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研究成果の概要（和文）：本研究では膠芽腫に対するAkt阻害剤、Notch阻害剤の併用療法の有用性とGSK3β阻害による
テモゾロミド（TMZ）薬剤感受性亢進メカニズムを検討した。Akt阻害剤、Notch阻害剤両者の併用により細胞浸潤抑制
効果は増強されたが、増殖抑制効果はAkt単独添加と同程度にとどまった。併用療法は増殖抑制には効果が少ないが浸
潤抑制には効果的であることが示唆された。TMZとGSK3β阻害試薬の併用は相加的、相乗的な細胞増殖抑制効果を示し
た。GSK3β阻害によるTMZに対する膠芽腫細胞の感受性増強作用は、c-Mycを介してMGMT promoterのメチル化が促進さ
れることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We assessed the therapeutic possibility of inhibiting Notch and Akt in gliomas usi
ng the clinically available, selective small molecule inhibitors. Additionally, we investigated the molecu
lar mechanisms of sensitization of glioblastoma (GBM) cells to temozolomide (TMZ) by GSK3beta inhibition. 
Notch and Akt inhibitors significantly inhibited cell growth, migration, and invasion in a dose-dependent 
manner. However, the effect of combination treatment did not exceed that of Akt inhibitor monotherapy in p
roliferation assay. Inhibition of invasion, further enhanced by combination therapy. Therefore, combinatio
n therapy may be effective for inhibiting invasion but not proliferation. GSK3beta inhibition enhanced TMZ
 effect. c-Myc binds to the MGMT promoter with consequent recruitment of DNMT3A, regulating the levels of 
MGMT promoter methylation. Therefore, GSK3beta inhibition enhances TMZ effect by silencing MGMT expression
 via c-Myc-mediated promoter methylation.
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１．研究開始当初の背景 
近年の医療技術の発展によりヒト癌の治

療成績は急速に改善している。しかしながら
脳原発腫瘍である膠芽腫は依然根治不能な
悪性腫瘍であり、その悲惨な治療成績は 30
年以上前からほとんど変わっていない。膠芽
腫は周囲の正常脳に対して浸潤性に増殖す
る特徴があり、外科的手術が常に絶対非治癒
切除に終わる点で他臓器癌の治療と比較す
ると圧倒的に不利な状況に立たされている。
したがって、手術後の放射線療法や化学療法
は残存腫瘍の再発予防に必須である。とりわ
け本腫瘍の予後を改善させるには新たな化
学療法薬剤の開発が重要である。膠芽腫に対
して欧米では分子標的薬剤を使用した臨床
試験が盛んに行われている。現在、標準治療
薬として使用されているアルキル化剤
temozolomide (TMZ)は、DNA 修復酵素である
O6-methylguanin-methyltransferase（MGMT）
の発現が高いほどその効果は低く、MGMT 
promoter 領域がメチル化されている場合は発
現が抑制され TMZ の効果が高い。 
 
２．研究の目的 
膠芽腫に対する多くの標的分子のうち、

Akt、Notch は膠芽腫細胞の増殖や浸潤に密接
に関連する。本研究では Akt 阻害剤、Notch
阻害剤の併用療法の有用性を検討した。 
一方、我々は Akt、Notch と同様にグリコー

ゲンシンターゼキナーゼ(GSK)3β が膠芽腫の
悪性形質維持に重要とこれまでに報告して
いる。GSK3β は糖代謝の経路で発見されたセ
リン・スレオニンキナーゼで糖代謝をはじめ
細胞周期、増殖・分化、アポトーシスなどを
制御することが知られている。現在までの検
討で膠芽腫細胞株や膠芽腫組織において活
性化型 GSK3β が過剰発現し， GSK3β の活性
阻害により膠芽腫細胞の生存や増殖が抑制
されることが明らかになっている。本研究で
は GSK3β 阻害による TMZ に対する膠芽腫細
胞の感受性増強作用とそのメカニズムを解
析した。 
 
３．研究の方法 
臨床試験に使用されている Akt 阻害剤：

MK-2206 と Notch 阻害剤：MRK-003 を使用
した。Akt 阻害剤：MK-2206、Notch 阻害剤：
MRK-003 を使用した。GSK3β 阻害には実験
試薬 AR-A014418 を使用した。MK-2206 と
MRK-003 の単独あるいは併用添加による膠
芽腫細胞株（U87, U251）に対する効果を
Alamar Blue 増殖アッセイと Boyden chamber
浸潤アッセイで評価した。 

4 種 類 の 膠 芽 腫 細 胞 株 を 用 い て
AR-A014418によるTMZ感受性増強効果を調
べ、MGMT promoter のメチル化の変化観察お
よび MGMT promoter に結合する分子を同定
するために Chromatin immunoprecipitation 
(ChIP) assay を行った。 

4 種類の膠芽腫細胞株（T98G, U138, U251, 

U87）を用いて GSK3β の特異的小分子阻害剤
（AR-A014418）および small interfering RNA 
(siRNA)による TMZ 感受性増強効果を増殖ア
ッセイによって調べた。MGMT promoter のメ
チ ル 化 の 変 化 観 察 の た め に
methylation-specific polymerase chain reaction 
(MSP), メチル化の定量のために MethyLight 
assay, MGMT 発現量の定量のために定量的
RT-PCR, MGMT promoter に結合する分子を
同 定 す る た め に Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) assay を行った。 
 
４．研究成果 

MK-2206 は膠芽腫細胞株（U87, U251）の
Akt リン酸化を効率よく阻害した。MRK003
は Notch シグナルを抑制するのみならず Akt
のリン酸化も濃度依存性に阻害した。両者の
併用により Akt リン酸化の阻害効果は増強さ
れた。両者のいずれの単独使用でも膠芽腫細
胞株の増殖・浸潤は濃度依存性に抑制された。
併用により細胞浸潤抑制効果は Akt リン酸化
阻害依存性に増強されたが、増殖抑制効果は
Akt 単独添加と同程度にとどまり Akt リン酸
化非依存性であった。 

膠芽腫細胞株においてTMZとAR-A014418
の併用は相加的、相乗的な細胞増殖抑制効果
を 示 し た 。 AR-A014418 に よ り MGMT 
promoter のメチル化は促進し MGMT の発現
は抑えられた。そのメカニズムとして c-Myc
が MGMT promoter に結合し DANメチル化酵
素 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha 
(DNMT3A)がリクルートされることが明らか
となった。 
 



以上のことから Akt 阻害剤と Notch 阻害剤
の併用療法は膠芽腫細胞株に対して増殖抑
制には効果が少ないが浸潤抑制には効果的
であることが示唆された。GSK3β 阻害による
テモゾロミドに対する膠芽腫細胞の感受性
増強作用は、c-Myc を介して MGMT promoter
のメチル化が促進され MGMT の発現が抑え
られることに起因することを明らかにした。
これは膠芽腫に対してテモゾロミドと併用
する GSK3β 阻害療法の正当性を支持する科
学的基盤となる結果である。 
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