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研究成果の概要（和文）：多数の上衣腫検体に対してRELA融合遺伝子とTERT発現を調べ、高発現を認めた。TERT
 promoterのrs2853669、C228TまたはC250T 変異を含むルシフェラーゼベクターを作成しTERTの転写活性を調べ
たところ、TERT promoter 長に応じてこれらの変異やSNPにより異常な転写活性上昇が生じることを明らかにし
た。マウス上衣腫モデルを作成するために、レンチウイルスによる遺伝子導入システムを用いてRELA融合遺伝子
とCdkn2a遺伝子に対するsgRNAをNestin-Cre;Cag-Cas9マウス脳に導入を行ったところ、ヒト上衣腫に類似したマ
ウス脳腫瘍の誘導が観察された。

研究成果の概要（英文）：We investigated a large number of surgical ependymoma samples for the 
presence of RELA-fusion and TERT expression. We found RELA-fusion in the majority of supratentorial 
ependymomas and elevated TERT expression in all of them. To investigate the mechanism of TERT 
overexpression, we generated a luciferase construct with TERT promoter mutations or rs2853669 SNP. 
We found that the transcriptional activity of TERT promoter affected by the mutations or SNP was 
variable according to the length of the promoter region. In order to make a mouse model of 
ependymoma, we generated conditional double transgenic mouse by mating Nestin-Cre and Cag-Cas9 mouse
 and lentivirally introduced a RELA-fusion together with a sgRNA for Cdkn2a into the mouse brain. 
This resulted in development of mouse brain tumors that histologically resembles human ependymomas. 

研究分野：神経腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、100例あまりの上衣腫検体においてTERTの発現、プロモーターの点突然変異及びメチル化、TERTコ
ピー数異常、遺伝子再配列に対して詳細な解析を行い、TERT高発現の頻度とその機序を精査した。また、TERT 
promoter長やその領域の点変異やSNPの有無とTERTの転写活性変化の関連性を検討した。またRELA融合遺伝子の
導入によるマウス上衣腫のモデルを作成した。本研究の成果は、マウスモデルを用いたTERT標的治療の効果の検
証等による上衣腫に対する新規治療標的探索研究への応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
１）上衣腫は、小児期に好発する中枢神経原発性の悪性腫瘍である。脳室や脊髄中心管近傍よ
り発生すると考えられ、その発症部位により小脳テント上、小脳テント下および脊髄発症例に
大別される。標準的な治療は、外科的摘出および放射線治療であるが、全摘出不能例では他の
追加治療にかかわらず極めて予後不良である。化学療法については、現在までに生命予後の改
善が証明された薬剤やレジメンは存在しない。 
 昨今の上衣腫の大規模遺伝子解析により、上衣腫はその遺伝子異常の形式によりテント上、
テント下、脊髄発症腫瘍をそれぞれ 3型に分ける 9型分類が提唱された。しかし、これらの臨
床的意義については不明な点も多く、さらなる検証が必要である。しかし、その検証や新規治
療の開発にはヒト腫瘍由来の培養細胞や動物モデルが不可欠であるが、現時点では一般に入手
できる上衣腫の培養細胞はほぼ皆無で、こういったバイオリソースの不足が上衣腫研究の発展
を妨げる大きな要因の一つとなっている。 
 
２）我々は小児脳腫瘍の中央分子診断を行う多施設共同研究体（日本小児分子脳腫瘍グループ; 
JPMNG）を組織した。これまでに本組織を通じて 108例に及ぶ上衣腫の遺伝子解析を行ってき
たが、その中で、上衣腫の多くにおいて TERTの発現が極めて高いことを発見した。また、我々
は以前、成人グリオーマにおいて TERTプロモーター領域の 2か所の hot spotにおいて点突然
変異を高頻度に認め、これが TERTの発現亢進をもたらしていることを報告した。さらに、共
同研究者の増富らは、TERT がテロメラーゼの逆転写酵素活性の他に RNA-dependent RNA 
polymerase (RdRP)活性を持ち、テロメラーゼとは独立に細胞周期や幹細胞形質の制御に関わっ
ていること、難治性乳がんで承認された抗がん剤であるエリブリンが RdRP 活性の特異的阻害
剤であることを発見した。これらをもとに我々は成人グリオーマに対してエリブリンが TERT
発現依存性に抗腫瘍作用を持つことを示してきた。以上のことは、TERT を標的とするエリブ
リンが TERTを高発現する上衣腫に奏効する可能性のあることを強く示唆している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、小児期に好発し予後不良な悪性脳腫瘍である上衣腫に対し TERT標的治療薬とし
てのエリブリンの有効性を検証し意義を確立することを目的に、上衣腫における TERT高発現
の機序を解明し、上衣腫の培養細胞・動物モデルを作成してエリブリンの抗腫瘍効果を調べる
とともに、あらたな治療法の開発に寄与する。そして、本研究の結果に基づいて、将来的にエ
リブリンを上衣腫に対する新規標的治療薬として臨床応用に導くことを目指す。 
 
３．研究の方法 
１）多数の上衣腫検体(n>100)に対して TERT発現、点突然変異、メチル化、コピー数異常およ
び遺伝子再配列などを調べ、上衣腫における TERT高発現の機序を探索する。そして、ルシフ
ェラーゼレポーターアッセイにより TERT転写制御領域を精査することにより、上衣腫におけ
る TERT高発現の機序を探索する。 
 
２）上衣腫の新鮮手術検体から初代培養および免疫不全マウスを用いた患者由来の異種移植腫
瘍(PDX)の作成を行う。さらにヒト培養神経幹細胞に対して RELA 融合遺伝子または TERT を
導入した上衣腫細胞の構築や、RELA 融合遺伝子の導入により脳腫瘍の発生誘導を試みる上衣
腫自然発生マウスモデルを作成する。これらの上衣腫モデルを用いて上衣腫のエリブリンに対
する抗腫瘍効果を検討する。さらに、TERT の発現・変異とエリブリン感受性との関係を検証
し、治療効果予知のバイオマーカーとしての意義を検証する。 
 
４．研究成果 
１）上衣腫における TERT promoter領域の精査と TERT遺伝子発現の検討 
これまでに私たちは上衣腫の網羅的な遺伝子異常の解析を行ってきた。本研究では、
C11orf95-RELA融合遺伝子や TERTの異常に着目し、さらに解析を進めた。88例の上衣腫に対
して RT-PCR または FISH 法を用いて
C11orf95-RELA 融合遺伝子を調べ、19
例のテント上上衣腫で融合遺伝子を同
定した (Fig.1A)。また 94 例の上衣腫に
対してTERTのmRNA発現を測定した結
果、テント上の上衣腫のほぼ全例と、テ
ント下上衣腫の一部に TERTの著しい発
現亢進を認めた(Fig.1B)。これらの結果
より、TERT の活性化は一部の上衣腫、
特に C11orf95-RELA 融合遺伝子陽性上
衣腫の腫瘍形成に重要な役割を示して
いることが強く示唆された。 
 
 

Figure 1A. Genomic status of supratentorial 
ependymomas 



２）ルシフェラーゼアッセイによる TERT発
現制御領域の精査 
上記の遺伝子解析では、TERT promoter の点
突然変異は 113 例中 3 例にのみ認められた。
これより、上衣腫における TERTの発現亢進
は、点突然変異とは異なる機序により生じて
いることが示唆された。以前、点突然変異上流
の SNP (rs2853669)が TERT promoterの点突然変
異と相互作用を持つことにより TERTの発現調
節に関わっていることが報告がされた。そこで、
TERT promoter mutationと rs2853669の関係を探
索する目的で、ルシフェラーゼレポーターアッ
セイを行った。TERT promoterの 311塩基と exon 
1 の 163 塩基を含む 474 塩基 (TERT core 
promoter)の領域をクローニングし、rs2853699
の SNPの Tまたは C (T349C)、および C228Tと
C250T の変異を導入したベクターを構築した。
そして、これらのベクターをそれぞれ HEK293T
および T98G細胞に図に示す組み合わせで導入したところ、C228Tでは SNPの状態に関わらず
プロモーターの活性化が認められたが、C250Tは rs2853669が C variantであったときのみ活性
の亢進を認めた (Figure 2)。 
 

 
続いて私たちは、TERTの 転写活性制御の機序をさらに精査するために、474塩基の TERT core 
promoter領域にTERT promoterの上流を含めた 2.5kbの領域のルシフェラーゼレポーターベクタ
ーを構築した。そして、rs2853669の SNP(T349C)と C228T, C250Tの TERT promoter mutationの
有無で 6 通り組み合わせにて、同様に TERT の転写活性に対する影響を HEK293T 細胞にて精
査した。興味深いことに、C250Tを持つコンストラクトで TERT promoterの転写活性の上昇を
認めた。一方で、rs2853669の variant T349Cによる発現増強作用は認めなかった(Figure 3)。こ
れらは TERT promoter core region (474bp)のベクターと比較して異なる結果であった(Figure 2)。
以上の解析より、TERTの転写活性は、SNP、C228Tや C250Tにより影響されることに加えて、
さらに、これらの転写活性異常は TERTの
promoter領域の配列によりさらに影響され、
TERT promoter 領域配列の複雑な遺伝子発
現制御機序の存在が示唆された。現在
rs2853669 の genotyping のアッセイを構築
しており、上衣腫において rs2853669 の
SNPと TERT発現との関係を調べるととも
に、その機序の解明を検討している。なお、
これらの上衣腫の臨床検体における、
RELA融合遺伝子を持つ上衣腫に TERT発
現の著しい上昇があるという結果につい
ては論文化し、報告を行った。 
 
３）上衣腫モデルの作成 
続いて、上衣腫における融合遺伝子と TERTの上衣腫発生機序における役割を検討するために、
私たちはヒト腫瘍組織より培養細胞株や PDXの樹立を試みた。しかしながら、困難であるとの
過去の報告と同様に、当研究室における試みも樹立には至らなかった。そこで、PDXによる上
衣腫モデルに替えて、遺伝子導入による上衣腫動物モデルの作成を検討することにした。 
 最近、私たちは RELA融合遺伝子が単独でヒト上衣腫に類似した脳腫瘍を誘導できるがん遺
伝子であることを RCAS/tv-a技術によるトランスジェニックマウスを使ったモデルを用いて明

Figure 1B.TERT expression in ependymomas 
(PFA and PFB; posterior fossa type A and 
B ependymoma, RELA (-) and (+) ST; RELA 
fusion negative and positive 
supratentorial ependymoma) 
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Figure 2.Luciferase reporter assay of TERT core promoter （474 塩基） 
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Figure 3.Luciferase reporter assay of 
TERT promoter (2.5kb region) 

HEK293T 細胞 



らかにした。そこで、レンチウイルスによる遺伝子導入システムを用いた上衣腫モデルの確立
を行ない、TERT の発現異常と上衣腫発生機序の関連性について検討を行うこととした。はじ
めに、脳腫瘍関連遺伝子の導入やがん抑制遺伝子の不活化を脳腫瘍の発生起源と考えられてい
る神経幹細胞に特異的に達成するために、Nestin-cre マウスと Cag-Cas9 マウスの交配によるコ
ンディショナルダブルトランスジェニックマウスを作成した。当該系統の交配・継代や表現型
に問題がないことが確認できたことから、続いて、RELA融合遺伝子をレンチウイルス の成体
マウスや新生仔マウス脳(Nestin expressing cell of origin)への注入により導入を行った。また、
RELA融合遺伝子陽性上衣腫では、CDKN2A遺伝子の変異が好発することから、CDKN2A遺伝
子に対する sgRNA を作成し、そのレンチウイルス を脳内に注入し CDKN2A 遺伝子のノック
アウトも同時に行った。その結果、RCAS/tv-a 技術を用いて観察を行った我々の以前の報告と
同様に、RELA 遺伝子の導入後約２ヶ月頃にヒト上衣腫に類似したマウス脳腫瘍の誘導が観察
され、本モデルシステムが十分に機能することが確認された (Figure 4)。なお、CRISPR-Cas9
技術による CDKN2A遺伝子の不活化は本モデルマウス脳より樹立した Neurosphere lineを用い
た実験で確認できた。現在、RELA 融合遺伝子に加えて YAP1 融合遺伝子の脳腫瘍誘導能の検
討も進めており、これらの上衣腫融合遺伝子の導入を行ったマウスの表現型の観察を行なって
いる。さらに、CRISPR-Cas9 技術を用いてマウス脳内で染色体・遺伝子再構成を行い内因性の
RELA 融合遺伝子を誘導する脳腫瘍モデルの作成も試みている。これまでに、培養細胞にて内
因性の RELA融合遺伝子の誘導に成功したことから、関連レンチウイルスをマウス脳内に注入
し同様に脳腫瘍の発生を観察している。将来的には、上記実験より再現性のある上衣腫モデル
が確立された場合には、本モデルを用いて引き続き TERTの発現検討やエリブリンの抗腫瘍効
果を調べるとともに、あらたな治療法の開発研究に応用し、上衣腫の治療標的の同定を目指し

ていく。 
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