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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞(NSC)等の正常細胞で発現しグリオブラストーマ(GBM)幹細胞(GIC)で発現
消失するマイクロRNA(miR)の相補配列をCas9下に組み込んだ新規ゲノム編集発現カセットとGIC機能因子に対す
るガイドRNA(gRNA)発現カセットを組み込んだアデノ随伴ウイルス(AAV)を作製した。本AAVがNSCに影響なくGIC
を傷害することを試験管内実験により確認した。更に、本AAVを尾静脈投与したGIC脳移植担癌マウスの生存期間
の優位な延長と抗腫瘍効果を確認した。本研究によりmiRの発現依存的にGBMを傷害する新規ゲノム編集AAVを創
出した。

研究成果の概要（英文）：We successfully generated novel adeno-associated virus (AAV) that encodes 
the expression cassettes of both Cas9 with complementary sequence of microRNA (miR), which is 
expressed in non-tumor cells including nerural stem cells (NSC) but not in glioblastoma (GBM) stem 
cells (GICs), and guide RNA for a GIC functional factor. We found that this AAV killed GICs but not 
NSCs in culture. We confirmed that the intravenously injected AAV prevented GIC tumorigenesis in 
GIC-transplanted mice and extended their survival. Thus, we succeeded to generate the novel 
genome-edited AAV that specifically kills GBM in a miR expression-dependent manner.

研究分野： 幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、細胞（種）やその状況に発現変化するmiRを用いて任意の標的細胞で外来遺伝子の発現制御が可能で
あることを証明した。同様の方法を用いることによりmiRにより制御を受ける全ての細胞を対象とした様々な研
究への応用が可能である。更に、今回作製したmiRの発現逆依存的にGIC機能因子をゲノム編集するAAVは、GBMと
適用可能な他の悪性腫瘍に対する新規遺伝子治療用ウイルスとなる可能性が高く、その社会的意義は非常に大き
い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、GICの発生メカニズムの解析・性状解析・特異的因子の同定を目的として、人工マウ
スGIC、ヒトGBMから樹立した腫瘍形成能を保持したヒトGIC、正常神経系細胞（NSCとオリゴデン
ドロサイト前駆細胞）の遺伝子発現プロファイルの比較解析から抽出したGIC特異的に発現が亢
進・減少している遺伝子群の解析結果を報告してきた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、これら遺伝子群は非中枢神経系の正常細胞（免疫細胞等）に発現していることが判明
し、直接的な治療標的としては副作用の懸念が残る。このため、より安全性の高い標的因子の
同定や新しい発想によるGIC根絶法の開発が必要と考えられた。 
 一方で申請者らは、Cas9 を利用したゲノム編集法を用いて、特定の遺伝子欠損の作製や非活
性型プロモーターを活性化するエピゲノム編集法の開発を進めてきた。そこで、Cas9 ゲノム編
集法と GIC 研究の成果を融合し、NSC を含む様々な正常細胞で発現し、GIC で消失／著減してい
る miR の制御下で Cas9 を発現するシステムと GIC 機能因子に対する gRNA を組合せた GIC を特
異的に傷害する miR 依存ゲノム編集ベクターシステムの開発を考案した（図２）。現在、有効な
複数のシステム構築を進めている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２. 研究の目的 
がん幹細胞は腫瘍形成と再発の原因細胞であり、その性状解析から同定された因子群を標的と
した新たながん治療法の開発が進められている。しかし、殆どの標的候補因子は正常細胞（正常
組織幹細胞を含む）においても発現が観られ、これら候補因子単体を標的とした治療法には安全
性に疑問が残る。申請者らは、NSC を含む様々な正常細胞で発現し GIC で消失／著減している
miR の制御下で Cas9 を発現するシステムと GIC の機能・維持に重要な働きを担っている機能因
子に対する gRNA を組合せ、GIC 特異的に細胞傷害を誘導する安全性の高い新規ベクターシステ
ムを開発している。本申請課題研究では、本ベクターシステムを組み込んだ組換えレンチウイル
スを作製し、（１）複数の GIC と様々な正常細胞に対する毒性試験、（２）GIC を移植した担が



んマウスに対する抗腫瘍効果の検討実験、（３）本システムの GBM 以外の脳腫瘍への適用可能性
について検討し、臨床研究へ応用可能な安全性と有効性を兼ね備えた新規抗 GBM 組換えウイル
スの創出を目標とする。 
 
３．研究の方法 
（１）正常 NSC で発現し GIC で発現消失している２種類の miR の相補配列(CS)を Cas9 遺伝子下
に挿入した Cas9 発現カセットと GIC 機能因子（Sox2 等）に対する sgRNA 発現カセットを組み込
んだウイルスベクターを構築する。 
（２）miR 発現逆依存的に GIC 因子をゲノム編集するウイルスを NSC および GIC に感染させて、
細胞に対する効果を検討する。検討方法は、細胞分化、増殖、細胞死である。 
（３）GIC を脳移植した担癌マウスに GIC を特異的に傷害するゲノム編集ウイルスを感染させ
て、抗腫瘍効果を検討する。検討方法は、脳腫瘍サイズ、腫瘍の病理像、生存期間である。 
 
４．研究成果 
（１）miR 発現逆依存的にゲノム編集するレンチウイルスベクターおよび AAV の構築 
２種類の miR-CS を spCas9 下に挿入した発現カセットと Sox2 等の sgRNA 発現カセットを共に組
み込んだ１パッケージレンチウイルスベクターを作製した。本ベクターを GIC にトランスフェ
クションした結果、標的遺伝子のノックアウト(KO)と細胞増殖阻害を確認した。しかし、本ゲノ
ム編集システムを搭載したレンチウイルスの調整を試みたが、調整できなかった。この原因は、
作製したベクターサイズがレンチウイルスのパッケージングサイズの上限いっぱいであったた
めと考えられる。そこで、ゲノム編集システムを２つの AAV に分けて共感染によりゲノム編集を
行う２ベクターシステムを構築した。２種類の AAV を GIC に共感染させてその効果を検討した
ところ、本 AAV が標的遺伝子を KOし、GIC の増殖を抑制することを確認した。 
 
（２）miR 発現逆依存的にゲノム編集する AAV の試験管内抗腫瘍効果の確認 
miR 発現逆依存的に生体内の腫瘍細胞にゲノム編集を行う場合、２種類のウイルスが共感染する
確率は低い。そこで新たに saCas9 を用いた１パッケージの miR 発現逆依存的にゲノム編集する
AAV を構築した。本 AAV を調整し GIC に感染させてその効果を検討したところ、標的遺伝子の KO
と細胞増殖阻害を確認した。更に、本 AAV を感染させた GIC を脳に移植したマウスでは、腫瘍形
成が抑制され、その生存期間が優位に延長することを確認した。 
 
（３）miR 発現逆依存的にゲノム編集する AAV の生体内抗腫瘍効果の確認 
miR 発現逆依存的にゲノム編集する AAV を GBM に対する新規遺伝子治療法とするために、免疫不
全マウス脳に移植した GIC 腫瘍に感染可能な AAV キャプシドの同定を試みた結果、既存のキャ
プシドの組み合わせが有効であることを発見した。このキャプシドを纏った miR 発現逆依存ゲ
ノム編集 AAV を GIC 脳腫瘍マウスに尾静脈投与した結果、抗腫瘍と生存期間の延長を確認した
（図３）。 
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図３ miR発現逆依存的に
ゲノム編集するAAVの尾静
脈投与によるGICの腫瘍形
成阻害実験
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