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研究成果の概要（和文）：効果的な治療法が確立されていない悪性脳腫瘍の分子基盤解明を目的に、マウス脳に
直接がん遺伝子を導入して脳腫瘍を作製するin vivo発がんモデルの構築を目的とした。具体的には、ゲノム上
に存在するトランスポゾン配列に目的配列を組み込むpiggyBacシステムとin vivoエレクトロポレーション法を
組み合わせ、マウス脳内の神経幹細胞にがん遺伝子を導入したところ、高い細胞密度で周囲の脳実質に浸潤性に
増殖し、不均質で悪性度の高い脳腫瘍を作製することができた。本モデルで作製した脳腫瘍で詳細な解析を行う
ことで、ヒト脳腫瘍の発がんおよび悪性化過程における分子基盤を明らかにしたいと考えている。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma multiforme (GBM), is one of the most malignant brain tumors, 
has highly-proliferative and invasive characters. To understand these malignant characters of GBM, 
an appropriate carcinogenesis model is required. Loss of INK4A/ARF and stimulation of common signal 
transduction pathways involving RAS are frequently found in GBM. Previously, we have established a 
stable mouse models of brain tumors, transplanting the genetically modified neural stem cells 
NSCs). Recently, for the purpose of reproducing a clinical tumor initiating process, we are 
developing a novel mouse model of brain tumors by gene transfer into mouse brain directly. Using in 
vivo electroporation and piggyBac system, transduction of activated-H-RAS and shInk4a/Arf into NSCs 
in mouse brain, efficiently formed highly proliferative, invasive and heterogeneous brain tumors. 
Based on these findings, we propose this in vivo carcinogenesis technique is efficient method to 
generate appropriate mouse brain tumor models.

研究分野：腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性脳腫瘍、特にグリオブラストーマ(glioblastoma multiforme: GBM)は原発性脳腫瘍のうち悪性度が最も高
く、浸潤の早さから手術による全摘は困難とされており、平均生存期間は約1年と極めて予後不良な悪性腫瘍で
ある。GBMは放射線・化学療法に抵抗性を持ち、効果的な治療は未だ確立されていない。GBMの性状を理解し、新
たな治療戦略を考案するためには適切な発がんモデルの構築が必須である。本研究で構築したマウス脳腫瘍モデ
ルは、ヒトGBMに酷似した特徴を有する脳腫瘍を簡便な方法で作製することができ、最も予後が悪く難治性のが
んの一つであるGBMの治療を目指した研究を促進するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性脳腫瘍、特にグリオブラストーマ(glioblastoma multiforme: GBM)は原発性脳腫瘍のうち
悪性度が最も高く、浸潤の早さから手術による全摘は困難とされており、平均生存期間は約 1 
年と極めて予後不良な悪性腫瘍である。GBM は放射線・化学療法に抵抗性を持ち、効果的な
治療は未だ確立されていない。GBM の性状を理解し新たな治療戦略を考案するためには適切
な発がんモデルの構築が必須であり、既に様々なマウスモデルの構築が進められている(①Nat 
Genet. 25: 55-7. 2000, ②Cancer Cell. 1:269-77. 2002)。これまでに研究代表者らは、ヒトGBM
において高頻度に異常がみられる Ink4a/Arf 遺伝子の欠損マウス(KO)神経幹細胞(neural 
stem cell: NSCs)にレトロウイルスを用いて活性型 H-RAS (H-RAS V12)ならびに活性型 ALK 
(ALK F1174L, R1275Q)を導入後、同系マウス脳内に移植することで、高い細胞密度で周囲の
脳実質に浸潤性に増殖し、ヒト GBMに酷似した特徴を有するマウス GBMモデルを構築した
(③Neoplasia. 13:784-91. 2011、④投稿準備中)。また、研究代表者らは Tet-On systemを用い
て Doxycycline (Dox)添加により遺伝子発現を誘導できる Tet-On NSCsを樹立し、この細胞を
ヌードマウス脳内に移植後、Dox含有餌を投与して脳内でALK R1275Qを発現させることで、
Dox 投与依存的に脳腫瘍を形成できる誘導型 GBM モデルも構築している(図１)。さらに、研
究代表者らは piggyBac systemを用いて(図 2)、ウイルス感染を伴わずに直接ゲノム DNA上
のトランスポゾン配列に H-RAS V12や ALK F1174L、R1275Qの挿入を行うことで、上記同
様にマウス脳内で腫瘍を形成する人工がん幹細胞(induced Cancer Stem Cells: iCSCs)の樹立
に成功している。また、エレクトロポレーション法を用いて細胞にがん遺伝子発現ベクターを
導入する際に、機能亢進 transposase (piggyBac転移酵素)である hyPBの発現ベクターと同時
導入することで高発現株を樹立できることを確認しており(Proc Natl Acad Sci U S A. 108: 
1531-6. 2011)、レトロウイルス感染よりも簡便かつ短期間に iCSCsの樹立が可能となった(図
3)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
２．研究の目的 
効果的な治療法が確立されていない悪性脳腫瘍の分子基盤を明らかにするために、これまでに
研究代表者は人工がん幹細胞(induced Cancer Stem Cells; iCSCs)を用いたマウス脳腫瘍モデ
ルの構築ならびに解析を行ってきた。iCSCs樹立法について、従来のレトロウイルス感染によ
る遺伝子導入法に比べ、エレクトロポレーション法と piggyBac systemを組み合わせることで
簡便化・最適化することができた。本研究では、これまでに研究代表者らが構築してきたマウ
ス脳腫瘍モデルを発展させ、より臨床的なヒトの発がん過程を再現することを目的にマウス脳
への直接遺伝子導入による簡便かつ安定した新規脳腫瘍モデルの開発を目指す。本モデルを用
いて詳細な性状解析を行うことで脳腫瘍の発がんおよび悪性化過程における分子基盤を明らか
にすることを目的とする。 

図 1．Tet-On-ALK R1275Q-Luc-NSCsを
ヌードマウス脳内に移植して作製
した脳腫瘍の in vivo イメージング
ならびに生存曲線 

図 2．PiggyBac system を用いた 
ゲノム DNAへの遺伝子挿入 

図 3．レトロウイルス感染ならびに
piggyBac システムを用いた 
安定発現細胞株の樹立 



３．研究の方法 
ヒト GBM の発がん過程を再現できる脳腫瘍モデルを開発するために、In vivo エレクトロポレ
ーションを用いてマウス脳内に直接がん遺伝子およびがん抑制遺伝子 shRNA を導入する。その
前段階として、In vivo エレクトロポレーションの実験条件や導入する発現ベクターの最適化
を行う。 
(1)EGFP 発現を指標に In vivo エレクトロポレーションを用いたマウス脳内 NSCs への遺伝子導
入条件を最適化する。 
(2)In vivo エレクトロポレーションを用いた NSCs 遺伝子導入ならびにゲノム DNA 挿入に最適
な発現ベクターを構築する。 
(3)H-RAS V12 cDNA ならびに Ink4a/Arf shRNA 導入について In vivo エレクトロポレーション
モデルと iCSCs モデルを比較する。 
 
４．研究成果 
(1) ガラスキャピラリーを用いてマウス新生児脳室に EGFP 発現ベクターを注入後、エレクトロ
ポレーションにて側脳室への遺伝子導入を行い、EGFP 発現を確認することができた。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) In vivo エレクトロポレーションを用いた NSCs 遺伝子導入ならびにゲノム DNA 挿入を効率
化するために最小ユニットでの発現ベクターをデザインし、自作にて構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) マウス新生児脳への H-RAS V12 cDNA ならびに Ink4a/Arf shRNA 導入により、iCSC モデル
同様に悪性度の高い脳腫瘍を作製でき、本モデルでは初めてリンパ球浸潤も観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4．In vivoエレクトロポレーショ
ンを用いたマウス新生児脳へ
の遺伝子導入 

図 5．In vivoエレクトロポレーショ
ンを用いた発がんモデル構築
のための発現ベクター構築 

図 6．H-RAS V12 cDNAならびに Ink4a/Arf shRNA導入により作製したマウス脳腫瘍の HE染色像 



 
また、作製した脳腫瘍は未分化マーカーNestin と分化(アストロサイト)マーカーGFAP が混在す
る不均質な腫瘍型であった。 
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