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研究成果の概要（和文）：抗真菌薬である 5-FC を細胞内で抗腫瘍薬の5-FU に変換するプロドラックシステム
と自己増殖型レトロウイルス(RRV)による遺伝子発現システムを用いた遺伝子治療と放射線治療の併用効果を膠
芽腫細胞株を使って検証した。RRVは一般的な膠芽腫細胞株では効率良くほぼ全ての細胞に感染した一方、患者
由来の膠芽腫幹細胞株では約半数に感染した。放射線照射後もRRVは安定した感染力を維持し、マウス脳腫瘍モ
デルではプロドラッグシステムによって放射線治療の抗腫瘍効果が増強してマウスの生存期間が延長することが
示された。更なる遺伝子導入効率の向上が今後の検討課題と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the therapeutic efficacy of the combination of our prodrug 
activating gene therapy system using retroviral replicating vector (RRV) and radiation therapy in 
experimental glioblastoma models. RRV efficiently spread to almost all the cells in commercially 
available glioblastoma cell lines including U87 and radioresistant U87EGFRvIII cells, whereas only 
50% of the cells were infected in patient-derived glioblastoma stem-like cells. In stability assay, 
RRV was shown to safely maintain its ability of infection even after the irradiation. In survival 
study, mice harboring brain tumor with U87EGFRvIII cells were treated with combination of RRV 
prodrug system and radiation therapy showed significant elongated survival time compared to other 
groups. In conclusion, our RRV prodrug gene therapy system efficiently enhanced the anti-tumor 
effect of radiation therapy in experimental glioblastoma. Improved infection to glioblastoma 
stem-like cells should be further investigated.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 膠芽腫　遺伝子治療　放射線治療　ウイルスベクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は最も予後不良の原発性悪性脳腫瘍の一つであり、新規治療法開発が切望されている。我々は本研究で、
増殖型レトロウイルスベクター（RRV）を用いたプロドラッグシステムの放射線治療への増強効果について、膠
芽腫細胞株を用いた基礎的研究、前臨床研究を行う事で検証した。その結果、RRVは膠芽腫細胞に広く感染して
放射線照射を受けた後も安定してその感染能力を維持することが判明し、特にマウス脳腫瘍モデルにおいて効果
的に放射線治療の抗腫瘍効果を増強させることが明らかとなった。これらの結果は現在論文として発表されるべ
く準備が進んでおり、将来的には膠芽腫患者を対象とした臨床応用が期待される。

※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 
膠芽腫は原発性悪性神経膠腫の中で最も発生頻度が高く予後の悪い WHO Grade IV に分類さ

れる悪性腫瘍であり、標準治療として手術による可及的摘出に加えて放射線治療と
temozolomide による化学療法が行われるが、5 年生存割合が 10%、生存期間中央値が約 14 か
月と不良であり、新規治療法の開発が急務である。 
近年米国において、自己増殖型レトロウイルスベクター（RRV; retroviral replicating vector）

を用いたプロドラッグ活性化遺伝子治療システムが開発され、現在膠芽腫を主な対象として臨
床応用が進められている。本研究で用いる RRV は従来の非増殖型ベクターの持っていた弱点で
ある腫瘍内での感染効率を大幅に改善した新規自己増殖型レトロウイルスベクターで、これま
でに悪性脳腫瘍を含む種々のがん細胞に対して複数の Phase I/II 臨床試験が行われ、その安全
性が確立している。この RRV は被膜内に核移行シグナルを持たないため静止期の細胞では感
染・増殖を行うことができない。活発に分裂する細胞にのみ感染し、そのゲノム DNA に組み
込まれる。脳腫瘍細胞は活発な分裂能を有するため、極めて効率的な腫瘍選択性を示す。更に今
回導入するプロドラッグ活性化遺伝子として、コドン最適化した cytosine deaminase (CD)を選
択している。脳腫瘍内へ到達した RRV は上述の機序により腫瘍細胞選択的に感染・増殖を繰り
返して脳腫瘍全体に広がり、腫瘍細胞内に CD を発現する。その状態で経口投与された中枢神経
系抗真菌薬である 5-FC は、脳血液関門(BBB)を通過して脳内へ到達し正常細胞へは悪影響を及
ぼすことなく脳腫瘍細胞特異的に発現する細胞内 CD の存在下で殺細胞効果を持つ 5-FU に変
換される。細胞内で局所的に生み出された高濃度の 5-FU によって脳腫瘍細胞は選択的に障害さ
れ、バイスタンダー効果も手伝って強い抗腫瘍効果を示す。 
研究代表者らは 5-FU が放射線感受性増強作用を持つことに着目し、これまでに放射線治療抵

抗性を持つルシフェラーゼ発現型の脳腫瘍細胞株(U87EGFRvIII-Fluc2)を、ex vivo に腫瘍細胞
内に 5-FU を導入して放射線照射を施した後にヌードマウス脳内へ移植してその動態を検討し
た結果、プロドラッグシステムは強い放射線感受性増強効果をもたらすことを見出した
(Takahashi M. et al, Cancer Gene Ther 2014)。本研究によって、従来放射線治療抵抗性であっ
た膠芽腫においてプロドラッグシステムとの併用によって放射線治療の効果が増強できる可能
性がある。 
 
２．研究の目的 

RRV を用いたプロドラッグシステムと放射線治療の併用による膠芽腫細胞に対する治療効
果の確認を行う事を目的とした。具体的には、市販の膠芽腫細胞株、および患者由来膠芽腫細胞
を用いたプロドラッグシステムと放射線治療を併用することで in vitro と in vivo で放射線増感
効果獲得により殺細胞効果、および生存延長効果を示すことを確認すること目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) RRV 感染性スクリーニング（spread assay） 
市販の膠芽腫細胞株である U87 と、放射線治療抵抗性を示す膠芽腫細胞株である U87EGFRvIII

を用いて先行研究と同様の手法で GFP を発現する RRV-GFP を感染させ、経時的に flowcytometry
を用いて感染細胞数を計測して RRV が効率的に感染するかどうかを確認した。また、当院ではこ
れまで膠芽腫患者の手術検体から無血清培地浮遊条件での脳腫瘍幹細胞培養およびマウス皮下
移植による生体内継代を試み、多数の膠芽腫細胞株を樹立しているため、これらの細胞を用いて
同様に感染効率を確認した。 
2）RRV の安定性の確認（stability assay） 
上記の効率的に感染が確認された細胞株において、RRV が感染することにより感染細胞から産

生される RRV が、放射線照射を受けた後に度重なる感染、産生サイクルを経ても長期的に安定し
て感染能を有する RRV が産生されるかを判定する。各タイムポイントにおいて RRV を採取し、
DNA を抽出して PCR 法で確認することで RRV の感染力が安定して持続しているかを評価した。 
3）プロドラッグシステムと放射線治療の併用下での殺細胞効果の確認(clonogenic assay) 
上記の効率的に感染が確認された細胞株において、5-FC 投与下に放射線治療を併用すること

でその相乗的な殺細胞効果の有無を検証した。 
4）マウス脳腫瘍モデルでのプロドラッグシステム併用放射線治療実験（survival assay） 
 上記の効率的に感染が確認された細胞株を用いて、免疫不全マウスへ定位脳移植することで
マウス脳腫瘍モデルを作成して、脳腫瘍が形成されたのちに RRV を定位的に腫瘍内投与し、5-FC
と放射線治療の併用によるマウス生存期間を観察することで脳腫瘍モデルにおけるプロドラッ
グシステムの放射線治療増強効果を検証した。 
 
４．研究成果 
1）U87 細胞、および U87EGFRvIII 細胞に GFP を発現する RRV-GFP を感染させたところ、両者と
もに RRV に対して高い感染効率を示した。それぞれ感染から day 9、および day 12 で共に感染
細胞割合は 95%を超え、その後も day 24 まで安定して GFP 発現細胞割合は維持されていた。し
かし、患者由来細胞株である浮遊細胞株である MGG152 細胞、GS-Y03 細胞、GSC23 細胞を用いて
同様の感染実験を行ったところ、予想に反して RRV の感染細胞割合はほぼ 50%程度と低くとどま
っていた。これらの結果は、MOI を 1, 2, 5 と増量させても大きな変化はなく、浮遊細胞に対す



る RRV の感染効率が低い結果となった。 
 
2）U87、および U87EGFRvIII に RRV を感染させた後に放射線治療を併用して被爆後の RRV の安
定性を評価した。感染細胞から産生されて培地に出現した daughter RRV を新しく naïve U87、
および U87EGFRvIII に感染させ、その培地から得られた RRV をさらに naïve cells に感染させ
ることを繰り返して、得られた RRV の安定性を PCR で評価したところ、放射線照射を受けていな
い RRV と同等に放射線照射を受けた RRV は感染から 9 継代目においても安定して感染力を維持
していた。 
 
3）続いて放射線治療抵抗性の U87EGFRvIII 細胞を用いて clonogenic assay を行った。RRV によ
り CD を発現させた膠芽腫細胞株に対して、5FC の存在下／非存在下に放射線治療を併用して
surviving fraction を測定したところ、RRV プロドラッグシステムと放射線照射を併用した群
はそれ以外の群に比べて有意差をもって生細胞数が減少していた。 
 
4）放射線治療抵抗性の U87EGFRvIII 細胞を
定位的にヌードマウスの脳に移植して作成
したマウス脳腫瘍モデルに対して、定位的
に RRV を投与することで脳腫瘍内に CD を
発現させた。そののちに、対照群、放射線
治療群、5FC 群、放射線治療+5FC 群に振り
分けてそれぞれの治療を行いマウスの生存
を確認したところ、放射線治療+5FC 群のマ
ウスの生存期間は他群に比べて有意に延長
しており、放射線治療単独群に対して生存
期間延長効果が極めて高いことが明らかに
なった。 
 
以上から本研究により我々のプロドラッグシステムは膠芽腫細胞に対して放射線治療の効果

を増強する可能性があることが判明したと同時に、膠芽腫細胞の治療抵抗性の原因となると考
えられる腫瘍幹細胞集団への感染効率は改善の余地があることが明らかとなった。 
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