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研究成果の概要（和文）：細胞移植治療は、様々な疾患に対して従来の治療法よりも長期間かつ高い治療効果を
得られることが報告されている。しかしながら、移植細胞の生存期間や機能を調節可能な方法は存在しないこと
から、過剰な機能発現やがん化などをはじめ細胞移植の安全性は確立されていない。本研究では、生体内に移植
した細胞の機能制御を目的に、inducible Caspase-9（iC9）発現細胞が、iC9特異的アポトーシス誘導剤AP20187
によりアポトーシスするiC9システムを基盤とした細胞増殖制御法を開発した。移植細胞に対してiC9システムを
搭載することにより有効かつ安全な細胞移植治療を実現できると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Cell transplantation therapy can provide longer and higher therapeutic 
effect for various diseases than conventional therapies. However, there is no method to regulate the
 survival and function of transplanted cells, which could cause safety problems because of the 
overexpression of cellular functions or tumorigenesis. In this study, I successfully developed an 
inducible Caspase-9 (iC9) system-based cell regulation method using iC9 gene and iC9-specific 
apoptosis-inducer AP20187 for in vivo regulation of cellular function after transplantation. This 
cell regulation method will realize the safe and effective cell transplantation therapy.

研究分野：細胞治療、DDS、生物薬剤学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、移植細胞の機能を生体内で制御することを目的に、iC9システムを基盤とする細胞増殖制御法の開
発に成功した。本法は、細胞移植治療において重要な課題とされている安全性を飛躍的に改善するものであり、
次世代医療として期待されている細胞移植治療の発展に寄与することが予想されることから、医療の発展を介し
て社会へ貢献できると考える。また、移植細胞の増殖を薬物投与により制御することで、その治療効果を自在に
制御しようとする研究はこれまでに例がなく、生物薬剤学または薬物動態学の概念や技術を細胞移植治療に応用
した点で学術的に意義深いと考える。

※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 
近年、分化万能性を有する induced pluripotent stem（iPS）細胞の樹立を背景に、自己組織から様々
な細胞の調製が可能となり、疾患治療を目的とした細胞移植治療法の開発に期待が高まっている。国
内外における細胞移植治療法の応用例として、間葉系幹細胞による炎症性疾患治療、またはキメラ抗
原受容体 T 細胞によるがん治療などにおいて高い治療効果が証明されており、細胞移植治療法は今
後益々発展することが予想される。しかしながら、細胞移植による有害事象発現時や疾患治療後の移
植細胞を除去または制御する手法についてはこれまでほとんど開発されていないことから、細胞移植治
療法における安全性については確立されていないのが現状である。研究代表者は、生体内における移
植細胞の制御が困難な理由として、移植細胞に対して特異的に作用する手法が存在しない点にあると
考え、細胞が発現する特定の遺伝子に対して特異的に作用する薬物による細胞自殺に着目した。細胞
自殺は、自殺遺伝子を発現する細胞に特定のアポトーシス誘導剤を投与することでアポトーシスを誘導
する現象であり、移植細胞に自殺遺伝子を発現させることでアポトーシス誘導剤投与による細胞機能の
制御が可能になると考えられる。Inducible Caspase-9（iC9）遺伝子は、アポトーシス誘導剤 AP1903 によ
ってヒトカスパーゼ 9 の活性化を誘導する自殺遺伝子であり、従来の細胞自殺と比較して AP1903 が生
物活性を有さないことやヒトへの免疫原性が低い点で優れているだけでなく、アポトーシスの誘導が極
めて速い細胞自殺システムとして注目されている。すでに、iC9遺伝子を間葉系幹細胞や iPS細胞から
調製したキラーT 細胞へ遺伝子導入することにより、移植した細胞を AP1903 投与によって除去可能で
あることが報告されていることから、iC9 遺伝子が細胞移植における安全性を確保する必須遺伝子にな
り得ると考えられる。しかしながら、移植した iC9 発現細胞は AP1903 投与によって除去可能であること
が報告されているのみで、iC9 遺伝子による細胞増殖制御法は確立されていないのが現状である。研
究代表者はこれまでに、薬物送達に関する知識を細胞に応用し、細胞移植後の体内動態解析または
生存期間の延長に成功してきた。また、薬物投与によって生体に移植した細胞を制御する手法の確立
にいち早く着手し、自殺遺伝子の herpes simplex virus thymidine kinase（HSVtk）遺伝子と HSVtk発現
細胞のアポトーシス誘導剤ガンシクロビル（GCV）を用いた細胞自殺による細胞増殖制御法の確立を試
みてきた。そこで、これらの成果を iC9遺伝子に応用することにより、細胞への iC9遺伝子導入と iC9特
異的アポトーシス誘導剤AP1903またはAP20187投与による優れた細胞制御法を開発できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、iC9 遺伝子と AP20187 による細胞増殖制御法を確立することにより、有効かつ安全な
細胞移植治療の実現を試みた。具体的には、細胞自殺に必要な iC9 遺伝子の発現量及び AP20187
量を in vitro及び in vivoにおいて明らかにすることで、iC9システムによる細胞増殖制御法を開発した。
また、iC9 遺伝子とは別の自殺遺伝子として HSVtk 遺伝子を利用した細胞増殖制御法を確立し、比較
検討を行った。さらに、自殺遺伝子と抗腫瘍性サイトカインである interferon gamma（IFNg）を発現する
間葉系幹細胞を担がんマウスに移植することで疾患治療を試みるとともに、細胞自殺を介した細胞増殖
制御を応用することで機能調節可能な細胞介在型遺伝子治療が開発可能かについても評価した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養 
マウス膵  細胞株MIN6細胞、HSVtk発現MIN6細胞、NanoLucルシフェラーゼ（Nluc）発現MIN6
細胞、Nluc 発現  MIN6/HSVtk 細胞は、9% FBS、0.6% 抗生物質－抗真菌剤混合溶液、0.9% 
StemSure 50 mmol/L MTG（×100）を添加した DMEM培地で、37C、5% CO2、加湿条件下で培養した。
マウス間葉系幹細胞株 C3H10T1/2 細胞、C3H10T1/2/HSVtk 細胞、C3H10T1/2/IFNg 細胞、
C3H10T1/2/HSVtk/IFNg 細胞、C3H10T1/2/Nluc 細胞、C3H10T1/2/HSVtk/Nluc 細胞は、15% FBS、
0.6% 抗生物質－抗真菌剤混合溶液を添加した DMEM 培地で、37C、5% CO2、加湿条件下で培養
した。ホタルルシフェラーゼ（luc）発現マウス結腸癌細胞株 colon26/luc 細胞は、10% FBS、0.6% 抗生
物質－抗真菌剤混合溶液を添加した RPMI培地で、37C、5% CO2、加湿条件下で培養した。ヒト間葉
系幹細胞株 UE7T-13 細胞、UE7T-13/HSVtk 細胞、UE7T-13/iC9 細胞、UE7T-13/HSVtk/Nluc 細胞、
UE7T-13/iC9/Nluc 細胞は、10% FBS、0.6% 抗生物質－抗真菌剤混合溶液を添加した DMEM 培地
で、37C、5% CO2、加湿条件下で培養した。なお、遺伝子安定発現株の培養には遺伝子発現の維持
を目的に各種抗生物質を添加した。 
 
（２）実験動物 

8－10週齢雄性 C57BL/6 マウスは、日本エスエルシー株式会社より購入し、SPF環境下で飼育した。
5週齢雄性 BALB/c Slc-nu/nuマウスは、日本エスエルシー株式会社または三協ラボサービス株式会社
より購入し、SPF 環境下で飼育した。動物実験は、京都薬科大学および東京理科大学における動物実
験委員会による承認を受けて実施した。また、動物が関与するすべての実験は、国立衛生研究所の実
験動物の管理と使用に関する指針に概説されている原則と手順に従って実施した。 
 



（３）GCVによるMIN6/HSVtk細胞の増殖制御 
MIN6細胞またはMIN6/HSVtk細胞を 12ウェル細胞培養プレートに 1105細胞／ウェルとなるように
播種し、37C、5% CO2、加湿条件下で一晩培養した。翌日、様々な濃度の GCV を含有する培地に交
換し、4 日ごとにトリパンブルー色素排除法を用いて細胞数を計数した。動物実験においては、
MIN6/Nluc細胞またはMIN6/HSVtk/Nluc細胞をマトリゲルと混合して、3106細胞／マウスとなるように
C57BL/6マウスの背部皮下に移植した。細胞を移植して 7日後から 100 mg/kgの投与量で GCV溶液
を細胞移植部位に 3 日間連日投与した。マウスにおける細胞由来の発光は、Nano-Glo assay reagent 
を細胞移植部位に投与後、IVIS イメージングシステムを用いて検出した。 
 
（４）MIN6/HSVtk細胞を移植後のストレプトゾトシン誘発 1型糖尿病マウスにおける血糖値制御 

MIN6細胞または MIN6/HSVtk細胞をマトリゲルと混合して、3106細胞／マウスとなるようにストレプ
トゾトシン誘発 1型糖尿病C57BL/6マウスの背部皮下に移植した。細胞を移植後、血糖値が 150 mg/dL
以下になったマウスに対して 50 mg/kgの投与量で GCV溶液を連日腹腔内投与した。マウスの血糖値
は LIFE CHECK と ACCU-CHEK を用いて、一週間に 2回採血して測定した。 
 
（５）Colon26/luc 細胞の増殖に対するC3H10T1/2/IFNg細胞またはC3H10T1/2/HSVtk/IFNg細胞の効
果 

Colon26/luc細胞を 12ウェル細胞培養プレートに 2.5104細胞／ウェルとなるように播種し、37C、5% 
CO2、加湿条件下で一晩培養した。翌日、C3H10T1/2/IFNg 細胞または C3H10T1/2/HSVtk/IFNg 細胞
を、colon26/luc 細胞を播種したウェルに 2105細胞／ウェルとなるように播種し、37C、5% CO2、加湿
条件下で 48 時間共培養した。その後、細胞を細胞溶解液で溶解し、Picagene キットを用いてライセー
ト中の発光強度を EnVision multi-label plate readerで測定した。動物実験においては、2.5105細胞の
colon26/luc細胞と 2106細胞の C3H10T1/2細胞、2106細胞の C3H10T1/2/IFNg細胞、5106細胞の
C3H10T1/2/HSVtk/IFNg 細胞をそれぞれ混合して、BALB/c Slc-nu/nu マウスの背部皮下に移植した。
その後、一週間に 2 回ノギスを用いて腫瘍径を測定した。腫瘍径の体積は、（腫瘍の長径）（腫瘍の短
径）20.5236の式を用いて算出した。 

 
（６）GCVによるマウスに移植した C3H10T1/2/HSVtk/Nluc細胞の除去 

C3H10T1/2/HSVtk/Nluc 細胞をマトリゲルと混合して、1106 細胞／マウスとなるように BALB/c Slc-
nu/nu マウスの背部皮下に移植した。細胞を移植して 7 日後、50 mg/kg の投与量で GCV 溶液を細胞
移植部位に 3 日間連日投与した。細胞由来の発光は、Nano-Glo assay reagent を細胞移植部位に投
与後、In-Vivo Xtreme イメージングシステムを用いて検出した。また、C3H10T1/2/HSVtk/IFNg 細胞を、
5106細胞／マウスとなるように BALB/c Slc-nu/nuマウスの背部皮下に移植した。その後、50 mg/kgの
投与量で GCV溶液を細胞移植部位に 12時間おきに 10日間連日投与した。その後、マウスの皮膚を
回収してホモジナイズしたサンプルを 10,000 g で 10 分間遠心分離し、上清中の IFNg 濃度を ELISA
法を用いて測定した。 
 
（７）アポトーシス誘導剤に対する UE7T-13/iC9細胞と UE7T-13/HSVtk細胞の感受性 

UE7T-13/iC9細胞または UE7T-13/HSVtk細胞を 96 ウェル細胞培養プレートに 1104細胞／ウェル
となるように播種し、37C、5% CO2、加湿条件下で一晩培養した。翌日、様々な濃度の AP20187または
GCV を含有する培地に交換し、添加後 6、24、48、96時間後の細胞生存率を Cell Counting Kit-8キッ
トを用いて評価した。 
 
（８）AP20187投与によるマウスに移植した UE7T-13/iC9細胞の除去 

UE7T-13/iC9/Nluc 細胞または UE7T-13/HSVtk/Nluc 細胞をそれぞれ 1×106細胞／マウスとなるよう
に BALB/c Slc-nu/nuマウスの背部皮下に移植した。UE7T-13/iC9/Nluc細胞を移植したマウスは、移植
24時間後から、3.7 μg/kgの投与量で AP20187 を 12時間おきにマウスの細胞移植部位に 2回投与し
た。また、UE7T-13/HSVtk/Nluc細胞を移植したマウスは、移植 24時間後から、25 mg/kgの GCV を 12
時間おきにマウスの細胞移植部位に 5 日間連日投与した。細胞由来の発光はこれまでと同様に検出し
た。 
 
４．研究成果 
（１）GCVによるMIN6/HSVtk細胞の増殖制御 
 細胞を播種して 16日間、細胞の増殖性を評価したところ、MIN6細胞はGCVの濃度に関わらず経日
的に増殖したのに対し、MIN6/HSVtk 細胞の細胞数は GCV の濃度に依存して減少した。この時、0.25 
g/mL の GCV 添加群において、MIN6/HSVtk 細胞の細胞数は 16 日間ほぼ一定であった。これらの
結果から、MIN6/HSVtk 細胞の細胞数は GCV 濃度を調節することで制御可能であることが示された。
さらに、マウスに移植したMIN6/Nluc細胞またはMIN6/HSVtk/Nluc細胞の残存をルシフェラーゼ由来
の発光を指標に経日的に評価したところ、MIN6/Nluc 細胞は GCV 溶液投与に関わらず移植後 10 日



目まで移植部位に細胞が残存した。一方で、MIN6/HSVtk/Nluc 細胞は、GCV 投与開始時までは移植
部位に発光が検出されていたものの、GCV投与開始 3日後（移植後 10日目）には発光が消失した。こ
れらの結果から、マウスに移植したMIN6/HSVtk細胞は GCVに応答して死滅することが示された。 
 
（２）MIN6/HSVtk細胞移植 1型糖尿病マウスに対する GCVによる血糖値制御 

MIN6細胞またはMIN6/HSVtk細胞を移植した糖尿病マウスの血糖値を経日的に測定した。細胞移
植前はいずれのマウスも高い血糖値を示したのに対し、GCV を投与しなかった細胞移植マウスはいず
れも実験終点である 35日目において低血糖を示した（図１B）。そこで、マウスの血糖値が約 150 mg/dL
以下の細胞移植マウスに 50 mg/kg の投与量で GCV を連日投与したところ、MIN6 細胞移植マウスは
実験終点である 35 日目において低血糖を示したのに対し、MIN6/HSVtk 細胞移植マウスの血糖値は
実験終点である 35日目まで正常血糖値（100～150 mg/dL）を維持した（図１Ｃ）。以上のことから、MIN6
細胞に HSVtk 遺伝子を導入し、適切な量の GCV を投与することで、生体に移植した MIN6 細胞の増
殖および機能を調節することが可能であった。 
 

図１．MIN6/HSVtk 細胞移植 1 型糖尿病マウスにおける GCV による血糖値制御。MIN6 細胞または
MIN6/HSVtk細胞を 1型糖尿病マウスの背部皮下に移植した。GCV溶液（50 mg/kg）は、血糖値が 150 
mg/dL 以下のマウスの腹腔内に連日投与した。（A）正常マウス（〇）、糖尿病マウス（●）、（B）MIN6 細
胞移植糖尿病マウス（□）、MIN6/HSVtk細胞移植糖尿病マウス（■）、（C）MIN6 細胞移植糖尿病マウ
ス  GCV（△）、MIN6/HSVtk 細胞移植糖尿病マウス  GCV（▲）。結果は、3-7 匹のマウスの平均値
（ SE）で示す。 
 
（３）C3H10T1/2/IFNg細胞または C3H10T1/2/HSVtk/IFNg細胞の抗腫瘍効果 
 C3H10T1/2細胞、C3H10T1/2/HSVtk細胞、C3H10T1/2/IFNg細胞、C3H10T1/2/HSVtk/IFNg細胞を
colon26/luc細胞と共培養したところ、C3H10T1/2細胞と C3H10T1/2/HSVtk細胞は colon26/luc細胞の
生存率にほとんど影響を与えなかったのに対し、C3H10T1/2/IFNg 細胞と C3H10T1/2/HSVtk/IFNg 細
胞は colon26/luc細胞の生存率を有意に減少させた。次に、C3H10T1/2細胞、C3H10T1/2/IFNg細胞、
C3H10T1/2/HSVtk/IFNg 細胞を colon26/luc 細胞と混合してマウスの背部皮下に移植したところ、
C3H10T1/2細胞は腫瘍増大を促進したのに対し、C3H10T1/2/IFNg細胞と C3H10T1/2/HSVtk/IFNg細
胞は腫瘍の増大を有意に抑制した。 
 
（４）GCVによるマウスに移植した C3H10T1/2/HSVtk/Nluc細胞の除去 
 C3H10T1/2/HSVtk/Nluc 細胞をマウスに移植したところ、10 日目まで細胞由来の発光が検出された
（図２）。一方、 C3H10T1/2/HSVtk/Nluc 細胞をマウスに移植して 7 日目から 3 日間連日 GCV 溶液を
投与したところ、10 日目において細胞由来の発光が消失した。次に、C3H10T1/2/HSVtk/IFNg 細胞移
植マウスの細胞移植部位に GCV溶液を 12時間おきに 10日間連日投与して皮膚中の IFNg濃度を測
定したところ、GCV投与群は GCV非投与群と比較して有意に低い IFNg濃度を示し、その値は未処置
マウスにおける皮膚中 IFNg 濃度とほぼ同程度であった。以上のことから、マウスに移植した
C3H10T1/2/HSVtk/Nluc 細胞は GCV 投与により除去可能であり、これに相関して移植部位において
C3H10T1/2/HSVtk/IFNg細胞が放出した IFNg濃度も低下することが示された。 
 



図２．GCV による C3H10T1/2/HSVtk/Nluc 細胞の除去。C3H10T1/2/HSVtk/Nluc 細胞は BALB/c Slc-
nu/nuマウスの背部皮下に移植した。細胞を移植して 7日後から 50 mg/kgの投与量で GCV を 3日間
連日細胞移植部位に投与した。細胞由来の発光は In-Vivo Xreme イメージングシステムを用いて検出
した。 
 
（５）アポトーシス誘導剤に対する UE7T-13/iC9細胞と UE7T-13/HSVtk細胞の感受性 
 UE7T-13 細胞と UE7T-13/iC9 細胞を様々な濃度の AP20187 含有培地で培養した時、UE7T-13/iC9
細胞の生存率は AP20187濃度依存的に低下した（図３A）。一方、AP20187は UE7T-13細胞の生存率
に対してほとんど影響を及ぼさなかった。この時、AP20187 が 0.05 nM 以上の条件において、UE7T-
13/iC9細胞は 6時間以内にほぼ死滅した。UE7T-13細胞とUE7T-13/HSVtk細胞を様々な濃度のGCV
含有培地で培養した時、UE7T-13/HSVtk細胞の生存率は GCV 濃度依存的に低下した（図３B）。一方、
GCVは UE7T-13細胞の生存率に対してほとんど影響を及ぼさなかった。この時、GCVが 500 nM以下
の条件において、UE7T-13/HSVtk 細胞は死滅するまでに 96 時間以上を要した。これらの結果から、
iC9発現細胞は HSVtk発現細胞よりも迅速なアポトーシスが誘導されることが示された。 
 

図３．アポトーシス誘導剤に対する UE7T-13/iC9 細胞と UE7T-13/HSVtk 細胞の感受性。（A）様々な濃
度の AP20187 を含有する培地で培養した UE7T-13/iC9 細胞の生存率。（B）様々な濃度の GCV を含
有する培地で培養した UE7T-13/HSVtk 細胞の生存率。データは、3-4 サンプルの平均値（ SD）で示
し、未処置群に対して p値が 0.05未満を統計学的に有意であるとした。 
 
（６）AP20187投与によるマウスに移植した UE7T-13/iC9/Nluc細胞の除去 
 UE7T-13/iC9/Nluc 細胞をマウスに移植して AP20187 を投与したところ、細胞由来の発光は細胞移植
後 24時間後に消失した。一方、UE7T-13/HSVtk/Nluc細胞をマウスに移植してGCVを投与したところ、
GCV投与開始から 4日目まで発光が検出された後、6日目において発光が消失した。いずれの細胞も
アポトーシス誘導剤を投与しなかった場合、実験終点まで発光が検出された。以上のことから、マウスに
移植した場合においても、UE7T-13/iC9/Nluc 細胞はアポトーシス誘導剤の投与により、UE7T-
13/HSVtk/Nluc細胞よりも速く除去されることが示された。 
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