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研究成果の概要（和文）：悪性グリオーマの新規治療として単純ヘルペスチミジンキナーゼ(HSVtk)とガンシク
ロビル(GCV)を用いる自殺遺伝子療法が注目されている。骨髄などから得られる多分化能細胞、
Multiliniage-differentiating stress enduring (Muse)細胞をベクターとするHSVtk/ GCV自殺遺伝子治療の可
能性を評価した。ヒトグリオーマ細胞を用いたヌードマウス脳腫瘍モデルに対し、遺伝子導入ヒトMuse細胞の腫
瘍内投与とGCVの全身投与による治療は著名な腫瘍縮小効果と生存率の延長を示す。本治療は安全かつ有効であ
り、悪性グリオーマの新規治療として臨床応用に期待が寄せられる。

研究成果の概要（英文）：Suicide gene therapy based on the herpes simplex virus thymidine kinase 
(HSVtk)/ganciclovir (GCV) is an efficient strategy for treating malignant gliomas. In the present 
study, we evaluated treatment with multilineage-differentiating stress-enduring (Muse) cells, 
endogenous non- tumorigenic pluripotent-like stem cells, as carriers of the HSVtk gene. HSVtk 
gene-transduced human Muse cells (Muse-tk cells) showed a potent in vivo bystander effect and 
migratory activity toward glioma cells. Intracranial U87 gliomas in nude mouse brains injected 
intratumorally with Muse-tk cells followed by intraperitoneal GCV administration were significantly 
reduced in size within 2 weeks. These findings suggest that intratumoral Muse-tk cell injection 
followed by systemic GCV administration is safe and effective, and that allogeneic Muse-tk 
cell-medicated suicide gene therapy for malignant glioma is clinically feasible.

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
悪性グリオーマは脳内を浸潤性に広が
る腫瘍であるが、脳を広範に摘出すること
ができないことから、外科手術では治癒不
能である。放射線療法や化学療法を用いて
も、その予後は極めて悪く、過去30 年間
ほとんど改善が見られていない。一方グリ
オーマが中枢神経系を出て遠隔転移をす
ることが極めて稀であることは、局所脳内
腫瘍制御がそのまま生存率につながる可
能性を示唆しており、遺伝子治療をはじめ
とする新たな局所治療戦略の開発に期待
が寄せられている。 
脳腫瘍の遺伝子治療としては単純ヘルペ
ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Herpes simplex 
virus-thymidine kinase, HSVtk)とガンシクロビ
ル(GCV)を用いる自殺遺伝子療法が最も広く
研究されている。このシステムにおいてはす
べての腫瘍細胞に遺伝子が導入されなくと
も GCV の投与により遺伝子非導入細胞に対
しても殺細胞効果があることが判明してお
り「バイスタンダー効果」と呼ばれる。 
これまでわれわれは浸潤性に広がるグリ
オーマに対し、腫瘍へ向けての遊走能をもつ
神経幹細胞をベクターとして用い、HSVtk/ 
GCV system によるバイスタンダー効果を介
する治療法を開発し優れた治療効果を得て
きた。しかしながら、臨床応用を考えると、
採取が容易でなく、また増殖能が限られてい
る神経幹細胞の利用には限界がある。近年、
臨床応用を考慮し、骨髄などより比較的容易
に採取できる間葉系幹細胞が注目されてい
る。 

 
２．研究の目的 
最近、ヒトの骨髄や脂肪組織など間葉系組
織から得られる多様な分化能をもつ細胞、
Multiliniage-differentiating stress enduring 
(Muse)細胞が腫瘍形成を起こさない安全性の
高い細胞として注目されている。本研究では
Muse 細胞をベクターとする HSVtk/ GCV自
殺遺伝子治療の開発を目的としている。 
 
３．研究の方法 
１）Muse-TK 細胞の作製と in vitroバイスタ
ンダー効果 
 Muse 細胞は連携研究者の出澤らの研究室
で作成されており、単純ヘルペスチミジンキ
ナーゼ(HSVtk)遺伝子およびGFP マーカー遺
伝 子 を 導 入 し た ヒ ト Muse 細 胞
（Muse-TK-GFP 細胞）がすでに作成されて
いる。ヒトMuse-TK細胞とヒトグリオーマ細
胞（U87, U251; 5 × 103）を様ざまな比率で混
合培養（Muse-TK:tumor 比を 1:1 から 1:128
まで）、GCV (2 g/ml)存在下で培養し腫瘍細
胞の増殖能を観察する。 
２）in vivoバイスタンダー効果 
 In vivo で経時的に腫瘍の大きさを測定す
るために、luciferase導入 U87細胞（U87-luc）
を用い、nude mouse に移植した。U87-luc 細

胞数を 1 × 105で固定し、Muse-TK細胞数を
徐々に減らし（Muse-TK:tumor 比を 1:1 から
1:64まで）、マウス脳内に移植、同日より GCV 
(30 mg/kg/day)または生食を 10日間腹腔内投
与し、経時的に lucuferin投与による発光で腫
瘍サイズを評価するとともに、生存期間を比
較した。 
３）マウス脳内腫瘍治療実験 
 Nude mouse脳内にU87-luc細胞を移植し（1 
× 105）、脳腫瘍を確立した 7日後に、腫瘍内
にMuse-TK細胞（1 × 105）または生食を注入
した。その翌日より GCV (30 mg/kg/day)また
は生食を腹腔内投与し、経時的に lucuferin投
与による発光で腫瘍サイズを評価するとと
もに、生存期間を比較した。 
４）腫瘍移植と対側脳へのMuse-TK投与によ
るMuse細胞の移動能の評価 
 Nude mouse一側脳内にU87-luc細胞を移植
し（1 × 105）、翌日、対側脳内にMuse-TK細
胞（1 × 105）を投与する。同日より GCV (30 
mg/kg/day) または生食を 10 日間腹腔内投与
し、経時的に lucuferin投与による発光で腫瘍
サイズを評価するとともに、生存期間を比較
した。 
 
４．研究成果 
１）in vitroバイスタンダー効果 
 GCV存在下での培養ではMuse-TK:tumor
比が 1:1から 1:64まで有意な腫瘍抑制効果が
あり、U87細胞の方が U251細胞に比しより
in vitroバイスタンダー効果が強力だった。 
２）in vivoバイスタンダー効果 
 生食群では腫瘍の急速な増大がみられ、全
動物が 60日程度で腫瘍死した。一方 GCV投
与群ではMuse-TK:tumor比比が 1:1から 1:32
までは腫瘍が生着せず長期生存し、in vivoで
も強力なバイスタンダー効果が確認された。 
３）マウス脳内腫瘍治療実験 
 GCV投与群では対照群（Muse-TKなし、
または GCVなし）に比し、腫瘍の大きさは
有意に小さかった（p<0.05）。対照群では全例
60日程度で腫瘍死するが、GCV群では生存
期間が有意に延長し（p<0.001)、10匹中 4例
で 200日以上の長期生存し、治癒したのもと
思われた。 
４）腫瘍移植と対側脳へのMuse-TK投与によ
るMuse細胞の移動能の評価 
 Nude mouse において、腫瘍と対側に
Muse-TK 細胞を投与したときでも、GCV 投
与群では対照群に比し有意な腫瘍サイズの
縮小（p<0.05）と生存期間の延長（p<0.05）
が認められた。これは対側脳に投与された
Muse-TK 細胞が腫瘍に遊走しバイスタンダ
ー効果により腫瘍の増殖を抑制したものと
考えられた。 
 
 以上の結果より、Muse細胞を運び屋とし
て用いた HSVtk/GCV遺伝子治療は、強力な
バイスタンダー効果と腫瘍への遊走能によ
り、腫瘍の縮小および生存期間の延長をもた



らすものと考えられた。その効果は、これま
で行ってきた神経幹細胞を用いた結果に匹
敵する。採取が困難な神経幹細胞にかわり、
Muse細胞を用いたHSVtk/GCV遺伝子治療の
臨床応用の可能性が期待される。 
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