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研究成果の概要（和文）：我々は、頭蓋内胚細胞腫(iGCT)の病態解明を目指して、染色体腕コピー数異常に着目
した、分子生物学的、臨床病理学的解析を行った。
iGCT83例と正常検体6例のInifinium Human Methylation 450K BeadChipによる解析では、12番染色体短腕のgain
 (12p gain) は37.3%の症例にみられた。臨床病理学的解析から、12p gainはiGCT患者の予後を予測しうる指標
であった。さらに、FISH法による解析で、12p gainは、倍数性の異常とともに同一腫瘍内の異なる組織型で共通
しており、これらが腫瘍発生の比較的早期に発生する異常であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the pathogenesis of intracranial germ cell tumors (iGCTs). We 
are analyzed a copy number analysis by multi-institutional study.
Firstly, we analyzed DNA methylation profile in 83 iGCTs and 6 normal control samples using Infinium
 Human Methylation 450K BeadChip array and found 12p gain in 37.3% of iGCTs. Then, 58 iGCTs with 
clinicopathological information were analyzed for progression-free survival (PFS) and overall 
survival (OS). Both PFS and OS were significantly worse in iGCTs with 12p gain. Lastly, fluorescence
 in situ hybridization (FISH) study was carried out on 3 mixed iGCT cases. Different histological 
components in each mixed GCT shared the same 12p copy number status within each mixed GCT case.
Gain of 12p can be a molecular marker to predict prognosis and an early event in tumorigenesis prior
 to histological differentiation in iGCTs.

研究分野： 人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭蓋内胚細胞腫(iGCT)は、悪性度の異なる6つの組織型から構成され、複数の組織型が同一腫瘍内に混在するこ
とがある。本研究では、12番染色体短腕のgain (12p gain)は予後不良な組織型で高頻度にみられることが明ら
かとなり、iGCT患者の予後予測マーカーとして臨床応用可能と考えられる。
また、12p gainに加え倍数性（染色体セットの数）の異常は、同一腫瘍内であれば組織型が異なっても共通する
ことが明らかとなり、これらの異常がiGCTの腫瘍発生の比較的早期に発生するイベントであることが示唆され、
病態解明の一助となる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 胚細胞腫は小児期から青年期の性腺（精巣・卵巣）に好発する悪性腫瘍で、個体発生の初期段
階を模倣する種々の組織型がみられるが、性腺外では中枢神経系に最も高頻度に発生する。中枢
神経系胚細胞腫（iGCT）は下垂体部や松果体部に好発し、性腺胚細胞腫とほぼ同様の組織所見
を呈し、臨床予後や発現するタンパクマーカーもほぼ同様である。現在までに、iGCT は治療指
針決定の観点から、発生頻度が高く治療反応性の良いジャーミノーマとそれ以外の Non-
germinomatous germ cell tumor (NGGCT) に大別される。 
 最も高頻度に胚細胞腫が発生する精巣では、腫瘍発生に KIT および RAS 遺伝子の異常に加え、
12 番染色体短腕 (12p) のコピー数異常 (isochromosome 12p)が関与することが知られている。
当研究室は 2012 年より頭蓋内胚細胞腫ゲノム解析コンソーシアム(iGCT Consortium)を立ち上
げ、250 検体を超える世界最大の iGCT コホートがすでに構築され、詳細かつ大規模なゲノム解
析を行い、(i) Sanger 法による候補遺伝子の変異解析で、中枢神経系のジャーミノーマでも相互
排他的な KIT 遺伝子と RAS 遺伝子の変異が高頻度(60％)にみられること [Fukushima, 2016, 
Acta Neuropathol.]、(ii) 次世代シークエンサーによる全エクソン解析で、ジャーミノーマと
NGGCT の遺伝子変異プロファイルが共通すること [Ichimura, 2016, Acta Neuropathol.]、(iii) 
MAPK 経路異常(主に KIT 変異)と PI3K 経路異常(主に MTOR 変異)においてそれぞれ相互排他的
な遺伝子異常を有すること [Ichimura, 2016, Acta Neuropathol.]を報告してきた。 
 しかし、新鮮凍結材料をホモジナイズして解析する分子生物学的解析手法では、遺伝子変異の
検索は可能であっても、染色体コピー数の絶対数や比を正確にとらえることは困難であり、特に
予後の異なる組織型が混在する NGGCT における各組織型の 12p のコピー数異常を正確にとら
えることは困難であった。 
 
２．研究の目的 
 頭蓋内胚細胞腫における染色体腕コピー数異常について、分子生物学的検索結果の病理組織
形態学的な検証により、腫瘍発生メカニズムに迫ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
材料：当研究室で収集された iGCT コホートから、iGCT 83 例、精巣胚細胞腫 3 例、および正常
組織 6 例の新鮮凍結検体を選択した（表１）。そのうち、3 例の iGCT と 2 例の精巣胚細胞腫（セ
ミノーマ）は、新鮮凍結検体と同時に採取されたホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 材料
を用いた。既に全エクソン解析により、MAPK 経路異常(主に KIT 変異)と PI3K 経路異常(主に
MTOR 変異)が解析されている症例も含まれており、その情報を利用した。 
 
表１ 
組織型 予後 解析数 

ジャーミノーマ Favorable 42 例 
成熟奇形腫 Favorable 7 例 

未熟奇形腫 Unfavorable 4 例 
卵黄嚢腫瘍 Unfavorable 5 例 
絨毛癌 Unfavorable 1 例 

胎児性癌 Unfavorable 1 例 
混合性胚細胞腫 Favorable/Unfavorable 22 例 
セミノーマ - 3 例 

正常 - 6 例 
 
ゲノムワイドメチル化解析：凍結検体から抽出した genomic DNA に対して、EZ ENA Methylation 
Kit (Zymo Research Corporation)を用いてバイサルファイト処理を行い、 Inifinium Human 
Methylation 450K BeadChip (450K) (illumina)によりゲノムワイドなメチル化解析を行った。
450K で得られた idat ファイルから、R およびそのパッケージである minfi を用いて全 485,512
個のプローブのコピー数を算出し、染色体腕ごとの平均値をそのコピー数とした。対照には、同
時に解析した正常組織 6 検体から QC 値の低い 1 検体（血液）を除いた 5 検体を用いた。また、
GitHub より Purify パッケージを取得し、腫瘍含有率を算出した。 
 
Fluorescence in situ hybridization 法：FFPE 材料から 4μm の厚さで薄切した切片を、抗原賦活
化液 pH9 (Nichirei) 100℃ 20 分にて前処理したのち、12p/CEP12 プローブ (Vysis) ないし 
19p/19q プローブ (Leica) をハイブリダイズさせ、DAPI にて対比染色をした。腫瘍細胞を 100
個以上評価して、12p シグナルと 12 番染色体セントロメア (CEP12) シグナルの比が 1.5 を超
えるものを 12p gain と評価した。CEP12 シグナル, 19p, 19q シグナルが 3 以上認められた細胞
をポリソミー細胞と判定した。 
 
 



４．研究成果 
（１）頭蓋内胚細胞腫における 12 番染色体短腕のコピー数異常 
 12p gain は、iGCT 全体の 37.3% (31/83) でみられた。さらに、iGCT のうち、ジャーミノー
マの 21.4% (9/42)、NGGCT の 52.5% (21/40)で 12p gain が認められた（図１）。既に解析され
ていた MAPK 経路異常や PI3K 経路異常とは 12p gain は独立しており、腫瘍含有率との関連も
なかった。なお、全染色体のうち、19p と 19q は最も変化の少ない染色体腕であった。 
 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）12p gain の臨床的意義 
 現在までにどの臓器に発生した胚細胞腫でも 12p gain は予後規定因子ではない。後ろ向き検
討を行うと、iGCT においては、無増悪生存期間、全生存期間ともに 12p gain の有無は有意差が
みられ、予後不良因子であった（図 2）。 
 
図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、胚細胞腫を、予後良好な組織型であるジャーミノーマ、成熟奇形腫 (Favorable histology; 
FH)と、予後不良な組織型である未熟奇形腫、絨毛癌、胎児性癌、卵黄嚢腫瘍 (Unfavorable 
histology; UFH) に分けて、組織型と 12p gain の関連をみた。UFH では有意に 12p gain が高頻
度にみられた（表２）。さらに、臨床的に iGCT の予後因子として確立されている血清中や髄液
中の AFP および βHCG 値を含む単変量解析を行ったところ、組織型と AFP 値（血清中、髄液
中）で有意差がみられたが、多変量解析では組織型のみが独立した唯一の予後不良因子となった
（表２）。 
 
 
 
 



表２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 組織型別の検討を行うと、12p gain は UFH に分類される組織型で高頻度にみられるほか、複
数の組織型が混在した混合性胚細胞腫 (MGCT) に限定した解析おいても、UFH に分類される組
織型から構成される腫瘍群で 12p gain が高頻度にみられる一方、FH に分類される予後良好な
組織型のみから構成される群では 12p gain は認められず、有意差がみられた（図３）。 
 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）FISH による 12p gain のコピー数解析 
 まず、精巣のセミノーマ 2 例で検討したところ、12p/CEP12 比は 1.58, 1.51 と 12p gain を認
め、いずれの組織型でもポリソミー細胞が高頻度（50%以上）にみられた。さらに、iGCT のう
ち、3 例の MGCT で検討をしたところ、450K の解析で 12p gain が認められた 1 例では各組織
型で FISH でも 12p gain が確認された（12p/CEP12 比; 1.79, 1.52, 1.55, それぞれジャーミノー
マ、未熟奇形腫、卵黄嚢腫瘍）（図４）。いずれの組織型でもポリソミー細胞が 30%以上に認め
られた。 
 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



一方、450K によるコピー数解析で 12p gain が認めらなかった 2 例では、FISH でもいずれの組
織型にも 12p gain はみられなかったが、ポリソミー細胞が 40%以上で認められた。なお、いず
れの症例でも 19p, 19q プローブでもポリソミー細胞が確認されたが、19p/19q 比に異常はなか
った（表３）。 
 
表３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究により、性腺に発生する胚細胞腫では 80%以上に認められる 12p gain は、iGCT では
比較的頻度が低いことが明らかとなった。さらに、12p gain は予後不良な組織型の存在を示唆
し、血清や髄液中の AFP 値よりも強い予後不良規定因子であるため、臨床応用可能な分子生物
学的マーカーであることが示された。 
 性腺発生胚細胞腫は、胎生期に存在する始原生殖細胞の残存が腫瘍発生の起源と考えられて
おり、精巣胚細胞腫では、isochromosome 12p および 3 倍体化が腫瘍発生の早期イベントであ
ることが報告されている [Shen et al. 2018, Cell Reports] 。iGCT においてもジャーミノーマが
始原生殖細胞同様、ゲノムワイドな低メチル化状態を呈することが示され、さらに MGCT にお
ける遺伝子変異は各組織型で共通することから、遺伝子変異は腫瘍発生のより早期に起こるイ
ベントであることが示唆されている [Fukushima et al. 2017, Acta Neuropathol.] 。本研究で
iGCT においても 12p gain と倍数体化が MGCT の各組織型で同一の状態を呈することが明らか
となり、これらが腫瘍発生の比較的早期に発生するイベントであることが示唆された。 
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