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研究成果の概要（和文）：RCAS/tv-a システムと呼ばれる脳腫瘍マウスモデルを国内で初めて使

用し、PDGFB 遺伝子導入による悪性神経膠腫と、Shh 遺伝子導入による髄芽腫の作成に成功し

た。また、Shh と p53 short hairpin の遺伝子導入による髄芽腫や、c−Myc の遺伝子導入による新

しい髄芽腫マウスモデルも作成し、現在解析中である。さらに、新たな脳内注射法による脳腫

瘍作成方法を開発し、脳神経外科専門誌に発表した（J Neurosurg. 2012. 116:630-635）。これらの

成果は、稀少な脳腫瘍に対する有効な治療薬の開発と発生機序の解明に貢献できると思われる。 
 
研究成果の概要（英文）：We have successfully established PDGFB-induced malignant glioma and 
Shh-induced medulloblastoma mouse models by using RCAS/tv-a system. These are the first brain 
tumor mouse models created by RCAS/tv-a system in Japan. We have also developed novel mouse 
models of medulloblastoma by using RCAS-p53 short hairpin or RCAS-c-Myc. A novel method of 
intracranial injection for brain tumor mouse models is invented by the support of this grant and has been 
published (J Neurosurg. 2012. 116:630-635). 
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１．研究開始当初の背景 

脳腫瘍は小児癌の中では白血病についで
2 番目に多く、死亡率の高い病気である。髄
芽腫（medulloblastoma: MB）は、その小児脳
腫瘍の約 25％を占める代表的な小脳の腫瘍
であり 1、最近の医学の発達によって 5 年生
存率は 70％近くまで改善したが、まとまった
症例数を得ることが難しいために大規模な
臨床試験が組めず、標準治療が確立されてい

ない。また、放射線治療を行った小児髄芽腫
例では、知能低下や発達遅滞などの後遺症が
高頻度に見られるため、いかに有効な化学療
法を開発するかが緊急性のある課題となっ
ている。 

近年、遺伝子改変マウス（ genetically 
engineered mouse: GEM）が開発され、そのマ
ウスを使ってヒトに対する有効な薬剤や治
療法が試されるようになった。GEM ではヒ
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トと同じ遺伝子変異を人工的に作成し、ヒト
と同じ病気を再現できるため、臨床試験を行
う前段階での動物実験（前臨床試験）におい
て大変有用である。これまでの癌研究におけ
る動物モデルの主流は、ヌードマウスを用い
る移植モデルであったが、免疫機能の異常な
動物に対して他の動物の培養細胞株を移植
するモデルは、ヒトの腫瘍を反映していると
は言えなかった。これに対し、GEM を用い
たマウスモデルでは、本来腫瘍が発生する部
位から、ヒトと同じ遺伝子異常を介して腫瘍
が発生するため、遺伝学的、組織学的にヒト
の腫瘍を正確に反映した動物モデルである
と言える 2。 

GEM を用いた遺伝・組織学的に正確な脳
腫瘍のマウスモデルは、最初に神経膠腫
（glioma）で開発された 3。このモデルは、神
経膠腫を発生する神経膠細胞にのみ受容体
（tv-a）を発現する GEM を作り、この細胞に
がん遺伝子を組み込んだレトロウイルス
（RCAS）を感染させ、体細胞遺伝子導入に
より発癌させる。神経膠細胞に特異的に発現
している glial fibrillary acidic protein （GFAP）
と nestin のプロモーターによってレトロウイ
ルスの受容体が発現するようなマウス（Gtv-a, 
Ntv-a）を作り、これにヒトの神経膠腫で高発
現している癌遺伝子 platelet derived growth 
factor（PDGF）を組み込んだレトロウイルス
（RCAS-PDGF）を感染させると、マウスに
神経膠腫が発生する 4。また、ヒト髄芽腫で
活性化している sonic hedgehog（Shh）を組み
込んだレトロウイルス（RCAS-Shh）を感染
させると、マウスに髄芽腫が発生する 5。こ
のような受容体を発現する GEM と癌遺伝子
を組み込んだレトロウイルスによる発癌シ
ステムを、RCAS/tv-a システムという。 

最近、研究代表者は、この RCAS/tv-a シス
テムを用いて、ヒト髄芽腫で知られている遺
伝子異常を導入し、マウスに primitive 
neuroectodermal tumor （ PNET ） と large 
cell/anaplastic MB (LC/A MB)を発生させるこ
とに成功した 6。このモデルは、p53 ノックア
ウトマウスと Gtv-a マウスを交雑させた
p53-/- Gtv-a マウスを用いて、RCAS-c-Myc と
RCAS-β-catenin を感染させることによって得
られた。LC/A MB は髄芽腫の 20％程度を占
めると言われており、RCAS-Shh を用いた古
典的髄芽腫モデルを合わせると、髄芽腫の大
部分をカバーできる。しかし、LC/A MB モデ
ルはまだ作成過程であり、モデルの最適化と
効率化を図らなければならない。 
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２．研究の目的 

LC/A MBとPNETは稀な小児悪性脳腫瘍
であり、ヒトでの臨床試験が困難であるため、
ヒトの腫瘍を正確に反映した動物モデルを
使って治療法を開発しなければならない。本
研究の目的は、治療法の確立していない髄芽
腫や PNET に対し、マウスモデルを確立し、
有効な治療法を見出すことである。長期的な
目標は、稀少な脳腫瘍に対するマウスモデル
を用いて前臨床試験を行うことと、これらの
腫瘍の発生機構を分子生物学的に解明する
ことである。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変マウスと組替え DNA 実験
のための書類作成： RCAS/tv-a システム
は、遺伝子改変マウス（tv-a マウス）にレ
トロウイルス（RCAS）を感染させて遺伝
子導入を行うため、大臣確認や施設内の組
換え DNA 実験等の申請書類を作成する。 

(2) 遺伝子改変マウスの作成とマウスの交
配・飼育： RCAS/tv-a システムに必要な
遺伝子改変マウス（Gtv-a, Ntv-a）は、ア
メリカから輸入し、動物実験施設（P2A）
で飼育する。これらのマウスに p53 欠損等
の背景を持つマウスを交配し、新たな遺伝
子改変マウスを作成する。 

(3) レトロウイルスベクターの作成： 癌遺
伝子を組込んだベクター（RCAS-c-Myc、
RCAS- Shh、RCAS-PDGFB など）を作成
または輸入する。ベクターはアメリカの
Holland 研究室から入手し、癌遺伝子は必
要に応じてクローニングしてベクターに
組み込む。 

(4) ウイルス産生細胞の作成：ウイルス産生
細胞としてニワトリ線維芽細胞（DF-1）
を使用する。DF-1 は、ATCC から購入し、
癌遺伝子を組み込んだ RCAS をリポフェ
クション法で遺伝子導入する。 

(5) DF-1 細胞のマウス脳への注入：RCAS 産
生 DF-1 細胞を遠心分離して注射器に取り、
生後 48 時間以内のマウス脳内へ 1-2mL 直
接注入する。 

(6) 脳腫瘍発生マウスの観察：脳腫瘍の発生
したマウスを外観や活動性により察知し、
マウスが病死する直前に安楽死させ、腫瘍



を摘出する。腫瘍発生率は 30-90％程度で
あり、観察期間は 4-12 週である。 

(7) 腫瘍標本の作製と解析：摘出した脳組織
をホルマリン固定し、パラフィン包埋して、
H&E 染色を行い観察する。導入した遺伝
子が発現されているかどうかを、免疫染色
や PCR 法などで解析する。 

(8) マウスモデルの最適化：導入する遺伝子
の種類や量、導入時期などを検討し、腫瘍
発生効率が良く正確なモデルを作成する。 

(9) 新たなモデルの開発：新たな癌遺伝子や
マウス背景を用いて、新しい脳腫瘍モデル
の開発に取り組む。 

(10) 薬剤スクリーニングと前臨床試験：抗
癌剤や分子標的薬を、培養細胞を用いて
MTT アッセイ等でスクリーニングし、有
効な薬剤は脳腫瘍マウスモデルを用いて
前臨床試験を行う。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
４．研究成果 

(1) PDGFB 遺伝子導入による悪性神経膠腫
（glioma）と、Shh 遺伝子導入による髄芽
腫（MB）の作成に成功した。これらは海
外で既に作成されているマウスモデルで
あるが、日本で初めての RCAS/tv-a システ
ムによる脳腫瘍モデルであった。腫瘍の
H&E 標本作製と免疫染色による確認を行
った他、primary culture の細胞株も樹立し
解析した。ラマン分光法による解析にも
着手した。これらの結果は、2011 年の日
本癌学会や日本脳腫瘍学会で発表された。 

(2) 新たなマウスモデルとして、c−Myc な
どの癌遺伝子を用いた髄芽腫マウスモデ

ルの作成を行い、Shh と p53 short hairpin
の遺伝子導入による髄芽腫のマウスモデ
ルを世界で初めて作成した。c−Myc の遺
伝子導入による髄芽腫マウスモデルも 1
例だけだができており、現在解析中である。
また、4 週齢のマウスにおいて、新たな脳
内注射法を開発して脳腫瘍を作成し、この
結果を脳神経外科専門誌に発表した（J 
Neurosurg. 2012. 116:630-635）。 

(3) マウス脳腫瘍モデルを用いた前臨床試
験は、temozolomide、perifosin などの新薬
を含めた抗がん剤を用いて計画中である。
薬剤の入手は完了したが、新規の髄芽腫マ
ウスモデルの完成が遅れたため、今後開始
する予定である。これらのモデルを使用し
た前臨床試験により、悪性神経膠腫に対す
る有効な治療薬の開発を行うことが期待
される。また、髄芽腫と PNET の新たなマ
ウスモデルは、世界で初めてのモデルであ
り、これらの稀少な脳腫瘍に対する治療法
の開発と発生機序の解明に貢献できると
思われる。 
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