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研究成果の概要（和文）：TERT遺伝子プロモーター領域の点突然変異は、成人神経膠腫において高頻度でみられ
ることから,診断上重要な分子マーカーである。しかしながら、TERTプロモーター領域はGC含量が高く、通常の
DNAシークエンス法では感度が低いため、Droplet Digital PCR（ddPCR）法を用いてTERT遺伝子変異解析を行っ
た。グリオーマの凍結及びパラフィン包埋組織由来のDNAに対して、 変異型と野生型プローブの存在下でddPCR
増幅を行い、両者のDNAのコピー数を定量解析した。結果、両アレルのコピー数が競合なく検出された。以上か
ら、ddPCR法は本遺伝子変異解析に対しては極めて有用な方法であった。

研究成果の概要（英文）：It is important to accurately detect TERT promoter mutations in glioma. 
Sanger DNA sequencing is the currently standard method for analyzing TERT mutations.  In this 
report, we described a novel droplet digital PCR (ddPCR) assay to evaluate TERT hot spot mutations 
in fresh frozen and formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) specimens of glioma and verified the 
difference in results from the Sanger DNA sequencing results. We obtained the mutant allele fraction
 for TERT mutations of in a single ddPCR run in all cases, including the microdissected FFPE 
sections. On the contrary, up to twice the DNA sequences were required from fresh frozen tissue to 
obtain the results, consistent with ddPCR assay. When FFPE specimens were used, more time was 
required to evaluate TERT mutations through DNA sequencing. DdPCR is an effective and sensitive 
assay compared to the conventional standard Sanger DNA sequencing.

研究分野：脳神経外科

キーワード： Glioma　TERT　ddPCR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ddPCR法はサンプル内にPCR増幅される遺伝子があれば必ず増幅検出されるため、0.01％の変異DNAでも検出が可
能な高感度な遺伝子変異検出法であり再現性も高い。特に変異のホットスポットが判明しているTERT遺伝子変異
の解析に対しては極めて有用な方法である。

※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。



１．研究開始当初の背景 

 TERT（Teromerase reverse transcriptase）遺伝子は、逆転写酵素であるテロメラーゼの触

媒サブユニットである。そのプロモーター領域の変異は、TERT 発現を亢進させて染色体のテ

ロメアの維持、細胞の不死化に関わっている事が知られている。そして、TERT 遺伝子プロモ

ーターの変異が、グリオーマの診断や予後を規定する分子マーカーとしての知見が集積してお

り、本遺伝子変異の解析は病理学的かつ臨床的に極めて重要である。しかしながら、現時点で本

遺伝子変異の検出には、再現性が低く偽陰性が多い DNA Sanger シークエンス法によらざる得

ないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

 グリオーマにおける重要な分子マーカーである TERT 遺伝子プロモーターの変異を短時間

かつ再現性良く高感度に解析可能な検出方法の開発を目的とする。 

 

３．研究の方法 

 （１）グリオーマ凍結組織からは Dneasy Blood&Tissue kit で、パラフィン包埋組織から 

    は Maxwell RSC instrument を用いて高品質の腫瘍由来 DNA を抽出、精細する。   

 （２）まず、最適化した HRM (High resolution melting：高解像能融解曲線分析)法の確 

    立を目指す。即ち、飽和型インターカレート色素の存在下で TERT 遺伝子プロモー 

    ターの変異領域を LightCycler480 システム（ロシュ・ダイアグノスティクス）を 

    用いて PCR 増幅する。その後、引き続き融解曲線分析を高解像度で行い、野生型 

    と変異型との Difference プロットの自動タイピングを行う。この時に GC 含量の 

    多い変異領域を確実に増幅できる試薬及び PCR 条件の設定の最適化を行う。 

 （３）以上の HRM 法での解析方法確立が困難な場合、次に droplet digital PCR での 

    解析方法の確立を目指す。 

 

４．研究成果 

 まずは、上記「研究の方法」（２）の HRM での変異検出方法の確立を目指したが、達成にいた

らなかったため、（３）の droplet digital PCR 法での解析を行うこととした。 

１）droplet digital PCR（ddPCR）の最適化 

 A172（TERT C228T 変異あり）、A431（TERT C250T 変異あり）、および末梢血細胞（TERT 野

生型）からの DNA に対して ddPCR アッセイを実行した。 TERT 変異遺伝子の検出可能な最小

画分を評価するために、細胞株からの変異 TERT DNA の段階希釈を、正常な末梢血細胞 DNA

と混合して、100％から 0％（100％、10％、 1％、0.1％、および 0％）とした。結果は、2

次元 ddPCR プロットとして表示した。野生型 PCR 産物の蛍光強度は X軸（HEX）に表示され、

変異型 PCR 産物の蛍光強度は Y軸（FAM）に表示した。次に、野生型を示す HEX 強度に 2000

の閾値を設定し、変異を示す FAM 強度に 3000 の閾値を設定した。これにより、drioplet の

クラスターが分離された。図 1 に示すように、TERT C228T 変異は A172 細胞のみの DNA の

48.1％に存在し、TERT C250T 変異は A431 細胞のみの DNA の 33.0％に存在し、これらの変

異は末梢血のみの DNA では検出されなかった。 
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２）グリオーマサンプルに対する ddPCR 法による TERT 遺伝子検出方法の評価 

 以上の最適化された ddPCR アッセイ法を使用して、9つの神経膠腫サンプル（5つの新鮮

な冷凍標本と 4つの FFPE 標本）の TERT プロモーター変異を分析した。 すべてのケースで、

1 回の ddPCR 法にて信頼性あるデータが得られた。また、それぞれのケースで標準的な 

SangerDNA シークエンス法との検出度の比較を行った（表 1,括弧内は変異アレルの％）。 

 

表１ 神経膠腫サンプルに対する ddPCR 法及び Sanger DNA シークエンス法との比較 

Case 

No. 

Sample 

status 

Pathological 

diagnosis 

                     TERT muation assay results 

   ddPCR Sanger DNA sequencinga 

    First Second Third 

1 Fresh 

frozen 

Glioblastoma,  

IDH-wildtype 

C228T (46.1%) C228T / / 

2 Fresh 

frozen 

Glioblastoma, 

IDH-wildtype 

C228T (42.4%) NE C228T / 

3 Fresh 

frozen 

Oligodendroglioma, 

IDH-mutant and 

1p/19q-codeleted 

C228T (55.7%) C228T / / 

4 Fresh Glioblastoma, C250T (59.2%) C250T / / 

TERT C228T mutation assay TERT C250T mutation assay 
 A172  A431 100% 

48.1% 

10% 
 5.3% 

1 % 
 0.5% 

0.1% 
      < 0.1% 

 0.0% 

0 % 

33.0% 

100% 10% 
 3.9% 

1 % 
 0.6% 

0.1% 
 0.0% 

0 % 
 0.0% 



 FFPE formalin-fixed paraffin-embedded, DMG diffuse midline glioma, OA oligoastrocytoma, NE not 

evaluable, NA not amplified  
a In case the result of the first sequencing was different from that of ddPCR, Sanger DNA sequencing was 

performed up to three times (from First to Third) until the results of the two methods matched. 
b The oligodendroglial but not the astrocytic portion displayed TERT C228T mutation. 

 

以上から、TERT 遺伝子の C228T および C250T プロモーター変異を特異的に検出するための

ddPCR アッセイの有効性を示し得て、本研究の目的は達せられたと判断した。 

 

 

 

 

frozen IDH-wildtype 

5 Fresh 

frozen 

Anaplastic 

astrocytoma, 

IDH-wildtype 

No mutation NE NE No 

mutation 

6 FFPE Glioblastoma, 

IDH-wildtype 

C228T (51.3%) C228T / / 

7 FFPE Glioblastoma, 

IDH-wildtype 

C250T ( 37.8%) NE NE C250T 

8 FFPE DMG, 

H3 K27M-mutant 

No mutation NE NE No 

mutation 

9 FFPE Mixed anaplastic OA, 

dual-genotype 

C228T(31.4%)b NA NA NA 
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