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研究成果の概要：正常細胞に影響を与えず腫瘍細胞のみを細胞死へ誘導する TNF  Related 
Apoptosis Inducing Factor (TRAIL)あるいは抗腫瘍性サイトカインであるインターロイキン
(IL)12 遺伝子を組み込んだ幹細胞を悪性グリオーマに対する治療用細胞として利用する可能
性を探るべく、ヒト可溶性 TRAIL を分泌させるためのベクターの構築、ヒト IL12 分泌用ベク
ターの構築ならびに我々が開発したグリオーマ特異的抗体を利用し治療標的性を持たせるため
に抗体遺伝子を導入用のベクターを構築した。さらにグリオーマの標的療法に利用できる薬物
の検討も行い、MMI-166、Fasudil ならびに Arucanolide がヒト・グリオーマ細胞に対して抗腫
瘍効果を持つことが示唆される結果を得た。 
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１．研究開始当初の背景 

悪性グリオーマは、ヒト悪性腫瘍の中でも
最も治療が困難な腫瘍の一つで、新世代の治
療法の確立が期待されている。我々は、ウイ
ルス・ベクター以外の安全性の高いベクター
を悪性グリオーマをはじめとした中枢神経
系疾患への治療手段として用いる可能性も
探っている。 

近年、血管内投与されたミクログリアや脳
内に移植された神経幹細胞 (neural stem 
cell: 以下 NSC) は腫瘍や損傷部、炎症部へ
遊走するという報告がなされ、ミクログリア

や NSCは中枢神経疾患治療用の道具として脚
光を浴びている。我々はすでに骨髄由来のミ
クログリアを細胞・遺伝子工学的に改変し、
中枢神経疾患の診断・治療に用いる研究にも
着手している。一方、NSC は細胞表面に MHC 
classⅡ分子の発現が認められず、 MHC class 
I 分子も低発現であり、移植後の急性拒絶反
応を起こしにくい細胞であることが明らか
となっており、中枢神経病変に対する細胞療
法のドナー(donor) 細胞にふさわしいと考
えられている。 
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２．研究の目的 
ミクログリアや NSCを用いた悪性グリオー

マ特異的な細胞療法についての基礎的研究
を行うことを目論んだ。ミクログリアや NSC
が元来備えている腫瘍近傍へ遊走する性格
を利用するだけでなく、悪性グリオーマへの
標的性を高める手段して、共同研究者（清水
惠司）が開発したヒト悪性グリオーマに対す
る特異抗体を利用すること、正常細胞にはほ
とんど影響を与えず腫瘍細胞のみをアポト
ーシスへ誘導する TNF  Related Apoptosis 
Inducing Factor (TRAIL)を利用すること、
さらに IL-12などの抗腫瘍性サイトカインを
ベクター細胞に標的悪性グリオーマ細胞の
近傍でのみ分泌させるシステム（tet-on 
system）の利用を考えた。まずは TRAIL や
IL-12 の遺伝子をマウスの幹細胞やミクログ
リア細胞に組み込み、マウス脳腫瘍モデルに
おける抗腫瘍効果を検討することを研究の
基本構想とした。さらにヒト・グリオーマに
対する TRAILの抗腫瘍効果を増強したり相乗
効果が期待できる他の標的療法についても
同時に検討することとした。 
 
３．研究の方法 

(1) NSCやミクログリアを用いたグリオーマ

特異的な細胞療法についての基礎的研究 

①Human sTRAIL を分泌させるためのベクタ

ーの構築：順天堂大学免疫学教室の八木田秀

雄博士より供与を受けたhuman TRAILの

plasmid DNA (human TRAIL/pMKIT neo) か

foward primer: 5’-cagaggaagaagcaacaca-  

3’, reverse primer: 5’-aaaaggccccgaa 

aaac - 3’を用いてsoluble (s) TRAILの 

coding region (95-281) をPCR にて増幅し

た 。 分 泌 シ グ ナ ル を 持 っ た ベ ク タ ー

(pSecTag2/Hygr)はInvitrogen 社より購入

し、このベクターのマルチ・クローニングサ

イトへ増幅したsTRAIL のcDNA断片を挿入し

た。その後、ベクターが予定通りに構築でき

たか塩基配列を確認するため sequenceを行

った。配列を確認したsTRAIL分泌用ベクター

(pSecTag2-sTRAIL)をAmerican Type Culture  

Collection (ATCC)より購入したNIH/3T3細胞

へ遺伝子導入し、安定発現株を選択した。安

定発現細胞においてsTRAILが分泌されてい

ることを確認するためにPCR、western blot

ならびにELISAを行った。次に遺伝子導入さ

れたNIH/3T3細胞がヒト・グリオーマ細胞の

apoptosisを誘導することを確認するため、

sTRAIL安定分泌NIH/3T3細胞2×105個を10cm 

デッシュで培養し、培養上清を回収し、この

培養上清をTRAILに感受性があると報告され

ているU87MG細胞の培地へ添加しU87MG細胞

のapoptosis assay を行った。Apoptosis 

assayには、Cell Death Detection ELISA 

(Roche Diagnostics)を用いた。 

②Human IL12を分泌させるためのベクターの

構築： ヒトIL12 (p35) の cDNA はOriGene

社より購入した。IL12 cDNAをPCR にて増幅し、

分泌シグナルを持ったベクタ－(pSecTag2/ 

Hygro;Invitrogen）へ挿入し、ベクターが予

定通りに構築できたか塩基配列を確認するた

め sequenceを行った。完成したIL12分泌用ベ

クター(pSecTag2-IL12)をNIH/3T3細胞へ遺伝

子導入し、安定発現細胞が分泌するIL12の効

果をSTAT4 のリン酸化により確認した。 

③ グリオーマ特異的抗体 (ONS-M21 抗体)の

scFv を細胞表面に発現させるためのベクタ

ーの構築：ヒト型ONS-M21 抗体のハイブリド

ーマからVH およびVL のcoding regionをPCR

にて増幅した。細胞表面タンパク発現型ベク

ター(pDisplay) はInvitrogen社より購入し

た。増幅したVH およびVL のcoding region

ならびにそれらを連結するリンカー配列を

pDisplay へ挿入し(ONS-M21-pD) 、遺伝子挿

入を確認するためにsequenceを行った。次い

でONS-M21-pDのうちのVH、VL、リンカー配列

ならびに PDGF receptor の trans-membrane 

domainのcoding sequence、myc-tag を含んだ

断片をPCRにて増幅した。ピューロマイシン選

択性ベクターpBApo-CMV Pur はタカラバイオ

(株)より購入し、このベクターへ増幅したDNA

断片の挿入を試みた。構築されたベクターの

塩基配列の確認のため、sequenceを行った。 

④マウス・ミクログリア細胞(MEB5)への tet 

反応性遺伝子の導入：テトラサイクリン応答

配列を導入導入用のベクターであるpTet-On 

Advanced vectorはタカラバイオ(株)より購

入した。またMEB5細胞は財団法人ヒューマン

サイエンス研究資源バンクより購入した。

pTet-On Advanced vector を用いてMEB5細胞

へのテトラサイクリン応答配列の導入を行

い、遺伝子導入の確認のため、transfection 

後のMEB5細胞からtotal RNAを分離し、RT-PCR

を行った。 

 (2) ヒト・グリオーマ細胞株に対する
MMI-166 の抗腫瘍効果について  

Matrix metalloproteinases (MMPs) は腫

瘍細胞の浸潤や腫瘍血管の新生に深く関わ

っているとされる。今回、MMP-2,9の阻害剤

であるMMI-166を塩野義製薬より供与を受け、

ヒト・グリオーマ細胞株の浸潤、血管新生、

増殖に与える影響を検討した。T98G、U87MG、

ONS12 の3種のヒト悪性グリオーマ細胞株を

用いた。ONS12は患者の手術摘出組織の

primary culture から樹立した細胞である。 

①腫瘍細胞のMMP-2,9 のタンパク発現に対



するMMI-166の影響：ヒト・グリオーマ細胞

を24ウェル・プレートで培養し、培養液中に

10μＭのMMI-166を添加し24時間培養を行っ

た後に培養上清を回収し、MMP-2,9のタンパ

ク濃度をEKISA kit(Amersham Pharmacia)を

用い測定し、コントロール群（MMI-166 非投

与）と比較した。 

②腫瘍細胞のMMP-2,9 のmRNA発現に対する

MMI-166の影響：ヒト・グリオーマ細胞を24

ウェル・プレートで培養し、培養液中に10μ

ＭのMMI-166を添加し24時間培養を行った後

に細胞を回収し、total RNA を分離し、以下

のprimerを用いてRT-PCRを行い、コントロー

ル群（MMI-166 非投与）と比較した（MMP-2 

forward primer, 5′-GAG ATC TGC AAA CAG 

GAC-3′ and MMP-2 reverse primer, 5′-TTG 

GTT CTC CAG CTT CAG-3′; the sequences of 

the MMP-9 forward and reverse primers were 

5′-GAA TTC AGA ACC AAT CTC GAC AGG CA-3′ 

and 5′- GAA TCC AGA ACC AAT CTC ACC GAC 

AGG CA-3′）。 

③腫瘍細胞から産生されるゼラチナーゼ活

性 への MMI-166 の影響：gelatin zymography 

kit(YAGAI)を用いて行った。ヒト・グリオー

マ細胞を6ウェル・プレートで10%FBS加 DMEM

で培養し 80% confluent に達したところで、

培地を O.1%BSA 加 DMEM へ変更し 24時間培養

した上で培養上清を回収した。この培養上清

に対して各種濃度(0.1－100 μM）の MMI-166 

を加え gelatin zymography を行い、コント

ロール群（MMI-166 非投与）と比較した。 
④腫瘍浸潤へのMMI-166の影響：腫瘍細胞の

浸潤に対する影響は Matrigel invasion 

assayにて評価した。BD Bioscience 社の

Transwell Invasion Chamber を 使 用 し

culture insert 法で行った。Lower chamber 

は走化性因子として12.5μg/dl フィブロネ

クチンを用いた。底面に8μmの小孔を持った

PET膜を有するupper chamber内に5×104個の

グリオーマ細胞を培養し、upper chamber内

には各種濃度（0.1－100 μM）のMMI-166 を

加えた。23時間後にinsert culture を回収

し、PET膜の上面のゲルや残存細胞を綿棒で

きれいに除去し、PET膜の下面を70%エタノー

ルで固定し、Matrigelを超えPET膜の下面へ

到達した細胞数をカウントし、コントロール

群（MMI-166 非投与）と比較した。 

⑤腫瘍が誘導する血管新生へのMMI-166の影

響：腫瘍細胞が誘導する血管新生に対する影

響を評価するため、in vitro angiogenesis 

assay を行った。クラボウ社 (大阪 )製

angiogenesis kit を使用した。このkitには、

ヒト線維芽細胞とヒト臍帯静脈血管内皮細

胞(Human Umbical Vein Endothelial Cell: 

HUVEC)が共培養されており、HUVECが管腔形

成(tube formation)し始めたところで出荷さ

れている。このkitの培地の上へ、底面のPET

膜に1μmの小孔を持ち液性因子は通過可能

なinsert culture を設置し、このinsert 

culture内にヒト・グリオーマ細胞を培養す

ることで、ヒト・グリオーマ細胞から分泌さ

れるVEGFなどの血管新生誘導因子がHUVECへ

作用できるようにし、この状態で共培養を行

い、11日目にkitの細胞を4% paraform- 

aldehyde (PFA) で固定し、抗CD31抗体で免

疫組織染色し、HUVECによるtube formation

を観察した。新生血管誘導の評価は、図1 の

ようにグリッドとtube for mationの交点の

数を定量化し、コントロール群（MMI-166 非

投与）と比較した。 

 

図1 

  
⑥腫瘍細胞の増殖に対する MMI-166 の影響：

MTT assay を行った。グリオーマ細胞 1×105

個を 96 ウェル・プレートで培養し、培養液

中に各種濃度(0.1-100μM）の MMI-166 を加

えて培養した。24 ならびに 48 時間後に培養

液中に 50μlの MTT 溶液（MTT 2mg を 1ml PBS

に溶解したもの）を加え、プレートリーダー

にて 570nm の吸光度を測定し、それぞれコン

トロール群（MMI-166 非投与）と比較した。 

 (3) ヒトグリオーマ細胞株に対する
Fasudil (HA-1077)の抗腫瘍効果について 

悪性腫瘍においては small GTPase Rho が
活性化されており腫瘍活性に影響を与えて
い る と 言 わ れ る 。 そ こ で Rho-kinase 
inhibitor である Fasudilの抗腫瘍効果につ
いて検討した。T98G、U87MG、ONS12 の 3 種
のヒト悪性グリオーマ細胞株を用いた。
Fasudil は Calbiochem 社から購入した。 
①腫瘍細胞の浸潤に対する Fasudil の影響：
MMI-166 を 用 い た 検 討 と 同 様 の 手 法 
(Matrigel invasion assay)にて評価した。
Fasudil の濃度は 0.1-100μM とし、コントロ
ール群(Fasudil 非投与)と比較した。 
②腫瘍が誘導する血管新生への Fasudilの影
響：MMI-166 を用いた検討と同様の手法 
(Angiogenesis assay)にて評価した。Fasudil
の濃度は 0.1-100μM とし、コントロール群
(Fasudil 非投与)と比較した。 
③腫瘍細胞の増殖に対する Fasudil の影響：
MMI-166 を用いた検討と同様の手法 (MTT 



assay)にて評価した。Fasudil の濃度は
0.1-100μM とし、コントロール群(Fasudil
非投与)と比較した。 
 (4) ヒト・グリオーマ細胞株に対する 
Arucanolide の抗腫瘍効果について  

植物から抽出される セスキテルペノイド
化合物  （sesquiterpene lactone） は、 
抗炎症作用を持つことが知られている。 新
規 セ ス キ テ ル ペ ノ イ ド 化 合 物 で あ る
Arucanolide がヒトグリオーマ細胞株に与え
る影響を検討した。Arucanolide は岐阜交際
バイオ研究所の中川義仁博士より供与を受
けた。用いたヒト・グリオーマ細胞は、SNB19
と U87MG である。 
①腫瘍細胞の増殖に対する Arucanolideの影
響：MMI-166 を用いた検討と同様の手法 (MTT 
assay)にて評価した。Arucanolide の濃度は
1-10 μMとし、コントロール群(Aruca nolide 
非投与)と比較した。 
②腫瘍が誘導する血管新生への Arucanolide
の影響：MMI-166 を用いた検討と同様の手法 
(Angiogenesis assay) に て 評 価 し た 。
Arucanolide の濃度は 0.1-10μM とし、コン
トロール群(Arucanolide 非投与)と比較した。 
③腫瘍細胞の浸潤に対する Arucanolideの影
響：MMI-166 を用いた検討と同様の手法 
(Matrigel invasion assay)にて評価した。
Arucanolide の濃度は 0.1-10 μM とし、コン
トロール群(Arucanolide 非投与)と比較した。 
 
４．研究成果 
(1) ミクログリアや NSCを用いたグリオーマ
特異的な細胞療法についての基礎的研究 
①Human sTRAIL を分泌させるためのベクタ
ーの構築： sTRAIL の coding region を PCR 
にて増幅し、分泌シグナルを持ったベクター
（pSecTag2/Hygro）へ挿入し、sTRAIL 分泌用
ベクターを構築し、sequence を行い、塩基
配列を確認した。 
            図 2a 
              RT-PCR           
こ の ベ ク タ ー で
NIH/3T3 細胞へ遺伝
子導入し、ハイグロ
マイシンにて細胞を
選択し、安定発現株
を得た。この細胞に
おいて sTRAILが分泌
されていることを
RT-PCR （ 図 2a) 、
western blotting(図
2b)および ELISA(図
2c)にて確認した。
sTRAIL gene を導入した NIH/3T3-pSegTag2- 
sTRAIL では sTRAIL のタンパクや mRNA の発
現を認めるが、元の NIH/3T3 細胞や空ベクタ
ーのみを transfection した NIH/3T3 細胞

(NIH/3T3-pSegTag2)においては sTRAIL のタ
ンパクや mRNA の発現を認めなかった。 
 

図2b              図2c 
Western blotting       ELISA 
 

     

次にこの安定発現2×105個を培養し、培養

上清を回収した。この培養上清をU87 MG細胞

の培地へ加えて4時間培養を続行し、その後

U87 MG細胞のペレットを回収し、apoptosis 

assay を行ったところ、コントロール群（細

胞上清非添加）に比べ添加群でapoptosis が

増加していた(図3)。 

図3 Cell Death Detection  

ELISA 
 

②Human IL12 cDNA を
PCR にて増幅し、分
泌シグナルを持った
ベクタ－（pSecTag2/ 
Hygro）へ挿入し、
human IL12 分泌用ベ
ク タ ー を 構 築 し
(pSecTag2-IL12) 、
NIH/3T3 細胞へ遺伝
子導入し、ハイグロマイシンにて細胞を選択
し、安定発現株(pSecTag2-IL12-NIH/3T3 )を
得、この細胞が分泌する IL12 の効果を STAT4 
のリン酸化により確認した(図 4)。 
図4 

western blotting 
1: NIH/3T3細胞, 2: 空

ベクター(pSecTag2/ 

Hygro)遺伝子導入NIH/ 

3T3細胞 
3-6: 選択細胞クローン 

(pSecTag2-IL12-NIH/ 

3T3) 

 

③ONS-M21 抗体のハイブリドーマからVH 

および VL の coding region を PCR にて増幅

し、それらの cDNA に連結用のリンカー配列

を加え、いったん、細胞表面タンパク発現型

ベクター(pDisplay) へクローニングを行っ

た。次いで抗体遺伝子 (VH + VL) 、リンカ

ー配列ならびに PDGF receptor の trans- 

membrane domain の coding sequence、myc- 



tag を含んだ断片を PCR にて増幅し、ピュー

ロマイシン選択性ベクターpBApo-CMV Pur へ

挿入した。構築したベクターの塩基配列を

sequence にて確認した。 

④pTet-On Advanced を用いてテトラサイク

リン応答配列を導入したMEB5細胞を構築し、

遺伝子挿入をRT-PCR にて確認した。 

今後、Tet-On MEB5 細胞へ上記（①-③）のベ

クターを用いて遺伝子導入を行い、細胞表面に

ONS-M21 scFv を発現し、かつテトラサイクリンに

反応して sTRAIL あるいは IL12 を分泌するとい

う、グリオーマ治療用の遺伝子改変 MEB5 細胞の

構築が完成することになり、それら遺伝子改変

MEB5 細胞を用いてヌードマウスの脳へヒト・グ

リオーマ移植モデルにおける細胞療法の効果の検

討を行い、さらに同様の手法でマウス間葉系幹細

胞の遺伝子改変に取りかかる予定である。 
 (2) ヒト・グリオーマ細胞株に対する MMI- 
166 の抗腫瘍効果について  
①腫瘍細胞の MMP-2,9 のタンパク発現に対
する MMI-166 の影響：ELAISA にて評価した
ところ MMI-166投与群では非投与群に比べ培
養上清の MMP-2,9 のタンパク量が低下した。 
②腫瘍細胞の MMP-2,9 の mRNA 発現に対する
MMI-166 の影響： RT-PCR にて mRNA の発現を
評価したところ、MMI-166 はグリオーマ細胞
の MMP-2,9 の mRNA 発現レベルには影響を与
えないことが示された。 
③腫瘍細胞から産生されるゼラチナーゼ活
性への MMI-166 の影響：zelatin zymography
施行したところ、MMI-166 の濃度が上昇する
につれグリオーマ細胞のゼラチナーゼ活性
が抑制されることが示された(図 5)。 
④腫瘍浸潤への MMI-166 の影響：Matrigel 
invasion assay を行ったところ、MMI-166 の
濃度が上昇するにつれグリオーマ細胞の浸
潤が抑制されることが示された(図 6)。 
⑤腫瘍が誘導する血管新生への MMI-166の影
響：Angiogenesis assay にて MMI-166 の濃
度が上昇するにつれグリオーマ細胞によっ
て誘導される新生血管が減少することが示
された(図 7)。 
⑥腫瘍細胞の増殖に対する MMI-166 の影響： 
MTT aasay において MMI-166 はヒト･グリオ
ーマ細胞の増殖に影響を与えなかった。 

以上より MMI-166 が悪性グリオーマ細胞
に対して抗腫瘍効果を持つことが示唆され
た。 
図 5 
Gelatin zymography 

M:  酵素マーカー,  1：T98G, 2: U87MG,  3: OSN12 

 

 
図 6 
Matrigel Invasion Assay 

 

 
図 7 
In vitro angiogenesis assay 

 
(3) ヒ ト グ リ オ ー マ 細 胞 株 に 対 す る 
Fasudil の抗腫瘍効果について  
①腫瘍細胞の浸潤に対する Fasudil の影響：
Matrigel invasion assay を行ったところ、
Fasudil の濃度が上昇するにつれグリオー
マ細胞の浸潤は抑制された(図 8)。 
②腫瘍が誘導する血管新生への Fasudilの影
響：Angiogenesis assay にて Fasudil の濃
度が上昇するにつれグリオーマ細胞によっ
て誘導される新生血管は減少した(図 9)。 
③腫瘍細胞の増殖に対する Fasudil の影響：
MTT assay にて Fasudil はグリオーマの増殖
自体には影響を与えないことが示された。 
以上の結果から、Fasudil がヒト・グリオ
ーマ細胞に対して抗浸潤、血管新生効果を示
すことが示唆された。 
図 8 
Matrigel Invasion Assay 

  Fasudil 濃度:  B, 0.1μM;  C, 1μM;  D, 10μM;  E, 100μM   

E, 100μM  (A, control)  



図 9 
In vitro angiogenesis assay 

Fasudil 濃度:  B, 0.1μM;  C, 1μM;  D, 10μM;   

E, 100Μm    (A, control)  
 

(4) ヒ ト グ リ オ ー マ 細 胞 株 に 対 す る 
Arucanolide の抗腫瘍効果について  

①腫瘍細胞の増殖に対するArucanolideの影

響：MTT aasay にてArucanolide は濃度依存

的にU87MG細胞の増殖を抑制した。 

②腫瘍が誘導する血管新生への Arucanolide
の影響：Fasudil の濃度が上昇するにつれグ
リオーマ細胞によって誘導される新生血管 
が減少した(図 10)。 
③腫瘍細胞の浸潤に対する Arucanolideの影
響：Arucanolide の濃度が上昇するにつれグ
リオーマ細胞の浸潤が抑制された(図 11)。 
以上の結果から、Arucanolide がヒト・グ
リオーマ細胞に対して抗腫瘍効果を示すこ
とが示唆された。 
 
図 10 
In vitro angiogenesis assay 

 
図 11 
Matrigel Invasion Assay 
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