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研究成果の概要： 
 ラット骨髄から採取した間葉系幹細胞 (MSC)をベクターとする単純ヘルペスチミジンキナ

ーゼ(HSVtk)／ガンシクロビル(GCV)自殺遺伝子療法の効果を検討した。HSVtk 遺伝子を導入し

たMSC (MSCtk)とラットC6グリオーマ細胞の間には強力なバイスタンダー効果が確認された。

ラット脳内腫瘍モデルおよび髄液播種モデルに対し、MSCtk 細胞の腫瘍内または髄腔内投与と

GCV の腹腔内投与により有意な腫瘍増殖の抑制と担癌ラットの生存期間の延長が見られた。以

上より MSCtk 細胞を用いた遺伝子治療の有用性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

悪性グリオーマの治療成績は極めて悪く、
外科的切除や放射線／化学療法を駆使して
も、最も悪性度の高いグリオブラストーマの
平均生存期間は約一年である。その理由の一
つはグリオーマが浸潤性に発育するにもか
かわらず、脳という臓器の特殊性から安全域
をとった治癒的な腫瘍切除ができないこと
にある。一方グリオーマが中枢神経系を出て
遠隔転移をすることが極めて稀であること
は、局所脳内腫瘍制御がそのまま生存率につ

ながる可能性を示唆しており、遺伝子治療を
はじめとする新たな局所治療戦略の開発に
期待が寄せられている。 

脳腫瘍の遺伝子治療としては単純ヘルペ
ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Herpes simplex 
virus-thymidine kinase, HSVtk)とガンシクロビ
ル(GCV)を用いる自殺遺伝子療法が最も広く
研究されている。このシステムにおいてはす
べての腫瘍細胞に遺伝子が導入されなくと
も GCV の投与により遺伝子非導入細胞に対
しても殺細胞効果があることが判明してお
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り「バイスタンダー効果」と呼ばれる。これ
までわれわれは浸潤性に広がるグリオーマ
に対し、腫瘍へ向けての遊走能をもつ神経幹
細胞をベクターとして用い、HSVtk/ GCV 
system によるバイスタンダー効果を介する
治療法を開発し優れた治療効果を得てきた
(Li et al, Cancer Gene Ther, 2005)。しか
しながら、臨床応用を考えると、採取が容易
でなく、また増殖能が限られている神経幹細
胞の利用には限界がある。 
 
２．研究の目的 

今回の研究の目的は、骨髄より比較的容易
に採取でき神経系にも分化することが知ら
れている間葉系幹細胞  (mesenchymal stem 
cells, MSCs)に HSVtk 遺伝子を導入して用い
（MSCtk 細胞）、神経幹細胞をベクターとし
た際と同等の効果が得られるどうかを検証
しようとするものである。 
 
３．研究の方法 
１）in vitro バイスタンダー効果 
 Sprague-Dawley (SD)ラット骨髄より採取し
た MSC に HSVtk 遺伝子を導入し作成した細
胞（MSCtk 細胞）と SD ラット由来の C6 グ
リオーマ細胞を用いる。C6 細胞数を 5 × 103

で固定し、MSCtk 細胞数を徐々に減らし、
MSCtk:C6 比を 1:1 から 1:128 までとする。
GCV (1 μg/ml)存在下で培養し腫瘍細胞の増
殖能を観察する。 
２）in vivo バイスタンダー効果 
 C6 細胞数を 1 × 105で固定し、MSCtk 細胞
数を徐々に減らし、MSCtk:C6 比を 1:1 から
1:128 までとし、SD ラット脳内に移植する。
同日より GCV (30 mg/kg/day)または生食を 10
日間腹腔内投与し、20 日目の腫瘍の大きさを
測定し、生存期間を比較する。 
３）ラット脳内腫瘍治療実験 
 SD ラット脳内に C6 細胞を移植し（1 × 105）、
脳腫瘍を確立した３日後に、腫瘍内に MSCtk
細胞（1 × 105）を注入。同日より GCV また
は生食を腹腔内投与し、20 日目の腫瘍の大き
さを測定し、生存期間を比較する。 
４）ラット髄液播種治療実験 
 SDラット髄腔内に大孔よりC6細胞を注入
し（2× 105）髄液播種モデルを作成。翌日に
同様の手技にて MSCtk 細胞（6 × 105）を注入。
同日より GCV または生食を腹腔内投与し、
14 日目の腫瘍の大きさを測定し、生存期間を
比較する。 
 
４．研究成果 
１）in vitro バイスタンダー効果 
 GCV 存在下での培養では MSCtk:C6 比が
1:1 から 1:32 までは C6 細胞の増殖が見られ
ず、強力な in vitro バイスタンダー効果が確認
された。 

２）in vivo バイスタンダー効果 
 生食群では腫瘍の急速な増大がみられ、全
動物が約３週間で腫瘍死する。一方 GCV 投
与群では MSCtk:C6 比が 1:1 から 1:32 までは
腫瘍が生着せず長期生存し、in vivo でも強力
なバイスタンダー効果が確認された。 
３）脳内腫瘍治療実験 
 GCV 投与群では生食群に比し、腫瘍の大き
さは有意に小さい(p<0.01)。生存期間は生食
群では全例 3 週間で腫瘍死するが、GCV 群で
は 6匹中 2例で 100日以上の長期生存（治癒）、
その他の動物の生存期間も生食群と比し有
意に延長した(p<0.01)。 
４）グリオーマ髄液播種治療実験 
 GCV 投与群では生食群に比し、腫瘍の大き
さは有意に小さい(p<0.01)。生存期間は GCV
群（21.5 + 1.5 日）では生食群（17.2 + 0.5 日）
と比し有意に延長した(p<0.01)。 
 
 以上の結果より、MSCtk 細胞をベクターと
して用いた HSVtk/GCV 遺伝子治療は、神経
幹細胞を用いた際とほぼ同等の治療効果が
あると考えられる。神経幹細胞の採取には開
頭術を要し、また成人の神経幹細胞は増殖能
が低く、十分な細胞数が得られない可能性が
あるが、代わりに骨髄から採取可能な MSC
細胞を用いることにより臨床応用の可能性
が期待される。 
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