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研究成果の概要（和文）：　神経線維腫症2型（NF2）は常染色体優性の遺伝性難病で、神経系に多数の神経鞘腫
や髄膜腫（共に代表的良性腫瘍）が発生し、長期予後は不良である。病理学的に良性でも遺伝子発現が異なると
考え、NF2に伴う神経鞘腫と孤発例の神経鞘腫を比較したが、RNA発現に有意な差はみられなかった。
　NF2に多発する髄膜腫について、再発例で高頻度にメチル化がみられるIGF2BP1遺伝子の役割をヒト悪性髄膜腫
由来のHKBMM細胞で解析したところ、易再発性にはカドヘリン依存的な細胞接着を介したIGF2BP1のRNA安定化機
構が関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurofibromatosis type 2 (NF2) is an autosomal dominant inherited disease 
associated with multiple schwannomas and meningiomas in the nervous system. Although these tumors 
are usually benign, long-term outcome of NF2 is unfavorable. We compared RNA expression of 
NF2-associated schwannomas with sporadic schwannomas. We could not find significant difference in 
RNA expression patterns between them. We analyzed function of IGF2BP1 which was highly methylated in
 recurrent meningiomas. In HKBMM cells originated from human malignant meningioma, IGF2BP1 
controlled cell adhesion through the function of Cadherin 11. Methylation of IGF2BP1 may contribute 
to the tumor recurrence by reducing cell adhesion and inducing cell migration.

研究分野： 脳神経外科
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
　神経線維腫症2型（NF2）は神経系に神経鞘腫や髄膜腫が多発する遺伝性疾患です。NF2の長期予後は不良です
ので、治療指針の策定、全国での治療体制の構築などを行い、またベバシズマブ点滴治療の医師主導治験を計画
して、予後の改善に務めています。一般にこれらの良性脳腫瘍は手術による摘出で治療しますが、再発したり悪
性化したり治療困難なこともあります。NF2を研究することで、治療困難な良性脳腫瘍に対する新しい治療法開
発に結びつくことが期待されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 神経線維腫症 2 型（neurofibromatosis type 2, NF2）は常染色体優性の遺伝性疾患で、国の
難病に指定されている。両側聴神経鞘腫を主徴とし、中枢神経および末梢神経系に多数の
神経鞘腫や髄膜腫が発生する。研究代表者は NF2 の診断基準作成や治療指針作成などを担
当している。治療には摘出手術と放射線治療があるものの多発する腫瘍の制御は困難で、
多くの患者は聴力障害、顔面神経麻痺、嚥下障害、視力障害、歩行障害などに苦しみ、長
期予後も 10 年生存率が 67％、20 年生存率が 38％と不良である（Otsuka G, Saito K: J 
Neurosurg 99:480-483, 2003）。 
 NF2 に伴う腫瘍は病理学的には良性であるが、VEGF の発現や成長速度などの点で孤発
例とは異なることが知られている（Saito K: Clin Neuropathol 22:30-34, 2003）。また最近では
VEGF 抗体である bevacizumab の有効性が報告され（Plitkin SR: N Engl J Med 361:358-367, 
2009）、我々の検討でも約半数で 20％以上の腫瘍縮小効果が確認された。しかし、なぜ NF2
神経鞘腫に bevacizumab が有効であるか、有効例と無効例の違いが何か、分子学的機序は
解明されていない。神経鞘腫の原因遺伝子である merlin 以外にも、NF2 に伴う神経鞘腫に
は特徴的な発現遺伝子群が存在するはずである。 
 研究代表者は本学の医療-産業トランスレーショナルリサーチセンター（TR センター）
と連携し、脳腫瘍の網羅的遺伝子発現解析を行っている。TR センターでは、腫瘍の多様
性や個性に対応する新規腫瘍マーカー遺伝子および新規抗がん剤標的遺伝子の探索・同定、
腫瘍組織による培養細胞株と担がんマウス系統作成も行っている。本プロジェクトの結果、
髄膜腫においては WHO grade 1 であっても臨床的に浸潤性を示すグループには特徴的な遺
伝子発現パターンがあることを見いだした（特許出願中）。また、DNA メチレーション解
析では悪性化に関与する遺伝子群を同定している（Kishida Y: Carcinogenesis 33: 436-441, 
2012）。 
 
２．研究の目的 
 NF2に伴う神経鞘腫の遺伝子発現プロファイルを孤発例神経鞘腫と比較解析してNF2に
伴う神経鞘腫の特徴を明らかにし、分子標的療法の開発に結びつけることが本研究の目的
である。NF2 に伴う神経鞘腫についても遺伝子発現解析データが蓄積され、孤発例との違
いに着目し比較することで NF2 に特徴的な遺伝子群が抽出できる可能性がある。また、髄
膜腫についても悪性転化、再発などに関与する分子機序を解明し、新しい治療法開発の基
盤研究とする。 
 臨床例では、国内の NF2 患者の調査、治療指針の改定を行うとともに、bevacizumab 点
滴治療の医師主導治験の開始をすべく準備を進めている。その中で bevacizumab の有効例
と無効例の違いや分子機序についても解析を進めたい。 
 
３．研究の方法 
1) NF2 神経鞘腫の遺伝子発現を孤発例と比較し、NF2 に特徴的な遺伝子群を同定する 
 上記のマイクロアレイ解析では 31,000 遺伝子を解析できる。本学では、摘出した腫瘍を
直ちに液体窒素で凍結保存し、TR センターにて RNA を抽出して網羅的遺伝子発現解析を
行っている（臨床情報は連結可能・二重匿名化）。これまでに約 50 例の孤発性神経鞘腫お
よび数例の NF2 に伴う神経鞘腫について遺伝子発現解析データを蓄積している。NF2 に伴
う神経鞘腫の解析データを孤発例神経鞘腫と比較し、NF2 に伴う神経鞘腫に特徴的に発現
している遺伝子群を同定する。NF2 神経鞘腫と孤発例については、VEGF の発現や成長速
度の他にも、NF2 gene promotor メチル化の違いも報告されている（Kullar PJ: Neuropathol 
Appl Neurobiol 36:505-514, 2010）。NF2 の原因遺伝子は merlin であるが、NF2 に伴う神経鞘
腫には merlin 以外の遺伝子発現において孤発例とは異なる可能性がある。 

2) 同定した遺伝子群から key 遺伝子を抽出する 
 研究分担者（森努）が開発した ab initio 法を用いて NF2 と関連を示す遺伝子の pathway
解析を行い、同定した遺伝子群の中から腫瘍増殖に関連する key 遺伝子を抽出する。この
方法では、癌に関連する遺伝子同士の相互関係を The Cancer Genome Atlas (TCGA) データ
ベースに基づいて計算することができる。NF2 と統計学的有意性を持って関連を示す遺伝
子のネットワークをこの方法で確認し、上記で同定した遺伝子群の中から NF2 の成長増殖
に重要と想定できる key 遺伝子を抽出する。 

3) 培養細胞を用いてこれらの遺伝子発現を調節し、NF2 に特徴的な分子機序を解明する 
 抽出した key 遺伝子について、神経鞘腫の細胞株を用いて遺伝子発現を増強または抑制
し、NF2 に伴う神経鞘腫の成長増殖に関する分子機序を解明する。遺伝子発現制御を容易
にするために、トランスポゾンベクターPiggyBac を改変して単一ベクターで tet 応答性発
現と発現抑制を可能にしたプラスミド、pNona を用いる。抽出した key 遺伝子の ORF また
は shRNA を神経鞘腫細胞株ゲノムに組み込ませることで、各遺伝子の広いレンジでの調節
性発現を行う。また、bevacizumab を含む NF2 に特徴的な分子機序に対する標的薬の効果



を確認する。 

4) 髄膜腫細胞株を用いて、悪性化の分子機序を解析する 
 NF2 に多発する髄膜腫については、再発例で高頻度に IGF2BP1 遺伝子のメチル化が見
られた（Kishida Y: Carcinogenesis 33: 436-441, 2012）ことから、ヒトの悪性髄膜腫由来の
HKBMM 細胞における IGF2BP1 遺伝子の役割について CRISPR-Cas9 法を用いた遺伝子
破壊による低下、および PiggyBac トランスポゾン系に tetracycline 依存的誘導エレメント
を組み込んだ誘導性発現により解析する。HKBMM 細胞の野生株（Wild）、野生型配列を
持つ細胞株（Control）、遺伝子破壊された細胞株（IGF2BP1 KO）の 3 つを用いて、細胞
増殖能、増殖様式について解析を行った。カルシウム依存的な細胞接着分子による細胞の
影響を検討するため、カルシウム不含有培地を用いて、細胞増殖様式を記録した。カルシ
ウム依存的細胞間接着因子である、カドヘリンンスーパーファミリーの発現について、
SYBR グリーンを用いた定量 PCR によって RNA 定量を行った。 
 
４．研究成果 
1) NF2 神経鞘腫の遺伝子発現を孤発例と比較し、NF2 に特徴的な遺伝子群を同定する 
 初年度に、22 例の孤発性神
経鞘腫と 3 例の NF2 神経鞘腫
について遺伝子発現を比較解
析した。その結果、残念なが
ら両群間で統計学的に有意に
発現が異なる遺伝子群は同定
できなかった。そこで症例数
を 6 例に増やし、再度 NF2 に
伴う 10 神経鞘腫と 41 孤発例
神経鞘腫の遺伝子発現を解析
した。クラスター解析を行っ
たが、残念ながら NF2（図中
の色付きサンプル）がまとま
ることはなく、やはり NF2 に
特徴的な遺伝子を見つけるこ
とはできなかった。 

 

 また、同一患者から摘出した 2 個の神経鞘腫、2 個の髄膜腫、と末梢血 DNA を用いて全
エクソーム解析を実施したところ、R462 におけるフレームシフトを検出し、変異アレルの
出現頻度は各腫瘍で 70～80％であった。また、各遺伝子のコピー数変化について検討した
ところ、NF2 遺伝子領域の CNV は各腫瘍検体で末梢血由来 DNA に比して減少傾向を示し
ており、コピー数減少をもたらすようなゲノム変化が生じていると考えられた。腫瘍間に
差はなく、NF2 遺伝子以外の変化を捉えることはできなかった。 

2) 同定した遺伝子群から key 遺伝子を抽出する 
 残念ながら遺伝子発現からは NF2 に特徴的に発現されている遺伝子群を同定すること
ができなかった。そこで更新された TCGA データベースを用いた解析を行い、パスウェイ
予測から key 遺伝子を抽出したところ、エストロゲンやグルココルチコイドのような核内
レセプター、ミトコンドリアと酸化的リン酸化、翻訳制御などが重要で、予測圏内には
homologous recombination による DNA 修復も入っており、DNA 修復に関わる癌抑制遺伝子
の重要性が指摘された。 

3) 培養細胞を用いてこれらの遺伝子発現を調節し、NF2 に特徴的な分子機序を解明する 
 研究に使用する神経鞘腫細胞株については、フランスの Inserm と MTA を締結して SC4
細胞株を入手し、さらに米国 UCLA と MTA を締結して HEI193 細胞株も入手した。これ
らの細胞株は継代培養して保存した。 
 先に悪性髄膜腫細胞株を用いた研究を進めており、神経鞘腫の細胞株を用いた研究には
着手できていない。bevacizumab 点滴治療の医師主導治験の準備も並行して続けており、
2019 年中に開始する。bevacizumab の有効例と無効例の違いや分子機序についても、上記
の細胞株および臨床検体を用いて解析を行う予定である。 
4) 髄膜腫細胞株を用いて、悪性化の分子機序を解析する 
 先の報告において髄膜腫の再発例では高頻度に IGF2BP1 遺伝子 のメチル化が見られた
ことから IGF2BP1 遺伝子に着目し、ヒトの悪性髄膜腫由来の HKBMM 細胞におけるこの
遺伝子の役割について遺伝子編集を用いて解析した。IGF2BP1 発現は CRISPR-Cas9 法を用
いた遺伝子破壊による低下、及び PiggyBac トランスポゾン系に tetracycline 依存的誘導エ
レメントを組み込んだ誘導性発現により解析した。HKBMM 細胞の増殖過程を調べると、
この細胞は細胞間接着を保持し円盤状のまま回転しつつ増殖を行う上皮細胞様集団の特徴



を持つことがわかった。この細胞間接着は Ca2+依存的で、カルシウム不含有培地ではこの
特徴は喪失したので、カドヘリンファミリーの機能に依存すると考えられた。IGF2BP1 遺
伝子破壊により発現が低下した細胞では、強い接着を持つ形質が顕著に失われ、個々の細
胞の遊走性が増大した。そこで、RNA 結合蛋白である IGF2BP1 がこの細胞でのカドヘリ
ンファミリーRNA の安定化に関わる可能性を検討した。IGF2BP1 発現低下と関連するカカ
ドヘリンファミリーのスクリーニングを行ったところ、Cadherin11(CDH11)の発現と相関す
ることがわかった。抗 CDH11 抗体を用いて蛍光免疫染色を行ったところ、HKBMM 細胞
はこの分子を大量に発現し、IGF2BP1 遺伝子破壊を行った HKBMM 細胞では細胞間での
CDH11 の発現が低下していた。CDH11 の mRNA はこれまで IGF2BP1 のクライアント分子
とは考えられていないため、その結合について調査している。 
 これらの結果より、IGF2BP1 遺伝子が RNA のレベルで細胞接着を制御して、生体内で
の播種を抑制していることが示唆され、易再発性にはカドヘリン依存的な細胞接着を介し
た IGF2BP1 の RNA 安定化機構が関わる可能性が示唆された。  
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