
国立研究開発法人国立長寿医療研究センター・病院・医長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８３９０３

基盤研究(C)（一般）

2019～2016

正確なマウスモデルを用いた脳腫瘍の病態解明と治療開発

Brain tumor research by using accurate mouse models

６０４６９９７１研究者番号：

百田　洋之（Momota, Hiroyuki）

研究期間：

１６Ｋ０８７３１

年 月 日現在  ２   ６ １５

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：マウスの脳に悪性脳腫瘍を発生させるRCAS/tv-aシステムを用いて、脳腫瘍を生体イ
メージングなどでモニターし、抗がん薬やウイルス治療の効果を調べる研究を行なった。このシステムは、癌遺
伝子を組込んだレトロウイルスベクター（RCAS）と、RCAS受容体（tv-a）を脳細胞に発現した遺伝子改変マウス
（tv-aマウス）を用い脳腫瘍を作成するもので、癌遺伝子とtv-aマウスの種類や組み合わせを変えることで、新
たな脳腫瘍モデルの作成も可能である。共同研究も複数行い、脳腫瘍発生機構の解明や、新たな脳腫瘍マウスモ
デルの開発などの研究成果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：We utilized the RCAS/tv-a system to create histologically accurate brain 
tumors in immune-competent mice. The RCAS viruses were injected into the brain of tv-a-expressing 
mice and malignant gliomas generated were monitored by using bioluminescence imaging. We tested new 
drugs for brain tumors in mice, elucidated the mechanism of tumor initiation and development using 
this system, and reported a novel brain tumor mouse model.

研究分野：脳腫瘍のマウスモデル、分子生物学、悪性脳腫瘍の治療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RCAS/tv-aシステムによる脳腫瘍マウスモデルは、研究代表者が国内へ初めて導入した正確性の高い（ヒトの腫
瘍に近い）モデルであり、脳腫瘍発生機構の解明から新たな治療薬の開発まで、幅広い用途に応用できる。本研
究により、目標とした新規薬剤の開発はできなかったが、ウイルス療法などの新規性のある治療法の効果をマウ
スで試験することができた。また、共同研究により、脳腫瘍の新たな病態解明や、新規脳腫瘍マウスモデルの開
発を行い、論文発表することができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 悪性脳腫瘍の疫学と治療上の問題点 
悪性脳腫瘍は脳から発生する希少な癌の一群であるが、近年発生率は増加しており、特に小児
癌の中で脳腫瘍は 2 番目に多く死亡数は最多である。成人では膠芽腫が、小児では髄芽腫が、
最も多い代表的な悪性脳腫瘍であるが、どちらも治癒不能で生存期間が短く、治療成績の改善
は社会的に喫緊の課題である。悪性脳腫瘍の治療が難しい原因として、脳腫瘍の根治切除が困
難なこと、血液脳関門があり薬物移行性が悪いこと、遺伝子異常が複雑なこと、希少疾患のた
め大規模な臨床研究が難しいことなどが挙げられる。これらの問題点を克服するために、ヒト
脳腫瘍の微小環境や遺伝学的背景を正確に反映した動物モデルを用いて治療法を開発すること
が必要である。 
(2) 脳腫瘍マウスモデルの研究動向 
脳腫瘍研究における過去の動物モデルの主流は、ヌードマウスの皮下や脳内にヒト腫瘍細胞株
を移植する移植モデルであった。しかしこの方法は、免疫機能の異常な動物に対し異なる動物
種の培養細胞株を移植したものであり、脳から自然発生するヒトの腫瘍を再現していなかった。
近年、遺伝子改変マウスが開発され、ヒトと同じ遺伝子異常を用い、脳から腫瘍を発生させる
ことが可能となった（Frese and Tuveson. Nat Rev Cancer. 2007）。現在、様々な遺伝子改変
マウスが開発され脳腫瘍研究に用いられている。 
(3) 研究者の研究背景と成果 
研究者の用いる脳腫瘍マウスモデルは、1998年にアメリカで開発された RCAS/tv-aシステム
をベースにしている（Holland et al. Genes Dev. 1998）。このモデルは、神経膠細胞にのみウ
イルス受容体（tv-a）を発現する遺伝子改変マウスを用い、癌遺伝子を組み込んだレトロウイ
ルス（RCAS）をマウスの脳へ注入・感染させることで、脳腫瘍を発生させるものである。マ
ウスや癌遺伝子の種類を変えることで、多様な脳腫瘍を発生させることができる（Dai et al. 
Genes Dev. 2001; Rao et al. Neoplasia. 2003）。このマウスモデルは、遺伝学的・組織学的に
正確で、免疫能も保たれているため、マウス前臨床試験や腫瘍発生機構の解明において高く評
価されている（図 1）。研究者は、2004年から RCAS/tv-aシステムを開発した米国の研究室で
脳腫瘍マウスモデルの研究を行い、マウスモデルを使用した新薬の前臨床試験や（Momota et 
al. Cancer Res. 2005）、新たな脳腫瘍モデルの作成（Momota et al. Oncogene. 2008）、ヒト膠
芽腫の分子生物学的分類（Momota et al. PLoS One. 2009）等の成果を挙げてきた。帰国後も、
科学研究費の補助を受けて脳腫瘍マウスモデルの研究を開始し、国内初の RCAS/tv-aシステム
による膠芽腫と髄芽腫の作成に成功した。複数の共同研究も行っており、新規マウスモデルの
開発と、脳腫瘍マウスモデルを用いた新規治療法の開発を目指している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト脳腫瘍を正確に反映したマウスモデルを開発・使用し、脳腫瘍の病態解明を
行うことと、そのマウスモデルを用いて新たな治療法を開発することを目的としている。
RCAS/tv-aシステムによる脳腫瘍マウスモデルは、代表的な膠芽腫と髄芽腫・PNETのモデル
を既に開発しており、蛍光タンパクや発光タンパク酵素を発現する脳腫瘍モデルを作成してあ
るので、これらの脳腫瘍モデルを用いて、新薬やウイルス療法の治療効果を確認する。また、
新たな RCASベクターを入手または作成して、新規の脳腫瘍マウスモデルの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 書類作成・申請手続き：本研究は、レトロウイルスベクターと遺伝子改変マウスを用いる
遺伝子組替え実験であり、ウイルス受容体発現マウスを用いるため、大臣確認実験である。研
究者は、2015 年 1 月から東京大学医科学研究所で研究を開始しているが、本研究のための新た
な機関承認と大臣確認が必要となるため、書類の申請作業を数ヵ月かけて行う。 
(2) tv-a マウスの準備：本研究に用いる tv-a マウスは、前所属の名古屋大学にて飼育・保存
されていたが、東京大学医科学研究所への所属変更に当たり、全てのマウスを凍結胚の形で名
古屋大学から移送し、凍結胚の融解・移植・飼育を行う。また、ジェノタイピングにより遺伝
子型を選別・抽出し、目的のマウスの安定的な飼育・供給を数ヵ月かけて行う。 
(3) RCAS 産生細胞の準備：RCAS ベクターに蛍光・発光タンパクを入れたコンストラクトは既に
作成しており、RCAS 産生細胞（DF-1）へ遺伝子導入し、マウス脳内へ注入できるよう、培養細
胞の準備を行う。海外の研究者から入手した新たな RCAS ベクターは、ろ紙に染み込ませた状態
から、大腸菌へ導入して増やした後、DF-1 細胞へ遺伝子導入する。 
(4) イメージング用マウスの実用化：発光タンパク酵素を導入した RCAS ベクターを用いてマウ
スに膠芽腫を作成し、マウスが生きた状態で腫瘍をモニタリングできることを、生体イメージ
ング機器（IVIS）を使用し確認する。また、蛍光タンパクを導入した RCAS ベクターを用いて脳
腫瘍を作成し、脳切片からの蛍光で腫瘍細胞を同定する。 
(5) 新たな脳腫瘍モデルの作成：新たに入手した RCAS ベクターを使用して脳腫瘍を作成する。
また、既に使用している様々なベクターを新規ベクターと組み合わせ、新たな遺伝子異常を持
つ脳腫瘍マウスモデルを作成する。2種類以上の RCAS を組み合わせ、新たな髄芽腫モデルの作
成を目指す。 
(6) 単純ヘルペスウイルスの調整：研究室で使用している治療用の遺伝子組替え単純ヘルペス



ウイルスと、癌細胞で高発現する遺伝子 promoter 調節下にウイルスの増殖能と殺細胞効果が増
強する次世代型単純ヘルペスウイルスを培養・調整する。 
(7) 単純ヘルペスウイルスのマウス脳腫瘍への投与：治療用の単純ヘルペスウイルスを種々の
マウス脳腫瘍へ投与し、腫瘍への感染率、腫瘍縮小効果、ウイルスの種類による治療効果の差
などを観察する。 
(8) データの解析と発表：マウス脳腫瘍に対する単純ヘルペスウイルスの治療効果を検証し、
ヒト脳腫瘍への臨床応用の可能性を検討する。治療用ベクターとして特許申請できるものは早
期に実行し、研究結果は英文論文として発表する。 
 
４．研究成果 
機関承認と大臣確認を含む書類の申請は、数ヵ月を要する作業だったが順調に完了した。また、
名古屋大学にて保存されていた tv-a マウスも、凍結胚の形で移送を行い、凍結胚の融解・移植、
飼育、ジェノタイピングによる遺伝子型の選別までを、研究初年度中に行うことができた。tv-a
マウスは p53 欠損マウスと交配したものをメインで使用したが、脆弱なマウスで増やすのに時
間がかかったが、研究 2年目以降は安定的に供給できるようになった。tv-a マウスの準備をし
ている間、海外の研究者から新たな RCAS ベクター（RCAS-PDGFA）の譲渡を受け、DF-1 へ導入
した。また、治療薬として単純ヘルペスウイルス（G47Δ）を準備し、tv-a マウス由来のグリ
ア細胞へ感染させて、感染効率や細胞死の起こり方を確認した。 
マウスの準備ができた研究 2 年目以降は、PDGFB と PDGFA による悪性 glioma の作成を行った。
PDGFB には赤色発光タンパク（mKate2）や発光タンパク酵素（luciferase）をレポーターとし
て付加していたので、IVIS による生体イメージングや解剖後の蛍光イメージングで観察するこ
とができた。この腫瘍に治療薬である G47Δを注入し、治療効果を確かめた。コントロール治
療に比べ、G47Δ治療群は生存期間を延長する効果が見られ、2016 年の日本癌学会学術総会で
その成果を発表した。また、p53 欠損マウスは悪性の肉腫（sarcoma）が体部に自然発生するた
め、sarcoma にも G47Δによる治療を試みたが、明らかな効果は証明できなかった。 
RCAS/tv-a システムによる脳腫瘍作成は、RCAS ベクターを DF-1 細胞へ導入後、DF-1 細胞を tv-a
マウスの脳へ直接注射する方法をとるが、細胞の培養や回収など煩雑な操作を要するため、簡
易な RCAS 注入方法の開発も行なった。RCAS レトロウイルスは DF-1 培養細胞の上清に含まれる
ため、上清を特殊な試薬とともに遠心し、ウイルスのみを分離して凍結することで、凍結スト
ックの RCAS をマウス脳へ注射し、腫瘍を作成することに成功した。しかし、腫瘍発生の効率は
DF-1 細胞を直接注射する方が高かったため、本法は DF-1 の影響を除きたい場合等の特殊な場
合にしか用いられなかった。 
G47Δによる腫瘍細胞死の機序につても検討を行なった。G47Δは、マウス glioma 培養細胞に対
し、Akt の活性や細胞周期の停止を伴うような細胞死を発生させた。従来知られているアポト
ーシスとは一部異なる機序も見られたが、細胞死の詳細な発生機構は解明できなかった。 
新たなマウスモデルの開発として、神経細胞に由来するプロモーター下に tv-a が発現するマウ
スの作成にも取り組んだ。プロモーターと tv-a 配列の下流に、レポーターとして蛍光タンパク
と WPRE 配列を入れ、DNA コンストラクトを作成した。作成したコンストラクトをプラスミドへ
入れ、脳腫瘍細胞へ導入すると、蛍光タンパクによる発光を確認できた。このコンストラクト
を元に、新たな遺伝子改変マウスの作成をインジェクション法にて行なった。動物センターの
技術支援を得て、2 回の作成実験を行い、生まれたマウスを蛍光イメージングとジェのタイピ
ングにて確認したが、いずれの実験でも目的のマウスは得られなかった。 
研究期間中に行なった共同研究では、RCAS/tv-a システムによる脳腫瘍での検討を行い、CD109
の glioma 進展における役割について、重要な知見を供与できた。また、Foxr2 が脳腫瘍発生を
起こす新たなマウスモデルの開発にも参加し、病理組織学的知見の成果に貢献することができ
た。 
2018 年からは、国立長寿医療研究センターへ移籍し、研究の継続を目指したが、再度の書類作
成業務や、物品・マウス凍結胚の移動、研究場所の確保などに手間取り、１年間の研究期間延
長申請を行なったものの、移籍後はマウスを使用しての実験は行えなかった。研究期間終了後
も、得られた知見についてデータを整理し、発表の準備を進めている。 
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