.研究結果 

最初に ①患者腫瘍同様に、PDX マウスモデルで髄

膜播種を主体とした腫瘍形成を呈する表現型の再現、

②PDX モデルでも BRAF V600E、TERT 変異、

CDKN2A 欠失といった遺伝子異常を有する遺伝型

の再現、③in vitro での分子標的治療反応性／抵抗

性の再現などを確認した。また、耐性株では分子標

的薬投与下で MAP kinase 経路の再活性化や PI3 

kinase経路の活性化をWestern blotting法を通じて明

らかにした。特に PI3K 経路の AKT と MAPK 経路下

流の p90RSK が薬剤濃度、投与時間依存的に活性

化することから、薬剤耐性化との関連が強く示唆され

た。このことから、BRAFV600E変異神経膠腫細胞にお

ける分子標的治療の耐性機序は RTK 経路、MAPK

経路や AKT−mTOR 経路のフィードバック機構による



活性化が主たる要因であることが判明した。 

次に分子標的薬に耐性を示す YMG89R 細胞に対し

て BRAF阻害剤との併用効果について 1,280種類の

化合物を用いて網羅的に検証したところ、65 種類の

薬剤で BRAF 阻害剤との併用効果が認められた。中

でも複数の HSP90 阻害剤が BRAF 阻害剤との併用

効果を示したことから、HSP90 阻害剤は分子標的薬

との併用効果を示す可能性を有すると考えられた。

そこで複数のBRAFV600E変異神経膠腫細胞株におい

て BRAF 阻害剤あるいは MEK 阻害剤と HSP90 阻害

剤 (BIIB021)との併用効果を検証したところ HSP90

阻害剤、BRAF 阻害剤、MEK 阻害剤単独での抗腫

瘍効果は乏しく、一方で併用により強い相乗効果が

生まれることが判明した。更に動物モデルで検証す

るため、複数の BRAFV600E 変異神経膠腫細胞株をマ

ウス皮下に移植し、PDX モデルを作成し治療したとこ

ろ MEK 阻害剤と HSP90 阻害剤の併用療法により腫

瘍は退縮後に消失し、この所見は長期間に及びまし

た。  またマウス脳腫瘍モデルを用いて治療効果を

検討したところ、皮下腫瘍モデル同様にMEK阻害剤

と HSP90 阻害剤による併用療法により有意な生存期

間の延長効果が確認された。 

 

D.考察 

BRAFV600E変異高悪性度神経膠腫に対し、BRAF 阻

害剤、MEK 阻害剤は治療上その効果が期待される

分子標的薬である一方、分子標的薬に対する治療

反応を示さない例（不応）や治療後に耐性化を引き

起こす例が多く報告されている。このことからも薬剤

耐性の機序や耐性化を克服する治療法の開発が望

まれている。今回の研究では、分子標的治療前後の

検体を活用するとともに、臨床像を広く模倣する細胞

株、動物モデルを樹立したことで、病態の解明や治

療標的分子を同定するなどといった詳細な検討が可

能となった。その結果 BRAFV600E変異高悪性度神経

膠腫に対する分子標的治療後の主たる耐性化機序

は、フィードバック機構による MAPK 経路や AKT−

mTOR 経路の過剰な活性化であることが判明した。こ

さらに、HSP90 は MAPK 経路を標的とした分子標的

治療後の耐性化を克服する重要な標的分子であるこ

とが判明した。このことから分子標的治療による効果

が乏しい症例や耐性化を期待した症例では、HSP90

阻害剤を併用することで腫瘍抑制効果が得られるこ

とが期待できると考えられる。近年では血液脳関門を

通過し中枢神経に移行しうる HSP90 阻害剤が開発さ

れていることから臨床応用に向けた研究が進められ

ています。しかしながら実際の臨床への応用には課

題は残ることからも、次年度以降も多角的に研究を進

める必要があると考えている。 

 

E.結論 

臨床情報と腫瘍検体から樹立したヒト由来脳腫瘍マ

ウスモデル（PDX モデル）を活用したトランスレーショ

ナル研究を通じて、BRAFV600E 変異高悪性度神経膠

腫の分子標的治療法に対する薬剤抵抗性機序を解

明するとともに、耐性化を克服する標的分子と治療候

補薬剤を見出した。 
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※ 本研究を遂行する上で脳研究所が独自に樹立

した BRAFV600E 変異膠芽腫細胞株 NGT41R を

活用し、多角的に検証を行った。また脳研究

所脳神経外科学が得た臨床情報を論文作成

の資料として活用した。 


