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研究成果の概要（和文）：はじめに、ヒトiPS細胞から分化誘導した神経幹細胞(NSC)にウイルスベクターを用い
てHSV-tK遺伝子を導入した。脳腫瘍モデルマウスにHSV-tk発現NSCを移植し、Ganciclovir (GCV) を投与したと
ころ、著明な治療効果が認められた。つぎにゲノム編集によりHSV-tk遺伝子をiPSに導入したところ、細胞毒性
により安定したiPS細胞株が樹立できなかった。そこで、遺伝子発現誘導システムを用いて、Tet-inducible 
HSV-tk導入iPS細胞を樹立した。治療用NSCを誘導し、脳腫瘍モデルマウスに移植後、GCVとDoxycyclineを投与す
ると、著明な治療効果が確認された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the HSV-tK gene was firstly transduced into neural stem cells
 (NSCs) differentiated from human iPS cells using a viral vector. HSV-tk expressing iPS-NSCs were 
transplanted into human brain tumor model mice, and the effectiveness of this therapy by 
administration of ganciclovir (GCV) was demonstrated. Next, HSV-tk gene was introduced into iPS by 
genome editing, but HSV-tk expressing iPS cell line could not be established due to cytotoxicity. 
Then, Tet-inducible HSV-tk transduced iPS cells were established using gene expression induction 
system. After induction of differentiation into therapeutic NSCs, these NSCs were transplanted into 
brain tumor model mice. After administration of GCV with Doxycycline, a remarkable therapeutic 
effect of this therapy using gene expression induction system was confirmed.

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍幹細胞(BTSC)の存在が明らかとなり、
抗癌剤や放射線治療に抵抗性を示すことから、
グリオーマ治療の重要な標的として解析が急
速に進められている。とくにBTSC は周辺の脳
実質に強く浸潤する性質を有することから、
グリオーマに対する治療効果を高めるために
は、浸潤性のBTSCを根絶することが、最重要
課題であると考えられる。 
遺伝子治療は、従来の治療法とは作用機序
が異なるアプローチであり、様々なウイルス
ベクターが作成された。しかし、これまでの
臨床試験の結果では、グリオーマに対する治
療効果は限定的であった。ウイルスベクター
の腫瘍周辺への拡散が不十分であったことが
治癒に至らなかった主な原因と考えられるが、
ウイルスベクターの多くは治療遺伝子が染色
体にランダムに挿入されるため、挿入部位の
遺伝子変異や周辺遺伝子の活性化、位置効果
による導入遺伝子の不活性化など、様々な問
題が生ずる可能性がある。一方、ごく最近ゲ
ノム編集技術が進み、治療遺伝子を標的細胞
の目的位置に正確に組み込むことが可能にな
り、有効性のみならず安全性も高く、臨床へ
の応用が期待されている。 
神経幹細胞(NSC)は、正常脳組織内を遊走す
る能力と脳腫瘍に集積する性質を有するため、
治療遺伝子を搭載する細胞としての役割が注
目されていたが、NSCを入手することは極めて
困難であった。一方、ごく最近、induced 
pluripotent stem cell(iPS 細胞)の臨床応用
が開始されたことから、ヒトNSCの供給が現実
的になりつつある。 
 
２．研究の目的 
BTSC は、腫瘍周辺の正常脳組織へ浸潤す
る性質を有し、悪性神経膠腫が極めて治療困
難な要因の一つと考えられている。一方、NSC
は、脳内を遊走し脳腫瘍へ集積する性質を有
することから、治療遺伝子を搭載する細胞と
しての役割が注目されている。最近、iPS 細
胞の臨床応用が開始されたことから、ヒト
NSC の供給が現実的になりつつある。そこで
本研究では、治療困難な浸潤性 BTSC の根絶
を目指して iPS 細胞から誘導した NSC を用
いた新たな遺伝子細胞治療の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
 (1) ゲノム編集による自殺遺伝子導入iPS由
来NSCの作成 
安全かつ安定的な遺伝子発現を得ることを
目的として、CRISPR/Cas9システムを使用して、
ハウスキーピング遺伝子であるGAPDH領域に
自殺遺伝子HSV-tkを挿入する。iPS 細胞の
GAPDH領域へのHSV-tK 遺伝子挿入は、Venus 
発現と遺伝子配列解析によって確認する。遺
伝子導入確認後、NSC へ分化誘導する。 
 
(2) in vitroにおけるHSV-tK遺伝子導入iPS

由来NSCによるBTSC殺傷効果の解析 
HSV-tK発現細胞はganciclovir(GCV)をリン
酸化し、周辺の腫瘍細胞を細胞死へ誘導する
(bystander effect)。HSV-tK遺伝子導入NSC
によるin vitroでのヒトBTSCに対する
bystander effectを検証する。 
 
(3) in vivoモデルにおけるヒトNSCの遊走性
とBTSC集積性の解析 
免疫不全マウスに、ルシフェラーゼ遺伝子
導入したヒトBTSCを脳内移植し、ヒトBTSC マ
ウスモデルを作成する。ヒトiPS 由来NSC
（Venus/HSV-tK 遺伝子導入）をヒトBTSC マ
ウスモデルへ移植し、経時的に組織解析する
ことにより、ヒトNSC のBTSC への集積性を解
析する。 
 
(4) ヒトBTSCマウスモデルにおける治療効果
の検討 
①in vivoイメージングおよび生存解析 
ルシフェラーゼ遺伝子導入ヒトBTSCマウスモ
デルに、HSV-tK遺伝子導入・ヒトiPS由来NSC
を移植し、一定期間後にGCV投与を開始する。
具体的には、BTSCをマウス右線条体に移植後、
遺伝子導入ヒトiPS由来NSCをBTSC 移植部位
から1mm 離れた部位に移植する。GCV投与群と
非投与群の治療効果についてIVIS imaging 
system を利用したin vivo腫瘍イメージング
および生存解析を行う。 
②組織学的解析 
治療効果の機序解明のため、上記モデルを作
成後、遺伝子導入ヒトiPS由来NSCを移植し、
GCV投与群と非投与群において経時的に脳組
織を摘出し、組織学的解析を行う。 
 
４．研究成果 
早期に臨床応用可能なプラットファーム
技術を確立するため、すでに臨床応用された
自殺遺伝子治療のHSV-tKとGCVを利用した。
はじめに、ヒト iPS 細胞および iPS 細胞から
分化誘導した NSC の各段階でレンチウイル
スベクターを用いて HSV-tK 遺伝子を導入し、
それぞれの細胞に対する GCV の薬剤感受性
を調べた。 
つぎに、HSV-tK 遺伝子発現 NSC と脳腫瘍細
胞を共培養して、GCV 投与後の脳腫瘍細胞に
対する in vitro での bystander effect を確
認した。in vivo での治療効果の解析は、
HSV-tK 遺伝子発現 NSC をヒト脳腫瘍モデル
マウスに移植し、GCVを投与した。その結果、
コントロールと比較して、著明な治療効果を
認め、本治療法の有効性を証明することがで
きた（特 2017-092973）。 
治療用NSCの安定供給のためには、ヒトiPS
細胞に HSV-tk 遺伝子導入することが望まし
い。レンチウイルスベクターおよびゲノム編
集（CRISPR/Cas9 システム）により HSV-tk 遺
伝子を iPS に導入したところ、細胞毒性によ
り、安定した HSV-tk 発現 iPS 細胞が樹立で
きなかった。そこで我々は、Tet-inducible



システムを用いることにより、この問題を解
決した。Tet-inducible HSV-tk 導入 iPS 細胞
を樹立し、治療用 NSC を誘導し、ヒト脳腫瘍
モデルマウスに移植すると、 GCV と
Doxycycline(Dox)投与により、著明な治療効
果が確認された（特願 2017-092973）。 
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