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研究成果の概要（和文）：悪性グリオーマの予後改善を目指し、腫瘍指向性を有する
Multilineage-differentiating stress-enduring cell(Muse細胞)を用いた自殺遺伝子幹細胞療法の開発を行っ
てきた。これまでにHSVtk遺伝子導入Muse細胞(Muse-tk細胞)を用いたin vitro、in vivoの強力な抗腫瘍効果と
腫瘍指向性について明らかにした。今回、①臨床応用の際に必須となるMuse-tk細胞の生体モニタリング法を確
立、②患者由来悪性グリオーマ細胞株における本治療の有効性の検証、③正常脳に対する本治療の毒性について
検証を行う。

研究成果の概要（英文）：We have been developing suicide gene-stem cell therapy using 
multilineage-differentiating stress-enduring cells (Muse cells) to improve the prognosis of 
malignant gliomas. We have demonstrated the potent in vitro and in vivo antineoplastic effect and 
the migration capacity of Muse cells with the thymidine kinase of herpes simplex virus (Muse-tk 
cells). In this study, we will (1) establish in vivo monitoring methods for Muse-tk cells, which is 
essential for clinical application, (2) verify the efficacy of this therapy in a patient-derived 
malignant glioma cell line, and (3) examine the toxicity of this therapy in normal brain tisssues.

研究分野：脳神経外科学

キーワード： Muse細胞　遺伝子細胞治療　単純ヘルペスチミジンキナーゼ　ガンシクロビル　生体モニタリング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
enzyme/prodrugシステムを用いた幹細胞療法は幹細胞が腫瘍組織に遊走する。腫瘍部位特異的に無毒なプロドラ
ッグを細胞障害性物質に変換し抗腫瘍効果を発現するため全身性の副作用が少ない。このため、副作用にて用量
が制限される化学療法に代わる抗がん療法として期待される。また、Muse細胞を使用した遺伝子産物のデリバリ
ーシステムを確立できれば他の遺伝子治療研究にも応用でき、本研究は多大な波及効果を提供できると考えられ
る。さらにHSVtk/GCVシステムを使用した本療法は転移性乳癌や前立腺癌等、他の癌治療への応用も検証されて
おりがん治療のbreakthroughとなることが期待される。

※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 
＜悪性グリオーマ＞全脳腫瘍の約 1/4 を占めるグリオーマは脳内を浸潤性に発育するため手術
療法は大半が非治癒手術となる。残存腫瘍に対しては放射線療法や化学療法が行われるが効果
は限定的であり、最も悪性の膠芽腫では生存期間中央値は 2年に満たない。一方、グリオーマの
再発の多くは腫瘍断端におこる局所再発である。したがって腫瘍の切除断端周辺に浸潤した残
存腫瘍細胞に対し有効な治療が行われれば、予後は飛躍的に改善する可能性がある。<HSVtk/GCV
システムによる自殺遺伝子幹細胞療法(TK 幹細胞療法)>  
この難治な悪性グリオーマに対し、我々は
HSVtk/GCV システムを用いた自殺遺伝子幹
細胞療法(TK 幹細胞療法)の研究開発を行っ
てきた。本法の機序で 
あるが、腫瘍指向性を有する幹細胞に HSVtk
遺伝子を導入した治療細胞(HSVtk 発現幹細
胞, Fig.1①)を腫瘍内に移植し、そこにプ
ロドラッグである GCV②を全身投与すると
治療細胞内で GCV のリン酸化が始まる。治
療細胞は腫瘍細胞に向かって遊走し③、接
着するとギャップジャンクション④を介し
て無毒な一リン酸化 GCV のみが腫瘍細胞に
移行し、腫瘍細胞内でさらにリン酸化が進
み毒性の三リン酸化 GCV⑤に変化。DNA ポリ
メラーゼ阻害によるアポトーシス⑥が誘導
される。この際、周囲の腫瘍細胞に同様のこ
とが起こるため１つの治療細胞で多数の
腫瘍細胞をアポトーシスすることができ
る。これがバイスタンダー効果⑦と言われ
る現象でバイスタンダー効果の程度が本
治療の有効性を左右する。 
 
＜Muse-tk 幹細胞療法＞ 
われわれはこれまで本治療法開発の過程で、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞(Li et al, stem cell 
research, 2011)、ラット骨髄由来間葉系幹細胞(Amano et al, Int J Oncol, 2009)、ラット神
経幹細胞(Li etal, Cancer Gene Ther 2005)、マウス iPS 細胞(Yamazoe et al, Int J Oncology, 
2014)、ヒト Muse 細胞(未発表)等様々な幹細胞の遊走能とバイスタンダー効果について検証し、
良好な結果を示してきた。その中で Muse 細胞は体内に自然に存在する多能性幹細胞であり腫瘍
化の危険性が極めて低く、また市販の間葉系培養細胞からも採取でき線維芽細胞と同程度の自
己複製能を有するため、細胞の分離・培養が容易であり、臨床応用実現可能性の高い幹細胞であ
る。 
 
＜Muse-tk 幹細胞療法の有効性＞ 
本治療法の有効性はバイスタンダー効果の程度と腫瘍組織へ遊走能(腫瘍指向性)の程度に依存
しており、現在までに in vitro、in vivo の検証が終了している。Fig.2 は Muse-tk 細胞とルシ
フェラーゼ遺伝子を導入したヒトグリオーマ細胞株(U87-luc2)を各割合で混合し、マウス脳内
に移植後、GCV または PBS を腹腔内投与した実験で、Muse-tk 細胞は GCV 投与下で 10 倍以上の
数の U87-luc2 の増殖を抑制できる強力なバイスタンダー効果があることを示した。Fig.3 は腫
瘍移植脳と対側の脳に Muse-tk 細胞を
移植すると(①)、脳梁を介して(②)対側
脳の腫瘍周囲に集まり(③)、腫瘍内部に
も侵入していく Muse-tk 細胞(④)の脳
内の移動を捉えた実験である。また、既
存腫瘍に対する腫瘍縮小効果と治療マ
ウスの生存期間が延長することも確認
でき、本治療の有効性を実証するデータ
を集積してきた。 
 
＜Muse-tk 細胞移植の安全性＞ 
Muse 細胞は再生医療に用いられる安全な細胞として開発されているが、ウイルスベクターを使
用して HSVtk 遺伝子導入を行っているため、遺伝子導入活性が高い一方で、外来遺伝子が宿主遺
伝子に組み込まれ、免疫原生や挿入変異、腫瘍原生といった安全面での問題が考慮される。そこ

Fig.1：HSVtk/GCVシステムによる遺伝子幹細胞療法 

Fig.2：バイスタンダー効果 Fig.3：腫瘍部位への遊走能 



で、マウス脳内に移植したヒトMuse-
tk 細胞が GCV投与後完全に消失する
のか否かをヒト特異的配列である
Alu シーケンスを real-time PCR に
て検出する方法を用いて遺伝子レベ
ルで解析したところ、Aluシーケンス
は検出されなかったことから、移植
した Muse-tk 細胞は GCV 投与後完全
に消失する安全な治療細胞であるこ
とが確認された(Protocol, Fig. 4:
未発表)。 
 
２．研究の目的 
悪性グリオーマの予後改善を目指し、腫瘍指向性を有する Multilineage-differentiating 
stress-enduring cell(Muse 細胞)を用いた自殺遺伝子幹細胞療法の開発を行ってきた。これま
でに HSVtk 遺伝子導入 Muse 細胞(Muse-tk 細胞)を用いた in vitro、in vivo の強力な抗腫瘍効
果と腫瘍指向性について明らかにした。今回、①臨床応用の際に必須となる Muse-tk 細胞の生体
モニタリング法を確立、②患者由来悪性グリオーマ細胞株における本治療の有効性の検証、③正
常脳に対する本治療の毒性について検証を行う。 
 
３．研究の方法 
解決すべき課題は大きく分けて 3 つある。まずは PET を用いた Muse-tk 細胞の生体モニタリン
グである。本実験では HSVtk 導入細胞を定量的にモニターできる分子プローブを作成すること
から始まる。プローブの作成後、当施設で利用可能な小動物イメージング用 PET を使用し、移植
細胞数に応じたイメージングを行い、感度、空間分解能の検証を行う。感度の検証については二
光子励起顕微鏡を併用し移植細胞の細胞レベルでの有無の確認を行う。2つ目は患者由来悪性グ
リオーマ細胞株に対する in vitro、in vivo バイスタンダー効果並びに腫瘍指向性の検証を行
い、実験の再現性の確認と共に、実臨床反応を反映した結果を得る。3つ目は正常脳に対する本
治療の毒性の検証をアポトーシスに着目し、in vitro・in vivo における real-time 画像解析に
て実施する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) tk 幹細胞の生体モニタリングの開発 
 
臨床応用を視野に入れた場合、移植後の tk幹細胞の腫瘍内分布をモニターすることは GCV の投
与期間を決める上で重要な情報である。そこで PET を用いた tk幹細胞の生体モニタリングの開
発のため PET 分子プローブとして 9-(4-[18F]fluoro-3-hydroxy methylbutyl)guanine(18F-
FHBG)を作成し、予備実験としてヌードマウス脳内に HSVtk 遺伝子導入 U87 ヒトグリオーマ細胞
を当該細胞数移植し小動物用 PET にてイメージングを実施したところ検出に至らなかった。原
因として、マウスに移植した tk 幹細胞数が PET の検出感度に達しなかった可能性があり、移植
細胞数を増やすべく、使用する実験動物をラットに変更し実験を進める計画とした。使用した
HSVtk 遺伝子導入幹細胞は人由来であったため、入手困難な免疫不全ラットの代わりに、免疫抑
制剤を投与した免疫抑制ラットを用いたが PET での検出には至らなかったため、新たに PET 分
子プローブを作成している。また並行して Superparamagnetic iron oxide nanoparticles 
(SPIO)でラベルした間葉系幹細胞を用いた遊走能実験を実施した。脳内に移植した本細胞は対
側脳の腫瘍部位まで遊走することを組織学的に確認した。SPIO に含まれる鉄成分は MRI で検出
されることが分かっており、PET による生体モニタリングの研究を進めると共に、今後 SPIO 標
識間葉系幹細胞の MRI での生体モニタリングの検証実験を進める予定である。 
 
(2) 患者由来グリオーマ細胞株に対する遊走能 
 
まずグリオーマ細胞の培養上清に対する tk 幹細胞の in vitro 遊走能を Matrigel invasion 
chamber を用いて検証した。組織型、悪性度の異なるのグリオーマ細胞株の培養上清に対し、Ｄ
ＭＳＯまたはＦＢＳのコントロールと比較し tk 幹細胞は優位に高い遊走能を示した。さらに、
遊走を誘導する腫瘍因子の同定を行った。具体的には、腫瘍細胞で産生されるサイトカイン(SCF、
VEGF、CXCL12、PDGF-BB など)に対する tk 幹細胞の遊走を Matrigel invasion chamber にて確認
したところ、すべての因子に対する遊走が認められた。次いで、腫瘍細胞培養液にサイトカイン
に対する阻害因子を投与し、遊走が抑制されるかを確認した。すると、阻害剤の濃度に依存して
tk 幹細胞の遊走が抑制されることが分かった。このことから、tk 幹細胞の遊走には患者由来グ
リオーマ細胞の培養上清に含まれる複数のサイトカインが関与していることが分かった。in 

Fig.4：安全性検証実験 Protocol 



vivo 遊走能の検証のため患者由来グリオーマ細胞株をヌードマウス右脳に移植し、1 週間後に
左脳に色素標識した tk幹細胞を移植した。その 1週間後に脳を摘出し、組織学的検討を行った
ところ、tk幹細胞は腫瘍の周囲に集簇し、さらに腫瘍内部にも色素標識された tk 幹細胞が確認
された。 
以上のことから患者由来グリオーマ細胞株に対しても tk 幹細胞は良好に遊走することが示され
た。 
 
(3) 正常脳に対する本治療の毒性の検証 
 
HSVtk/GCV システムは DNA ポリメラーゼ阻害によるアポトーシスによる殺細胞効果を用いた治
療法であり、原理的には分裂細胞のみにアポトーシスが起こるため正常組織を傷害しないと考
えられるが詳細な検討はされていない。そこでtk幹細胞と星状膠細胞(Normal Human Astrocyte: 
NHA)を共培養し、ホスファチジルセリンに強い結合親和性をもつアネキシン A-5 を蛍光色素標
識した試薬を用いて、タイムラプスイメージングにて細胞レベルのアポトーシスの検出を行っ
た。結果として、腫瘍細胞のみにアポトーシスが確認され、NHA にはアポトーシスは検出されな
かった。TUNEL 法を用いて同様にアポトーシス検出実験を行い同様の結果を得た。 
 
以上、tk幹細胞治療の有効性と安産性を示すことができ、今後、GMP 基準に準じた細胞製剤化を
行っている企業と提携し、臨床利用を見据えた tk幹細胞作成を行っていく予定である。 
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