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研究成果の概要（和文）：グリオーマ患者の脳脊髄液に対して、Maxwell rapid sample concentrator システム
を用いて腫瘍由来のcirculating cell free (ccf) DNAを抽出した。その結果、1mlの脳脊髄液から50ng以上の
ccfDNAが得られることが判明した。そして、このDNAを鋳型として、real-time PCR/高解像能融解曲線分析法で
IDH1, H3F3A, BRAF遺伝子の点突然変異のスクリーニングが可能であり、Sanger DNA シークエンス法での変異の
同定が確認できた。また、MGMT遺伝子プロモーターメチル化の定量的解析も可能であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Using cerebrospinal fluid of glioma patients, tumor-derived circulating cell
 free (ccf) DNA was extracted.  It was found that more than 50 ng of ccf DNA can be obtained from 1 
ml of cerebrospinal fluid. Using this DNA as a template, it was possible to screen point mutations 
of IDH1, H3F3A, BRAF genes by real-time PCR / high resolution melting curve analysis method.  
Moreover, it was also found that quantitative analysis of MGMT gene promoter methylation is also 
possible.

研究分野： Molecular oncology
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１． 研究開始当初の背景 
 
小児〜若年にみられる固形腫瘍の中で脳腫

瘍は最多を占め、その半数以上はグリオー

マであり、成人と比較して脳幹に発生する

グリオーマが多いことが特徴である。脳幹

グリオーマの 60-80%は主に橋に主座をお

き、周囲に浸潤性に発育するタイプ

（ diffuse intrinsic pontine glioma: 

DIPG）である。腫瘍部位から、手術による

組織採取が行われることは、リスクを伴う

ため稀であり、診断は臨床所見や画像所見

に基づいて行われる。従って、脳幹グリオ

ーマの治療開始時点において、腫瘍に見ら

れる遺伝子異常についての情報を得ること

は一般に困難である。 
 
 
２． 研究の目的 

 

最近、固形癌を有する患者の血清中に腫瘍

由来の free DNA が検出されることが報告

された。この DNA は腫瘍の壊死やアポトー

シスに陥った組織から溶出した腫瘍 DNA が

体循環内へと入るものとされている。グリ

オーマの場合は、血清中で検出可能な腫瘍

由来 DNA は質、量とも解析に不適であるも

のの、脳脊髄液中に存在する腫瘍由来 DNA

であれば、量的にも問題なく、かつ遺伝子

プロモーターのメチル化や 247 塩基ほどの

長鎖の PCR 増幅も可能であるとされている。

そこで、我々は、一般に手術が困難とされ

る脳幹グリオーマに対して、脳脊髄液中の

腫瘍由来のfree DNAにおける遺伝子異常が、

本疾患の分子診断マーカー、治療効果予測

因子、臨床的予後因子として有用であるこ

との確立を目的に本研究を行った。 
 
３． 研究の方法 
 

臨床症状と画像診断で脳幹グリオーマが疑

われ、インフォームドコンセントが取得で

きた患者を対象とする。腰椎穿刺にて脳脊

髄液を3ml採取する。腫瘍由来 free DNA を

QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen 社)

を用いて採取し精製する。この free DNA 

をテンプレートとして以下の解析を行う。 

１）MGMT 遺伝子プロモーターのメチル化に

ついて腫瘍由来 free DNA に bisulfite 処

置を施した後に、飽和型インターカレート

色素の存在下で MGMT 遺伝子プロモーター

領域を LightCycler480 システム（ロシ

ュ・ダイアグノスティクス）を用いて PCR

増幅する。その後、引き続き融解曲線デー

タを微分プロットに変換してピークとして

表示する Tm calling アルゴリズムにより

解析して、非メチル化とメチル化 DNA の割

合を算出する。本法は定量的な MGMT メチル

化解析法であり、カットオフ値 4.0%以上の

メチル化を認める場合にメチル化陽性と判

定する。 

２）IDH1 遺伝子、ヒストン H3F3A 遺伝子、

BRAF遺伝子コドン600の一塩基変異の有無

について腫瘍由来 free DNA に対して、解

析対象遺伝子の hot spot であるコドンを

夾んで PCR 増幅する。DNA インターカレー

ト色素を含む LightCycler HRM マスター

ミックス（ロシュ）を使用し、反応液量 20

μlとして PCR 反応を進める。 

LightCycler480 システムの元、real-time 

PCR/ 高解像能融解曲線分析法―High 

Resolution Melting (HRM)法にて遺伝子変

異のスクリーニングを行い、DNA シークエ

ンス法にて変異を確定する。 
 
４． 研究成果 
 

1ml の脳脊髄液から 10ng 以上の ccfDNA が

得られることが判明し、real-time PCR/高

解像能融解曲線分析法での解析が可能であ

った。IDH1,H3F3A, BRAF 遺伝子異常につい

て、髄液由来 ccfDNA と摘出された腫瘍から



抽出した DNA における解析結果が全例で一

致した。MGMT 遺伝子プロモーターメチル化

の状態を解析した 2例でもメチル化につき

定量的な解析が可能であった。 

IDH1R132status in ccfDNA and tumor specimen

WT: Wild-type
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