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研究成果の概要（和文）：軟骨形成腫瘍におけるドライバー変異であるIDH遺伝子変異の腫瘍発生における意
義、そして腫瘍特異性の背景にある分子機構を明らかにするために、iPS細胞を活用した機能解析及び形質転換
実験を行った。薬剤誘導型ベクターを用いて正常及び変異IDHをAAVS1遺伝子座に導入したiPS細胞を作製し、間
葉系幹細胞に分化誘導してからを発現させて解析を行った。その結果、変異IDHは間葉系幹細胞の増殖を抑制す
ること、分化能に関しては骨分化を抑制し、軟骨関連遺伝子の発現を亢進させることが判明した。更にパッセン
ジャー変異として知られているp16遺伝子の欠損を導入した細胞を作製し造腫瘍能の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Mutations of IDH gene are driver mutations in cartilage-forming tumors.  To 
understand the mechanism of tumor specificity and functional role of IDH mutations in tumorigenesis 
of cartilage-forming tumors, we have performed experiments using human iPS cells. We established iPS
 cells with a drug-inducible mutant IDH gene in the AAVS1 locus and induced the expression of mutant
 IDH after the differentiation into mesenchymal stem cells (MSC).  As a result, we have observed 
that mutant IDH has an inhibitor effect for the growth of MSC and as for the effects on 
differentiation, it inhibited osteogenesis and promoted the expression of cartel-related genes. To 
recapitulate the tumorigenesis in vitro, we further introduced the knock-out type mutations of p16 
gene as a passenger mutation into IDH-AAVS-iPSCs and investigated the tumor forming capacity of 
iMSCs with mutant IDH and without p16 gene.

研究分野： 幹細胞生物学、整形外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
軟骨形成腫瘍とは、病理組織学的に正常軟

骨組織に類似した組織を形成する一群の腫
瘍を指し、原発性骨腫瘍の中では骨形成腫瘍
に次いで大きなグループを成す．次世代シー
クエンサーを用いた解析等により、遺伝子変
異スペクトラムが明らかにされつつあり、そ
の結果ドライバー遺伝子の一つとして
IDH(isocitrate dehydrogenase)遺伝子が同
定された．IDH はクエン酸回路の酸化還元酵
素であり、クエン酸からアルファケトグルタ
ル酸(αKG)を合成する．変異体はαKG 合成
能を失い、新たに 2-ヒドロキシグルタル酸
(2HG)を合成する作用を獲得する．この 2HG 
がいわゆる onco-metabolite と呼ばれるもの
であり、脱メチル化阻害によるゲノム及びエ
ピゲノム修飾改変、Proline hydroxylase 
(PHD)阻害による HIF1-α の安定化など、
様々な面で腫瘍の発生・進展に関与している
ことが示されている．我々は、平成 25〜26
年度の挑戦的萌芽研究により以下の事を明
らかにした． 
（１）R132C 変異体は骨肉腫の骨分化能を抑

制する． 
R132C変異型 IDHを骨肉腫細胞株に導入
し骨分化誘導を行った結果、ALP 遺伝子
のプロモーター領域の発現抑制性ヒスト
ン修飾(H3K9me3 及び H3K27me3)が亢
進し、遺伝子発現が抑制され石灰化結節形
成能も低下した． 

（２）R132C 変異体は間葉系幹細胞の軟骨関
連遺伝子の発現を促進する． 
骨髄間質由来間葉系幹細胞 (Mesen- 
chymal stem cell、MSC)に、R132C 変異
体を発現させると、SOX9 及び COL2A1
遺伝子の発現が亢進し、その際、両遺伝子
の発現調節領域のヒストン修飾の中で活
性型マークである H3K4me3 が増加して
いた． 

（３）間葉系幹細胞と神経幹細胞で変異体の
タイプによる 2HG 産生量が異なる． 
Doxycyclin誘導型変異 IDH遺伝子を導入
した iPS 細胞を、中胚葉由来 MSC 及び外
胚葉由来神経幹細胞(NSC)に誘導してか
ら、それぞれの変異体を発現させた．その
結果、NSC では R132C 型と R132H 型で
2HG の産生量に差が認められなかったが、
MSC では両者に著しい相違が観察され
た. 

２．研究の目的 
上記の挑戦的萌芽研究の成果を発展させ、

iPS 細胞技術を用いて軟骨形性腫瘍におけ

る変異 IDH の機能を明らかにし、治療標的
としての可能性を探索することを目指し、
下記の課題に取り組んだ. 
（１）Doxycyclin 誘導型変異 IDH 遺伝子を

導入した iPS 細胞を樹立し、MSC 及び軟
骨細胞、そして骨芽細胞に分化誘導す
る. 

（２）上記の過程における変異 IDH の増殖
分化に対する影響及びエピゲノムへの
作用を解析し、軟骨肉腫発生過程の初期
段階における変異 IDH の意義を明らか
にする. 

（３）変異 IDH 導入 iPS 細胞に更にパッセ
ンジャー変異を導入し、その造腫瘍能を
評価し、創薬研究のツールとなる、ヒト
軟骨形成性腫瘍のモデルを樹立する. 

（４）変異 IDH 導入 iPS 細胞を NSC に誘導
し、MSC において得られた変異 IDH の作
用と比較することで、同一遺伝子変異に
より全く異なる腫瘍が発生する分子機
構を理解するための情報を得る. 

3. 研究の方法 
（１）Doxycyclin 誘導型変異 IDH 遺伝子を導

入した iPS 細胞を樹立する．予備実験はゲ
ノム上にランダムに挿入された細胞を用
いて行ったが、その後サイレンシングによ
り発現が著しく低下し、形質転換実験等の
長期にわたって発現を維持する実験には
不適であることが判明した．この問題を解
決するために、シングルコピーを AAVS1
遺 伝 子 座 へ 導 入 し た も の (IDH- 
AAVS1-iPSC)を作製する． 

（２）これまでに樹立した分化誘導法により、
IDH-AAVS1-iPSC よ り MSC を 誘 導 し
(IDH-AAVS1-iMSC)、各変異 IDH 遺伝子を発
現させ、遺伝子発現プロファイルを比較す
る．更に骨あるいは軟骨細胞に誘導し、そ
の結果を比較検討する．同時に、DNA メチ
ル化やヒストンアセチル化を網羅的に解
析し、分化能への影響の分子機構を解析す
る． 

（３）パッセンジャー変異としてまず p16 遺
伝子の欠損を導入し、形質転換を評価す
る. 

（４）各種変異 IDH を導入した iPS 細胞から
NSC)を誘導する(IDH-AAVS1-iNSC).誘導後、
変異 IDH を発現させ、その NSC のマーカー
遺伝子の発現に対する影響を解析する. 

４．研究成果 
（１） Doxycyclin 誘導型変異 IDH 遺伝子を

導入した iPS 細胞の樹立. 
AAVS1遺伝子座に薬剤誘導型R132Cあるい



は R132H 変異 IDH 遺伝子を挿入した iPS
細胞(mutIDH-AAVS1-iPSC)を作製、それぞ
れ複数のクローンから、変異 IDH 遺伝子の
発現量が同程度のクローンを選択した。選
択した各クローンから側板中胚葉を経る
系で iMSC を誘導、二次元誘導法により
iNSC を誘導し、それぞれで Doxycyclin に
より IDH の発現が誘導可能なことを確認
した． 

（２） 変異 IDH の iMSC の増殖に対する作用
の解析． 
R132C 及び R132H 型変異それぞれの
IDH-AAVS1-iPSC を側板中胚葉を経由する
系によりiMSCに誘導してからDoxycyclin
を添加し、長期間、変異 IDH を発現維持さ
せることに成功した．mutIDH-AAVS1-iMSC
は親株あるいは正常 IDH を導入した対照
細胞(wtIDH- AAV1S-iMSC)と比較して増殖
能の低下を認め、変異 IDH が増殖に関して
は抑制的に作用することが明らかになっ
た． 

 
また mutIDH-AAVS1-iMSC を骨、軟骨及び脂
肪に分化させたところ、骨分化能が阻害さ
れ、軟骨関連遺伝子の発現が亢進しており、
骨髄由来 MSC を用いて得られた結果と同
様な結果が得られた． 

（３）変異 IDH のエピゲノムに対する作用の
解析． 
上記 mutIDH-AAVS1-iMSC を増殖がほぼ停
止した段階まで培養し、経時的に網羅的な
DNA メチル化及びヒストンメチル化に関
して解析を行った．現在、データを解析中

である． 
（４）変異 IDH 誘導 iMSC を用いた in vitro

形質転換実験． 
上記の薬剤誘導型変異 IDH 遺伝子を導入
した iPS 細胞において、p16 遺伝子を
CRSPR/Cas9システムを用いてKOすること
を試みた．結果として、複数の p16+/-及
び p16-/-細胞を得た。これらの細胞を in 
vitro において長期間培養を継続し、上記
1の実験と同様に、エピゲノムの網羅的解
析を進めている．またそれぞれの細胞の
in vitro（血清依存性及び足場依存性増
殖）及び n vivo（免疫不全マウスの骨髄
内に移植）での癌細胞としての形質の評価
を行っている． 

（５）異なる細胞系譜における変異 IDH の作
用の比較解析 
各変異型の mutIDH-AAVS-iPSC を NSC に誘
導し、変異 IDH による 2-HG 産生量を比較
し、予備実験で得られた結果と同様に、NSC
ではR132C型とR132H型で2HGの産生量に
差が認められなかった。 
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