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研究成果の概要（和文）：グリオーマにおける悪性転化に関わるマーカーの探索のため、Grade IIおよびGrade 
III神経膠腫(低悪性度神経膠腫)に対する網羅的遺伝子異常解析を行った。計757例に対して次世代シークエンサ
ーを用いた包括的な遺伝子解析を行い、その論文報告を行った。当初の予定であったDMBT1およびMET-shRNAをそ
れぞれ発現するベクターを細胞株に遺伝子導入し、それらをマウスに導入する予定であったが、マウスに生着さ
せることに難渋したため、その研究を遂行することができなかった。しかしながら、低悪性度神経膠腫の遺伝子
解析の結果、悪性転化する可能性の高いサブグループを明らかにできたのは意義があると考える。

研究成果の概要（英文）：The clinical significance of genetic lesions within each lower-grade gliomas
 (LGG) subtype has not been fully elucidated. In this study, they identified sets of 
subtype-specific genetic and clinicopathological markers for each WHO subtype. The study subjects 
were a large cohort of patients who were genotyped for known or putative driver mutations and copy 
number variations associated with LGGs. Importantly, given that LGGs frequently have an indolent 
clinical history, the subjects were followed up for sufficiently long periods to accurately evaluate
 overall survival.

研究分野：脳腫瘍

キーワード： 低悪性度神経膠腫　IDH1　悪性転化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
低悪性度神経膠腫におけるDMBT1及びMET遺伝子の機能について、他に同様の報告はされていない。本研究におい
て、DMBT1及びMET 遺伝子とgrade IIIグリオーマ細胞株の相互作用や悪性転化・増殖に関わる機能解析を行った
ことで、腫瘍発生・進展・増殖及び悪性転化に関わるメカニズムの解明につながる。今後、難治性腫瘍である悪
性グリオーマに対する新たな治療戦略の一つとして期待され、個別化医療の実現を可能にするバイオマーカーと
なる可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1、 研究開始当初の背景 

次世代シークエンサーを用いた包括的な

遺伝子解析により、ビッグデータを用いた

悪性脳腫瘍の網羅的遺伝子解析が行われ

た。研究代表者らは、低悪性度神経膠腫の

ゲノム解析およびその悪性転化のゲノム変

化を解明するため、757 例の Grade IIおよ

び Grade III神経膠腫(低悪性度神経膠腫)

において全エクソン解析を行った。そこで

低悪性度神経膠腫を遺伝子異常に基づい

て 3 タ イ プに分類している (Type I: 

Oligodendroglioma, IDHmutant+1p/19q co-

deletion, Type II: Astrocytoma, IDH mutant, Type III: IDH wild type)。(図 1. Suzuki, Natsume, Motomura, 

Wakabayashi et al.  Nature Genetics 2015)。この知見をもとにWHO分類が改訂された。特に Type-III：

IDH wild typeにおいて病理 grade間での予後の差が非常に大きく、予後の悪い膠芽腫とほぼ同様の経

過をたどる(GBM-like)と予後のよい毛様性性細胞腫と同様の経過をたどる(PA-like)に二分されると言わ

れるが、実臨床では混沌を窮めている。さらに詳細な予後解析の結果、Type IIIにおいて第 7番染色体

長腕増幅（7q gain）と第 10 番染色体長腕欠失(10q loss)が予後不良因子の一つであることが分かった

（図 2, 3）。さらに大規模な The Cancer Genome Atlas (TCGA)プロジェクトのデータセットを用いて、

IDH1/2 mutationの有無で分けた、計 400例の低悪性度神経膠腫における DNA コピー数異常の網羅

的解析を行った。そこで、各両群において、10q 領域内で高度に欠失している遺伝子異常は DMBT1 

(deleted in malignant brain tumor 1; 10q26.13)のみであり、7q領域で増幅している 25遺伝子については

特に、MET (7q31.2)に注目した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2、 研究の目的 
DMBT1 は腸管粘膜に多く見られるタンパク質で､正常細胞において細菌やウイルスに対する防御にお
いて重要な働きをしていると考えられている｡またDMBT1遺伝子は、膠芽腫と髄芽腫においてがん抑制
遺伝子としての機能を報告されて以来 (Nat Genet, 1997)、その他、乳癌､肺癌､消化管癌の発症にも関
係していることも知られてきているが、そのがん抑制機構の詳細なメカニズムは未だ分かっていない。ま
た、MET はさまざまな癌において増殖や浸潤、転移、血管新生などに関わっていることが知られ、胃癌



の、結腸癌、大腸癌肝転移、食道癌、非小細胞肺癌に遺伝子増幅が見られる。しかし脳腫瘍において
は約 2％の膠芽腫に遺伝子増幅が認められるが、低悪性度神経膠腫においては、その遺伝子変異の
頻度やその機能については分かっていない。 
よって、本研究課題では、低悪性度神経膠腫において、DMBT1 及び MET 遺伝子の悪性転化・増殖
に関わるメカニズムを解明することが目的である。研究代表者らは IDH野生型 grade IIIグリオーマ細胞
株において、DMBT1 homozygous deletion及びMET gainが認められることを確認してきた。さらに、IDH

野生型である grade III グリオーマ細胞株（CHLA-03-AA 
(ATCC® CRL-3035™)）に対して、レトロウイルスベクターを用
いて、欠失したDMBT1及びMET-shRNAをそれぞれ grade III
グリオーマ細胞株に導入し、これらの遺伝子の機能と細胞癌
化における役割を解析していく。レトロウイルスベクターによる
遺伝子導入は外来遺伝子を効率良く細胞に導入し宿主染色
体に組み込み長期間の安定した遺伝子発現が得られることか
ら、研究代表者の所属する研究室でもこの実験系は確立され
ている。さらに、DMBT1及びMET-shRNA導入された grade III
グリオーマ細胞株をマウスの脳内に移植し、その脳腫瘍マウス
モデルを用いて脳腫瘍の発生率、増殖の程度及び GFAP, 
nestin, S100, NeuN, EGFRvIIIなどの発現を組織学的に検討し、
DMBT1及び METによる腫瘍増殖及び悪性転化に関わるメカ
ニズムを検討する。さらに、これまでの組織検体を用いたヘマト

キシリン・エオジン染色による評価に加えて、同一個体の腫瘍形成過程を MRI にて評価する方法を確
立した（図 4）。本方法を用いて、腫瘍形成能を客観的に評価していくこととする。 
IDH野生型 grade IIIグリオーマ細胞株の腫瘍形成期よりMET阻害剤を投与し、腫瘍形成能の抑制効
果について動物用脳 MRI を用いて経時的に評価する。MET の阻害剤は複数報告されているが、その
中で ARQ197の経口投与を行う予定である。ARQ197は血液脳関門を通過することが証明されている。
また ARQ197 は肝細胞癌において、同様の経口投与にて臨床試験が行われており、臨床応用を見据
える上で最適であると考えた。これまでに脳の凍結切片を作成した後に腫瘍部から RNA を回収する方
法を確立している。治療後の脳腫瘍から RNA を回収し遺伝子発現を解析し、METの発現変化と MET
阻害後の、神経分化関連遺伝子の発現の変化を解析する。 

 

3、 研究の方法 

DMBT1及び MET-shRNA を発現するベクターを作成し、それを grade III グリオーマ細胞株（CHLA-03-

AA (ATCC® CRL-3035™)）に遺伝子導入し、in vitroにて機能解析を

中心に行った。 

＊DMBT1遺伝子導入の方法及びMET遺伝子ノックダウンの方法 

DMBT1 の遺伝子導入及び MET 遺伝子をノックダウンするために、

高効率遺伝子導入用レトロウイルスベクターである pDON-AI-2 DNA

を使用して、DMBT1 及び MET-shRNA を発現するベクターを作成し

た（図 5）。 

作成できたこれら 2種類のベクターを、それぞれ IDH野生型 grade III

グリオーマ細胞株（CHLA-03-AA (ATCC® CRL-3035™)）に遺伝子導

入し、安定発現細胞株の作成を目標とした。遺伝子導入の確認として

は、western blot法にて、タンパク発現の有無の確認を行った。 

 

 



 

4、 研究の成果 

DMBT1 及び MET-shRNA 導入された IDH 野生型 grade III グリオーマ細胞株をマウスの脳内に移植

し、その脳腫瘍マウスモデルを用いて脳腫瘍の発生率、増殖の程度及び GFAP, Nestin, S100, NeuN, 

EGFRvIII などの発現を組織学的に検討し、DMBT1 及び MET の腫瘍発生、増殖に関わるメカニズム

を解明する予定で実験計画を進めてきた。 しかしながら、マウス脳になかなか生着せず、想定以上に

時間を要した。DMBT1及びMET-shRNA導入細胞株を新たに作成することを行ったが、最終的には作

成することは困難であった。grade IIIグリオーマ細胞株（CHLA-03-AA (ATCC174; CRL-3035_8482)）を

別の IDH 野生型細胞株に変更して実験を行ったがこの実験も困難であった。よってマウスに生着する

細胞株が作成できたら、予定通り、DMBT1及びMET による腫瘍発生、増殖に関わるメカニズムを解明

することを目的に、脳腫瘍の発生率、増殖の程度及び GFAP, Nestin, S100, NeuN, EGFRvIII などの発

現を組織学的に検討する予定であったが不可能であった。 
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