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研究成果の概要（和文）：悪性グリオーマは予後不良の脳腫瘍であり、腫瘍幹細胞 (BTSC) はびまん性に浸潤す
る性質を有する。神経幹細胞(NSC)は、脳腫瘍へ遊走する性質を持ち、治療遺伝子を搭載する運搬体として注目
される。本研究では、浸潤性BTSCの根絶を目指して iPS細胞から分化誘導したNSCを用いた自殺遺伝子細胞治療
の開発を行った。ゲノム編集技術を利用して、iPS細胞への治療遺伝子yCD-UPRTの挿入部位を最適化し、優れた
治療用NSCへ分化誘導することに成功した。その後、BTSCへの治療効果を評価し、顕著な効果を得た。本研究
は、ゲノム編集技術と遺伝子細胞療法を組み合わせた革新的治療戦略と考える。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is characterized by diffuse infiltration into the normal brain.
 Invasive glioma stem cells (GSCs) is an underlying cause of treatment failure. Here we show that 
neural stem cells (NSCs) derived from CRISRP/Cas9-edited human induced pluripotent stem cell (hiPSC)
 expressing a suicide gene had high tumor-trophic migratory capacity, leading to marked in vivo 
anti-tumor effects. Time-lapse imaging of organotypic brain slice cultures first visualized the 
directional migration of NSCs toward GSCs and the bystander killing effect. The gene insertion to 
house-keeping gene locus provided higher and stable transgene expression than other common insertion
 sites. Our results indicate the potential benefit of NSC-based gene therapy for invasive GSCs. 
Furthermore, the present research concept may become a platform to promote clinical studies using 
hiPSC.

研究分野：脳神経外科学

キーワード： glioblastoma　gene therapy　suicide gene　neural stem cell　CD-UPRT　migration　genome-editin
g　CRISPR/Cas9

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BTSCは正常脳組織へ浸潤して発育するため、既存の治療法とは異なる細胞傷害機序を有する新たな治療法の開発
が望まれている。本研究の斬新性は、NSCの脳腫瘍へ集積する性質に着目し、iPS細胞から分化誘導されたNSCを
BTSC治療のための遺伝子搭載細胞として利用することにある。iPS研究は再生医療への応用が急速に進められて
いるが、脳腫瘍治療への応用はほとんどない。さらに、最新のゲノム編集技術を用いて、自殺遺伝子CD-UPRTを
iPS細胞に組み込む点も意義深い。本研究手法は今後の遺伝子治療のプラットフォーム技術となる革新性を有し
ている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

腫瘍幹細胞（BTSC）は正常脳組織へ浸潤して発育するため、既存の治療法とは異なる細胞傷害
機序を有する新たな治療法の開発が望まれている。一方で、神経幹細胞(NSC)は腫瘍や損傷部位
に遊走・指向する性質を持つことを我々は明らかにした。我々は、この NSC の脳腫瘍へ集積す
る性質に着目して、iPS 細胞から分化誘導された NSC を BTSC 治療のための遺伝子搭載細胞と
して利用することとした。iPS 研究は再生医療への応用が急速に進められているが、脳腫瘍治療
への応用はほとんどない。 

本研究のもう一つの斬新性は、最新のゲノム編集技術を用いて、自殺遺伝子を iPS 細胞に組み
込む点である。本研究手法は今後の遺伝子治療のプラットフォーム技術となる革新性を有して
いるのみならず、再生医療における iPS 細胞の腫瘍化の問題点を解消する側面も有する。 

 

２．研究の目的 

 

悪性グリオーマが極めて治療困難な要因は、BTSC が正常脳組織へ浸潤する性質を有すること
である。そのため、外科的手術による全摘出は極めて困難である。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。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 から分化誘導し
た NSC を用いた遺伝子治療の開発を行う。導入遺伝子は、新たな自殺遺伝子治療として注目さ
れ、臨床研究が進められているシトシンデアミナーゼ（CD）と 5-fluorocytosine（5-FC）の組
み合わせを用いる。CD は 5-FC を 5-fluorouracil（5-FU）に変換し、DNA および RNA 合成を
抑制して細胞死へ誘導するが、さらに CD と uracil phosphoribosyl transferase（UPRT）遺伝
子を組み合わせると、UPRT が 5-FU を thymidylate synthase 阻害剤の 5-FUMP へ変換す
るため、CD 単独と比べ 100 倍以上の強い bystander effect が得られる。局所 bystander effect

は細胞周期依存性で、腫瘍細胞を選択的に殺傷するため、その他の化学療法や放射線治療等に比
して、高い治療指数が期待される。 

 

３．研究の方法 

 

・ゲノム編集による CD-UPRT 遺伝子導入 iPS 細胞の作成 
CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて、iPS 細胞のハウスキーピング遺伝子座に CD-UPRT 自殺遺
伝子を挿入した。GAPDH 等と hKO1(赤色蛍光タンパク質)とを 2A peptide 配列で連結し、CD-UPRT
発現ユニットが逆方向に挿入される相同組み換え用コンストラクトを作製した。相同組み換え
iPS 細胞を hKO1 発現により選択し、genomic PCR および sequencing により確認した。 
 
・CD-UPRT-iPS 由来 NSC を用いた in vitro での BTSC殺傷効果の解析 
ゲノム編集操作により得られた CD-UPRT-iPS を NSC へ分化誘導後、in vitro でのヒト BTSC に対
する bystander effect を検証した。細胞死は細胞増殖/細胞毒性アッセイキット Cell Counting 
Kit-8 を用いて評価した。 
 
・脳スライス培養における CD-UPRT-iPS 由来 NSC の BTSC 殺傷効果の解析 
ヒト BTSC モデルマウスに CD-UPRT-NSC を移植後、200μm 厚の脳切片を作成し、共焦点レーザー
顕微鏡の CO2 チャンバーで 5-FC 投与下に培養し、BTSC 殺傷効果を最大で 1 週間程度 time-lapse
撮影によりリアルタイムイメージングした。 
 
・ヒト BTSC マウスモデルにおける治療効果の解析 
ヒト BTSC モデルマウスに CD-UPRT-NSC を移植後、5-FC を投与し、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った。また CD-UPRT-iPS 由来 NSC の BTSC へ
の集積性を評価するため、経時的に脳組織を摘出し、免疫染色をすることで、組織学的検討を行
った。 
 
４．研究成果 
 
本研究では、浸潤性 BTSC の根絶を目指して iPS 細胞から分化誘導した NSC を用いた自殺遺伝子
細胞治療の開発を行った。 
 
まずゲノム編集技術を利用して、iPS 細胞への治療遺伝子 yCD-UPRT の挿入部位を最適化した。
その結果、位置効果による自殺遺伝子の不活性化が生じることなく、恒常的な安定発現を実現し
た。さらに、増殖能等の面で優れた治療用 NSC へ大量分化誘導することにも成功した。その後、
BTSC への治療効果を、in vitro, ex vivo(脳スライス培養：organotypic brain slice culture), 
in vivo でそれぞれ評価し、顕著な治療効果を得た。 
 
特に脳スライス培養では、本治療用 NSC の腫瘍への指向・遊走を定量的に評価し、さらに治療用



NSC が引き起こす Bystander 効果の範囲をリアルタイムに可視化することに成功した。本結果
は、十分な抗腫瘍効果を発揮するための至適な移植 NSC 数の情報として使用することができる。 
さらに、脳梁を越え対側の大脳半球にも腫瘍細胞がびまん性浸潤する in vivo BTSC モデルマウ
スに対しても、コントロールに比して 5-FC 投与治療群は、顕著な生存期間の延長を示し、組織
学的にも腫瘍細胞の高密度部位に、治療用 NSC が集簇する様子を同定することができた。 
 
本研究は、ゲノム編集技術と遺伝子細胞療法を組み合わせた革新的治療戦略であり、今後の遺伝
子治療のプラットフォーム技術となり得る概念を提唱している。 
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