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研究成果の概要（和文）：グリオーマ細胞へ遊走性を示すiPS細胞由来の神経幹細胞(NSC)に自殺遺伝子(HSVtk)
を導入する治療法を開発することを目的とした。メタボローム代謝解析により、HSVtkはiPS細胞に対して細胞毒
性を有することを明らかにした。さらにNSCへの分化誘導過程で、挿入遺伝子の不活性化も生じたため、
CRISPR/Cas9を用い挿入部位の最適化を行うことで、安定した遺伝子発現の実現を目指した。一方で、HSVtkの細
胞毒性の問題から、長期間マウス生体内で生着させることが困難であるという課題も明らかとなった。本研究計
画は、ゲノム編集技術及び細胞療法を組み合わせた新たな治療戦略の先駆けとなると考えている。

研究成果の概要（英文）：Neural stem cells (NSCs) are known to possess the tumor-tropic migratory 
capacity and thus can be used as cellular vehicles for targeted delivery of therapeutic agents. The 
HSV-TK gene, in combination with ganciclovir, is the most widely used enzyme/prodrug suicide system 
from basic research to clinical applications. In the present study, we attempted to establish human 
induced pluripotent stem cells (hiPSCs) that stably expressed HSV-TK with either lentiviral vectors 
or CRISPR/Cas9-mediated genome editing. A nucleotide metabolism analysis suggested that high-level 
and/or constitutive expression of HSV-TK resulted in the induction of cell death or silencing of 
HSV-TK expression during differentiation to NSCs. We also demonstrated that the Tet-inducible system
 was a feasible solution for overcoming the cytotoxicity of HSV-TK expression. Our results provided 
a warning against using the HSV-TK gene in human iPSCs, particularly in clinical applications.

研究分野：脳神経外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経幹細胞(NSC)は、脳腫瘍へ遊走する性質を持つため、治療遺伝子を搭載する運搬体として注目される。本研
究では、グリオーマ細胞の根絶を目指しiPS細胞から分化誘導したNSCを用いた自殺遺伝子細胞治療の開発を行っ
た。HSVtkはiPS細胞に細胞毒性を有することを同定し、NSCへの分化過程で遺伝子発現の不活性化を生じる事も
明らかにした。安定した遺伝子発現を可能とする導入部位をゲノム編集技術であるCRISPR/Cas9を用いて評価し
た。本研究概念はヒトiPS細胞に治療遺伝子を導入するあらゆる研究に応用できるものであり、将来のヒトiPS細
胞を用いた様々な遺伝子治療のプラットフォームになり得る。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

悪性神経膠腫（グリオーマ）は、原発性脳腫瘍の 15～20%を占め、脳実質に広く浸潤する脳腫
瘍幹細胞(brain tumor stem cell, BTSC)による治療抵抗性のため、現在の治療法では治癒不能な
最難治脳腫瘍であり、浸潤性の BTSC を標的とする治療法の開発が急務である。ヘルペスウイ
ルスチミジンキナーゼ（HSVtk）自殺遺伝子は、HSVtk を発現する細胞にプロドラッグのガン
シクロビル(GCV)を投与すると GCV はリン酸化され、強い細胞毒性（DNA 合成阻害）を有す
る三リン酸化 GCV へと変化し、細胞死を誘導する。自殺遺伝子療法は、一部の癌細胞にのみ遺
伝子を発現させるだけで、周囲の多くの癌細胞まで死滅させることができるため（bystander 効
果）、注目を浴びてきた。さらに、HSVtk はその効果が細胞周期依存性であり、正常脳組織には
影響せず、増殖している腫瘍細胞のみを選択的に殺傷することができ、放射線治療や化学療法な
どとは一線を画すものである。悪性グリオーマに対して、HSVtk と GCV を組み合わせた自殺
遺伝子療法が、ウイルスベクターあるいはウイルスベクター産生細胞を直接脳患部に投与する
方法で試みられてきたが、浸潤性の腫瘍細胞への拡散が不十分であり、臨床試験における治療効
果は限定的であった。一方、神経幹細胞(neural stem cell: NSC)が腫瘍細胞に遊走・集積する性
質を持つことが明らかとなり、NSC を自殺遺伝子産物の cellular vehicle として用いて、
bystander 効果により腫瘍細胞の細胞死を誘導する方法が注目されている。また、ヒトに投与可
能で均一な NSC はヒト iPS 細胞から分化誘導することによって大量に得ることが可能となっ
た。 

申請者らはこれまで、ヒト iPS 細胞から分化誘導した NSC にレンチウイルスベクターを用いて
HSVtk を導入し、ヒトグリオーマモデルマウス（U87 細胞株）において、bystander 効果によ
り顕著な生存期間の延長を認め、本治療法の有効性を証明することができた。一方、治療用 NSC

の品質管理、安定供給を考慮すると、iPS 細胞への HSVtk 導入が望ましい。これまで、HSVtk

導入ヒト iPS 細胞を用いた治療研究の報告はないが、これは、iPS 細胞での HSVtk の発現は細
胞毒性があるためであることを申請者らは明らかにした。さらに高い抗腫瘍効果を実現するた
めに、HSVtk の恒常的に安定した遺伝子発現が不可欠である。そこで、まず「ヒト iPS 細胞に
おける HSVtk の細胞毒性の原因」を探索し克服する必要がある。さらに、レンチウイルスベク
ターによる遺伝子導入は、染色体にランダムに挿入され、挿入部位の遺伝子変異や周辺遺伝子の
活性化、位置効果による不活性化が懸念されるため、「CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用い、
遺伝子挿入部位を指定することで、HSVtk の安定した遺伝子発現を実現」することを検討する。 

 

２．研究の目的 

グリオーマは、脳腫瘍幹細胞の存在により、強い浸潤性および治療抵抗性を示す。自殺遺伝子療
法は、bystander 効果により広範に脳腫瘍幹細胞を死滅させる可能性があるが、さらに治療効果
を高めるため、脳腫瘍幹細胞へ遊走性を示す induced pluripotent stem cell （iPS 細胞）由来の
神経幹細胞(NSC)に自殺遺伝子を導入する新規治療法を開発し、ヒトグリオーマモデルマウスに
対して著明な治療効果を証明した。しかし自殺遺伝子のヒト iPS 細胞に対する細胞毒性から、
恒常的な遺伝子発現が困難であることも明らかになった。本研究ではまず自殺遺伝子による細
胞毒性を克服するために、iPS 細胞のメタボローム代謝解析を行う。次に、CRISPR/Cas9 ゲノ
ム編集技術を用いて、ハウスキーピング遺伝子領域等に自殺遺伝子を挿入した iPS 細胞を樹立
し、NSC へ分化させ遺伝子を恒常的に安定して発現する治療用 NSC を確立し、グリオーマ細
胞根絶のために bystander 効果を増強させることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

まず、HSVtk のヒト iPS 細胞に対する細胞毒性の原因を明らかにするために、メタボローム代謝
解析を行った。HSVtk は、Thymidine kinase を有するため、thymidine block による S 期停止と
同様のメカニズムが生じている可能性があった。そのため例えばまず、thymidine 添加によるプ
リンヌクレオチド及びピリミジンヌクレオチド合成経路の変動を解析した。 
次に、ヒト iPS 細胞に対する HSVtk の恒常的に安定した遺伝子発現のために、CRISPR/Cas9 ゲノ
ム編集技術を使用して、ハウスキーピング遺伝子または安全性が高いとされる AAVS1領域に Tet-
inducible システムの HSVtk を挿入するためのプラスミド DNA コンストラクトを作製した。本研
究開発では、GAPDH またはβ-actin と hKO1(赤色蛍光タンパク質)と rtTA(Reverse Tet-
controlled transactivator protein)が 2A peptide 配列で繋がった形で挿入され、さらにその
下流に TRE(Tet-responsive promoter)-HSVtk 発現ユニットが逆方向に挿入されるような相同組
み換え用のコンストラクトを作製した。AAVS1 領域への相同組み換え用コンストラクトは EF-1
プロモーターで hKO1-2A-rtTA を発現する形にした。相同組み換え用コンストラクトと gRNA お
よび Cas9発現ベクターをヒト iPS細胞株にエレクトロポレーションで導入し、相同組み換え iPS
細胞を hKO1 の発現により選択し、FACS sorting によりクローニングを行った。各クローンの相
同組み換えの確認は、genomic PCR および最終的には genomic sequencing によって確認した。 
こうして得られた Tet-inducible HSVtk iPS 細胞から NSC を分化誘導し、Dox と GCV 添加による
in vitro での細胞死の誘導効率を検討し、脳腫瘍モデルマウスでの治療効果と安全性の評価を
行った。具体的には、U87 細胞株には、Venus 蛍光タンパク質と Luc(ルシフェラーゼ)の融合タ
ンパク質遺伝子(ffLuc)を導入しており、ルシフェラーゼ活性を指標とした IVIS により経時的・
定量的に腫瘍の増減や脳内浸潤をモニターした。また、生存解析、病理組織学的解析を行い、抗



腫瘍効果と移植 NSC の残存等の治療の安全性を評価した。 
 
４．研究成果 
我々は、グリオーマ幹細胞へ遊走性を示す iPS 細胞由来の神経幹細胞(NSC)に自殺遺伝子(HSVtk)
を導入する新規治療法を開発することを目的とした。メタボローム代謝解析により、HSVtk は iPS
細胞に対して細胞毒性を有することを明らかにした。さらに NSC への分化誘導過程で、挿入遺伝
子の不活性化も生じることを明らかにし、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて挿入部位の最適
化を行うことで、安定した遺伝子発現の実現を目指した。一方で、HSVtk の細胞毒性の問題から、
長期間マウス生体内で生着させることが困難であるという課題も明らかとなった。本研究計画
は、ゲノム編集技術及び遺伝子細胞療法を組み合わせた今後の新たな治療戦略の先駆けとなる
と考えている。 
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