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研究成果の概要（和文）：軟骨形成腫瘍のドライバーである変異IDH遺伝子の腫瘍形成における役割をヒトiPS細
胞を用いた解析により明かにすることを目標とした。変異IDH1を組み込んだ薬剤誘導型発現ベクターをiPS細胞
に導入し、間葉系間質細胞(MSC)に分化させた後に変異IDH1遺伝子の発現を誘導した。その結果、活性酸素種
(ROS)の産生が増加し、それに伴いDNA修復機構が作動し、p16遺伝子の発現が亢進することで細胞老化が誘導さ
れることが判明した。この現象は軟骨形成腫瘍の発生母地である骨髄内のような低酸素下で培養することで回避
できることが判明し、軟骨形成腫瘍の発生機構の一部が明かになった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to understand the role of IDH1 gene mutation in
 cartilage-forming tumors using human iPS cells. Human iPSCs containing drug-inducible mutant IDH1 
gene were established, and the expression of mutant IDH1 was induced after the differentiation to 
mesenchymal stromal cells (MSC). We found that the amount of reactive oxygen species (ROS) was 
increased in MSC by mutant IDH1, which activated the DNA repair machinery. This further induced the 
up-regulation of p16 gene, which finally induced cellular senescence of MSC with IDH1 mutaion. 
Interestingly, this serial phenomenon was escaped by the culture under the hypoxic condition such as
 those in bone marrow, from which cartilage forming tumors developed. These results revealed a part 
of tumor developing process of cartilage forming tumors. 

研究分野： 整形外科

キーワード： 軟骨形成性腫瘍　IDH1遺伝子　iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨形成性腫瘍におけるドライバー変異であるIDH1遺伝子の変異は、内軟骨腫においても軟骨肉腫と同頻度、存
在しており、その悪性化における役割は明かにされていない。今回の研究によって、これまで想定されていなか
った変異IDH1が増殖を抑制する作用をもつこと、そしてその作用が軟骨形成性腫瘍の発生母地である骨髄内環境
で抑制され、その結果ゲノム及びエピゲノムの変異が蓄積されることで悪性化へのプロセスが進むことが明かに
なった。この成果は軟骨形成性腫瘍の発生機構そしてIDH1遺伝子の変異との関係を理解する上で意義ある成果で
あり、新規治療法の開発にも貢献するものであると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌は遺伝子のゲノム変異が原因で発生する疾患であるが、その変異の意義は遺伝子によって異
なる。Ras 遺伝子の変異に代表される、その変異自体が多くの細胞において癌化の決定的な役割
を果たす変異と、特定の細胞において経時的に複数の細胞生物学的事象に影響を与え、その総和
が一定の閾値に達した時に、初めて形質転換細胞としての機能を獲得するという時空間的な要
素が必要な変異がある。 
後者の代表的なものが IDH(Isocitrate dehydrogenase)遺伝子の変異である。IDH はクエン酸回
路の酸化還元酵素であり、クエン酸からアルファケトグルタル酸(αKG)を合成する。変異体は
αKG合成能を失い、新たに 2-ヒドロキシグルタル酸(2HG)を合成する作用を獲得する。この 2HG 
がいわゆる onco-metabolite と呼ばれるものであり、脱メチル化阻害によるゲノム及びエピゲ
ノム修飾改変、Proline hydroxylase (PHD)阻害による HIF1-αの安定化など、様々な面で腫瘍
の発生・進展に関与していることが示されている。ヒト癌における IDH 変異の特徴の 1つが、そ
の機能がクエン酸回路という普遍的な細胞機能に関与するものであるにも関わらず、変異を有
する腫瘍が極めて限定されている点であり、その代表的なものが軟骨形成性腫瘍である。軟骨形
成性腫瘍とは、病理組織学的に正常軟骨組織に類似した組織を形成する一群の腫瘍を指し、原発
性骨腫瘍の中では骨形成腫瘍に次いで大きなグループを成す。IDH 変異は、その中の良性の内軟
骨腫と悪性の軟骨肉腫においてほぼ同頻度で存在することから、腫瘍発生の根本的な点に関与
していると想定されるが、その分子機構は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本申請計画では、後者の代表的なものである IDH 遺伝子の変異について、その変異をドライバー
変異として有する軟骨形成性腫瘍を題材とした解析を行う。薬剤誘導型変異 IDH 遺伝子を導入
した多能性幹細胞から異なる分化系譜の細胞を誘導し、変異 IDH の代謝経路やエピゲノム修飾
等への影響を時空間的に観察し、ヒト腫瘍における情報と照合することで、変異 IDH の癌化への
寄与の全貌を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）変異 IDH1 を組み込んだ薬剤誘導型発現ベクターを iPS 細胞に導入し、目的の細胞まで誘導

した後に変異 IDH1 を誘導可能なシステムを構築する。 
２）起源細胞と想定される間葉系間質細胞(Mesenchymal stromal cell、MSC)まで誘導した後に、

発現させ、増殖及び分化能を解析し,変異 IDH１の作用を解析する。 
３）臨床検体における情報を基に付加的変異を導入し、in vitro での細胞癌化を検討する。 
４）軟骨形成腫瘍が低酸素状況である、骨髄内から発生することを考慮して、酸素濃度の影響を

解析する。 
５）エピゲノムに対する影響を長期培養後の網羅的なメチル化解析により解析する。 
 
４．研究成果 
１）薬剤誘導型IDH導入細胞の確立 

iPS細胞に外来遺伝子の発現を誘導する際の課題であるサイレンシングの問題に対して、導
入ベクターを改変することによりAAVS1遺伝子座に導入した変異IDH1（R132C及びR132H変
異）を長期間安定してドキシサイクリンにより誘導できるiPS細胞(R132C-iPSC)の樹立に成
功した。そして、この細胞から中胚葉を経由した分化誘導法により間葉系間質細胞
(Mesenchymalstromal cell、MSC)を誘導し、変異IDH1遺伝子の発現を制御して培養実験を行
うことが可能となった。 

２）変異IDHの細胞増殖に対する影響 
R132C-iPSCから誘導した
MSC(R132C-MSC)において変
異IDH1の発現を誘導し増殖
能を解析したところ、変異
IDＨの発現誘導により、増
殖能が低下し、やがて停止
することが判明した。その
際にはp16遺伝子の発現が
亢進しており、SA-β-gal
陽性細胞が増加しているこ
とから、変異IDＨの発現誘
導によりR132C-MSCに細胞
老化が誘導されたと考えら
れた（図1及び図2）。 
 
 
 図 1.Normoxia 及び Hypoxia での増殖曲線 



 
３）低酸素の影響 

発生母地である骨髄
内を想定して、低酸
素環境下での培養に
おいて、R132C-MSCに
おいて変異IDＨの発
現を誘導したとこ
ろ、増殖能が維持さ
れ、SA-β-gal陽性細
胞の増加も認められ
ないことが判明し、
変異IDＨの発現によ
る細胞老化が低酸素に
よって回避されること
が判明した（図1及び図2）。 

 
４）付加的遺伝子変異としてp16遺伝子欠損の導入 

臨床検体の解析から、IDH変異に加えてp16遺伝子の欠損が高頻度の発生していることが知ら
れている。そこで変異IDH細胞を導入したiPS細胞において、CRISPR/Cas9システムを用いて
p16遺伝子の両アレルに機能消失型変異を導入した細胞(R132C-p16KO-iPSC)を作製した。
R132C-p16KO-iPSCより誘導したMSC （R132C-p16KO-MSC）は、変異IDH1を誘導しても、増殖
能は低下せず、経過に伴いSA-β-gal陽性細胞が減少することが判明した。またR132C-
p16KO-MSCでIDH1を誘導した際の分化関連遺伝子の発現を解析したところ、これまでに骨髄
由来MSCで観察された軟骨関連遺伝子の上昇及びALP遺伝子の発現抑制が観察された。 
 

５）細胞老化誘導におけるDNA修復機構の関与 
変異IDH1による細胞老化誘導の分子機構の解明を目指し、変異IDH1により産生が変化する可
能性の活性酸素種(Reactive Oxygen Species、ROS)に着目した。R132C-MSCで変異IDH1を発
現するとROSの産生が亢進し、それにともなってDNA損傷が増加することが判明した。そし
て、それに伴いDNA修復機構が作動し、p16遺伝子の発現が亢進することで細胞老化が誘導さ
れるという経路の存在が明かになった。 
 

６）まとめ 
これらの研究結果を総合的に検討す
ると、常酸素環境下では変異IDHによ
ってROSが増加し、DNA修復機構が作
動することでp16の発現が亢進して、
細胞は細胞老化に至る。一方、軟骨
性腫瘍の発生母地である骨髄内のよ
うな低酸素下ではp16が亢進しないた
めDNA損傷をもったまま細胞が増殖を
続けることで癌化へと進むという機
構を想定する結果が得られた。更に
メチル化が亢進するデータも得られ
ており、ゲノム及びエピゲノムの異
常により癌化のプロセスが進行して
いくと考えられる。 

 
 

図 2.Normoxia 及び Hypoxia での SA-β gal 陽性細胞の割合 
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