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研究成果の概要（和文）：頭蓋内胚細胞腫瘍（iGCT）は全世界の中でも本邦で特に多く発症するが、その発癌や
悪性化に関わる分子メカニズムに関しては今まで明らかにされていなかった。我々は日本全国より集められた症
例サンプルを解析した結果、iGCTの中でも高悪性度である非ジャーミノーマ胚細胞腫群(NGGCT)でのみ変異を認
める分子を同定し,その変異によって２つのNGGCT細胞株の悪性化が増強することを明らかにした。更にこれらの
細胞株を用いた動物モデルにおいても、この変異遺伝子の腫瘍造成/腫瘍悪性化への関与が示された。従って、
今回我々はNGGCTのドライバー変異の一つを初めて明らかにすることが出来たと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Intracranial germ cell tumors (CNS GCTs) frequently occur in Japan among all
 over the world. However, the molecular mechanisms which regulate malignancy of iGCTs are not 
well-elucidated yet. We analyzed the samples of iGCTs from all over Japan and discovered a novel 
molecule which was specifically frequently mutated in the non-germinomatous germ cell tumors 
(NGGCTs) among iGCTs. In addition, this mutated molecule upregulated the malignancy of two NGGCT 
cell lines in vitro. Furthermore, in vivo model using same NGGCT cells also revealed contribution of
 this mutated molecule in oncogenicity of these cells. Collectively, we concluded a novel 
NGGCT-specific oncogenic driver gene, which would be a novel therapeutic target of NGGCTs, was 
identified.

研究分野：脳神経外科学、脳腫瘍学、分子生物学

キーワード： 頭蓋内胚細胞腫瘍　非ジャーミノーマ胚細胞腫瘍　USP28　ユビキチン化　MEK1/2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界中でも特に日本で多く発症し、現在においても極めて予後不良であるNGGCTで特異的に変異を起こしている
遺伝子と、その産生分子により活性化されるNGGCT細胞における発がん分子シグナルを同定したことにより、こ
れまで特に日本人で大きな問題となっていた難治性疾患に対する初めての治療法開発に繋がる可能性があると考
えられた。

※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 
頭蓋内胚細胞腫瘍（iGCT）は主にAYA世代に認められる希少頭蓋内悪性腫瘍であり、その
発症頻度は稀ではあるものの、全世界の地域別の発症症例数としては特に本邦を含む東ア
ジア地域に多いことが知られている。iGCTはその組織学的悪性度に応じて５つの組織亜系
に分類されるが、組織学的に最も低悪性度である胚腫（germinoma）は放射線化学療法に対
して多くの場合は反応があり、次に低悪性度であるmature teratoma（成熟奇形腫）は手術
で全摘出が行われれば同様に比較的予後良好とされているが、それらよりも組織学的に高
悪性度である亜系群（non-germinomatous germ cell tumors; NGGCTs）に対しては未だに
有効な治療法が存在せず、その治療予後は現在に至っても極めて不良である。したがって、
本邦での発症頻度が世界的にみても高いことも相まって、NGGCT に対する新規治療法の
開発は急務であると考えられるが、絶対的な症例数は他の腫瘍と比較して少ないというこ
ともあり、NGGCTの発癌や悪性化に関わる遺伝子変異や分子メカニズムに関する研究は、
これまで殆ど進んでおらず、その治療法の開発も思うように進んでいなかったのが現状で
ある。そこで今回我々は、そのような現状を打破すべく我々が日本全国の施設の協力の基に
all Japan 体制で iGCTの臨床検体を収集⇒解析すべく立ち上げた、「iGCT consortium」に
集められた iGCT症例サンプルを解析し、NGGCTの新規治療標的となる候補分子/分子シ
グナルの同定を目指した。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
今回、以前に我々の過去の報告（Ichimura, et al. Acta Neuropathol. 2016 Jun;131(6):889-
901.）の際に iGCT consortium に集められた iGCTの臨床サンプルに対して施行した全エ
クソーム解析の結果を再検討し、今夏は特に NGGCT の特異的治療標的となりえるような
変異遺伝子の同定/機能解析を行い、NGGCT に対する新規治療標的分子/分子シグナルの
同定ならびに治療モデルの確立を目指す。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
上述の我々の過去の iGCT consortium 症例サンプルの解析結果に加え、新たに２５例の新
規 consortium 症例サンプルの全エクソーム解析を追加し、特にNGGCT症例でのみ特異的
かつ複数症例で変異を生じている遺伝子群を抽出する。次に、それらの変異遺伝子群の機能
解析を行うために、NGGCT細胞株群（Tcam2細胞； germinoma/embryonal carcinoma 混
合性腫瘍細胞株、YST1 細胞；国立がん研究センターにて樹立された卵黄脳腫瘍細胞株）に
対して変異遺伝子群を作成⇒発現させ、野生型の同遺伝子群との機能の比較を行う。機能の
変化が確認された場合は、その機能変化によって変化する分子シグナルを同定し、さらにそ
の分子シグナルの変化によって、どのような腫瘍特性（細胞増殖/浸潤 等）が制御される
のかを分子生物学的手法にて in vitro で検証する。変異遺伝子群による NGGCT 細胞の腫
瘍特性の獲得が確認された場合は、同変異遺伝子群を発現させた NGGCT 細胞を用いて動
物を用いた頭蓋内腫瘍モデルを作成し、腫瘍造成や移植動物の生存にどのような影響があ



るのかを検討して、可能であれば変異遺伝子によって制御される分子/分子シグナル等の阻
害剤投与によって、移植動物の生存の延長が認められるか確認を行う。 
 
 
 
 
４．研究成果 

上述の iGCT consortium 症例サンプルの全エクソームシークエンスの結果を解析したとこ
ろ、NGGCT 症例のみに高度に（6/25 例）変異を認める遺伝子を見出した。この遺伝子
（ubiquitin specific protease 28 (USP28)）は、蛋白質の脱ユビキチン化酵素USP28 をコー
ドしており、USP28 の腫瘍細胞における役割としては、既に肺がんや消化器がんでは、蛋
白質の直接的/間接的なユビキチン化制御によって p53 経路依存的な細胞死制御や、BRAF-
MEK-ERK 経路を介した細胞増殖/細胞運動を制御することが知られているが、iGCT にお
けるその役割は全く判っていなかった。本研究で見出されたNGGCT症例におけるUSP28、
変異が陽性であった６例中４例は、欠失ならびにフレームシフトといった機能失活型変異
であった。残り２例は点突然変異であったことから、まず我々は、これら２つの点突然変異
が機能失活型変異であるかどうかの検討を行った。これら２つのUSP28 の点突然変異発現
プラスミドを作成し、Tcam2細胞に発現させた後に、その細胞ライセ―トをUSP28 の基質
分子の一つである 53BP1 の抗体で免疫沈降⇒その沈降物を抗ユビキチン抗体にてウエスタ
ンブロットで解析したところ、野生型 USP28 と比較して、これら２つの点突然変異では
53BP1 の脱ユビキチン化が抑制されていたことから、NGGCT症例群で見出されたUSP28
の変異は、これらの２つの点突然変異を含め、機能失活型変異であることが明らかとなった。
そこで次に我々は、NGGCTの悪性化の制御にはUSP28 の機能抑制が重要であると仮説を
たて、Tcam2 ならびに YST1細胞にてUSP28 のノックダウンを行ったところ、結果として
両細胞増殖能、細胞運動能（低血清培地下での transwell assay にて判定）の亢進、ならびに
臨床のNGGCT治療にも使用される抗腫瘍薬CDDPに対する細胞死誘導（propidium iodide
による死細胞染色にて判定）の抑制を認めた。この時、ウエスタンブロットで細胞内シグナ
ルの変化を調べたところ、MEK1/2⇒ERK1/2 経路の活性化亢進が確認されたことから、既
に過去の他癌腫での報告にもあるように USP28 の機能失活が BRAF-MEK1/2-ERK1/2 経
路の活性化を促進している可能性があると仮定し、USP28 をノックダウンさせた両細胞に
MEK 阻害剤である trametinib による処理を行ったところ、USP28 のノックダウンにより
誘導されるはずの細胞増殖/細胞運動の亢進、ならびに CDDP 依存性細胞死に対する耐性
獲得を認めなかった。この結果から、USP28 の機能失活によって、NGGCT細胞の細胞増
殖、細胞運動や細胞死抵抗性といった腫瘍特性が、MEK-ERKカスケード依存的に増強され
得ることが明らかとなった。最後に、USP28 の transient knockdown を行ったTcam2 細胞
を用いたヌードマウス（BALB/c nu/nu マウス）での頭蓋内腫瘍モデルでは、USP28 のノ
ックダウンを行っていない細胞（コントロール siRNA導入細胞）と比較し、USP28 のノッ
クダウン細胞を移植した動物でにおいて腫瘍組織形成の亢進ならびにマウスの生命予後の
短縮を認める傾向にあった。この実験に関しては、現在実験条件を更に検討してデータを詰
めている最中である。以上の結果から、このたび我々は NGGCT で特異的に失活型変異を
起こし、それによってMEK-ERK カスケード依存的にNGGCTの腫瘍特性を亢進させると
考えられる新規分子を同定し得たと考えられた。今後は、MEK-ERK カスケードを標的とし
た頭蓋内NGGCT治療の前臨床モデルの確立を視野に、更なる研究を進める予定である。 
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