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研究成果の概要（和文）：グリオーマ症例を対象に、血液・髄液中cell free DNA(cfDNA)、microRNA(miRNA)解
析によるLiquid Biopsyに着手した。第一に血中miRNAの網羅的発現解析によりグリオーマ症例において多くの
miRNA発現が上昇していることが明らかとなり、髄液中でも解析可能な特異的miRNAを同定した。第二にcfDNA解
析に着手した。まず、TaqMan法を用いたIDH1の変異解析を行ったが、cfDNAは微量であり正確な評価は困難で大
半が解析不能であった。次にdigital PCRを導入し、髄液中cfDNAの解析によりIDH1遺伝子の変異解析が可能であ
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We started Liquid Biopsy by circulating cell free DNA (cfDNA) and microRNA 
(miRNA) analysis in body fluids for glioma cases. Firstly, global expression analysis of blood miRNA
 revealed that expression of many miRNA is elevated in glioma cases, and some specific miRNAs could 
be analyzed also in cerebrospinal fluid. Secondly, cfDNA analysis was undertaken. First, mutation 
analysis of IDH1 was carried out using the TaqMan method, but due to the small amount of cfDNA, it 
was difficult to accurately evaluate the mutation, and most of the cases were not analyzable. Next, 
we introduced digital PCR, and it was clarified that mutation analysis of IDH1 gene is possible by 
analysis of cfDNA in cerebrospinal fluid.

研究分野： neurooncology
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初、がんゲノム研究は世界的大規
模ゲノムプロジェクトにより、がんにおける
ゲノム異常の全体像が明らかとなりつつあ
る時代を迎えていた。その結果をうけ、脳腫
瘍（グリオーマ）においても遺伝子異常にも
とづく診断、治療法が考慮されるべき時代と
なった。我々は 1990 年代よりグリオーマに
おける遺伝子解析に着手し、個別化治療確立
を目指し、早期より脳腫瘍幹細胞、microRNA 
(miRNA)、エクソソームに注目し研究を継続
していた。当時遺伝子異常に基づく治療戦略
構築における最大の障壁が腫瘍における多
様性/不均一性(heterogeneity)であり、空間
的多様性、時間的多様性の同定、解明の重要
性が認識されつつあった。 
体液中循環cell-freeDNA(cfDNA)、miRNAは、
活動性を持つ腫瘍細胞が分泌するもの、腫瘍
の壊死、アポトーシスに伴い放出されるもの
が網羅的に含まれている可能性があり、腫瘍
全体の腫瘍活動性、治療反応性のモニタリン
グも理論上可能となる。 
非侵襲的なモニタが確立できれば臨床上の
有用性は非常に高く、最適な治療戦略構築に
繋がると確信していた。当時は遺伝子解析技
術の飛躍的進歩に伴い微量核酸の解析が可
能となり体液中の核酸(cfDNA、miRNA など)
の解析による Liquid Biopsy の実用化が期待
されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は当教室における豊富な臨床症例を
対象に体液中の cfDNA、miRNA 解析による
Liquid Biopsyを確立することを目的とした。
新たな視点からのグリオーマの時間的・空間
的多様性獲得の機序解明、さらには臨床上有
用な新規バイオマーカー、治療標的同定に繋
がる解析法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)実践的遺伝子解析法の確立：従来の LOH
解析に加え、重要なドライバー遺伝子として
同定された IDH1/2、BRAF、H3F3A 遺伝子変異
を同定する臨床上有用な high resolution 
melting (HRM)法を導入し、臨床上有用な解
析法を確立し、解析標本の遺伝子背景を明ら
かにした。 
 
(2)血中 miRNA 発現解析：分子病理学的背景
を明確にし、同症例より血液、髄液サンプル
を採取し、エクソソーム分画より分泌型
microRNA を抽出した。東レ 3D-Gene miRNA 
Olig chip を用いた microRNA の網羅的発現解
析を行った。 
 
(3)血中 cfDNA の抽出、解析：血漿、血清を
用い、2つの抽出キット（Qiagen 社、Promega
社）を使用し、比較する。 
 
(4)TaqMan 法を用いた cfDNA 解析：IDH1 に対

し変異特異的TaqManプローブを作成しcfDNA
解析をおこなった。 
 
(5)Digital PCR 法を用いた cfDNA 解析：
QuantoStudio 3D digital PCR system を用い
て血液、髄液中 cfDNA に対する IDH1 遺伝子
変異解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)実践的遺伝子解析法の確立：九州大学お
よび関連施設において手術が施行されたグ
リオーマ症例 64 例 に対し、従来の
1p,19q,10p,10qに対するLOH解析に加え、HRM
法による IDH1/2、BRAF(V600E)、H3F3A 変異
の解析を施行した。Direct sequencing との
比較により HRM 法が同等の精度を有し、かつ
簡便な臨床上有用な方法であることを確定
した。2016 年改訂 WHO 分類に導入された分子
診断に基づく、九州大学独自の分子病理学的
診断セットを確立した。 

図 1: BRAF V600E 変異に関する direct 
sequencing と HRM 法の比較 
 
(2)血中 microRNA 発現解析：分子病理学背景
を加味し、5 例の血液と 3 例の髄液よりエク
ソソームを分離し、分泌型 microRNA を抽出
し、東レ 3D-Gene miRNA Olig chip を用いた
網羅的発現解析を行った。グリオーマ症例で
は、正常例と比較し、多数の microRNA で発
現が上昇しており、髄液中でもその上昇を同
定できる microRNA(miR-4530,-4294,-4534)
を同定した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2: 血液中 microRNA 網羅的発現解析 
（GBM 症例 vs 正常） 
 
(3)血中 cfDNA の抽出、解析：血漿、血清に
対し、2つの抽出キット(Qiagen 社、Promega
社)を用いて抽出した。同等の cfDNA が抽出
できることが明らかとなり、Promega社の The 



Maxwell RSC ccfDNA Plasma Kit がより高度
な濃縮が可能であった。また、血漿がより純
度が高いDNAの抽出が可能であった。しかし、
いずれの方法でも血液から得られるcfDNAは
微量であり、通常の PCR 法による解析は不可
能であった。 
 
(4)TaqMan 法を用いた cfDNA 解析：第一に
TaqMan Mutation Detection Assay を用いた
IDH1 変異検出を試みた。R132H に hybridize
する probe：IDH1_28746_mu(Cat.#4465804)
と IDH1 wild type のに hybridize する
probe：IDH1_rf（Cat.#4465807）を用いた
それぞれの real time PCR を行い、Ct 値の
差 ΔCt = Ct(mutant allele assay)-Ct 
(gene reference assay)をもって変異同定
を行った。9例のグリオーマ症例において 2
例で IDH1 の変異の有無を同定することが
できたが、微量 cfDNA における TaqMan 法の
限界も明らかとなった。 
 

図 3: IDH1 変異症例に血中 cfDNA の TaqMan
法による変異同定 
 

(5) Digital PCR 法を用いた cfDNA 解析：IDH1 

R132H 変異陽性の退形成性乏突起膠腫 2 例

(#2185, #2209)、IDH 野生型の膠芽腫 2 例

(#2190, #2270)を対象として、血液サンプ

ル、髄液サンプルを対象に digital PCR を

用いた IDH1 変異検出法の確立を図った。血

漿および髄液から QIAamp Circulatin 

Nucleic Acid Kit(Qiagen 社)を用いて

cfDNA を抽出し、Quantostudio 3D digital 

PCR system にて IDH1 変異の解析を行った

ところ、髄液サンプルではいずれも IDH1

変異の検出が可能であった(図 4 の青色の

ドットのクラスター)。 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4: IDH1 R132H 変異症例(#2185, #2209)：
digital PCR による血漿 cfDNA の IDH1 変異同
定 
 
IDH1 野生型では、血漿、髄液サンプルの解析
ではいずれも変異型のクラスターは認めず、
本解析の高い特異度が明らかとなった。しか
し、IDH1 変異症例の血漿 cfDNA の解析では、
現段階では変異クラスターを同定できてい
ない。 
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