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研究成果の概要： 

本研究では、pyrosequenceを用いてエピジェネティクな DNAメチル化変化を定量することを

試みた。Pyrosequence 法は、従来の methylation-specific PCR(MSP)の不定量性を改良した斬

新な方法である。MSP では、メチル化の有無しか判定できないのに対し、Pyrosequencing では

グリオーマの腫瘍組織は 0-90%にわたる広範囲なメチル化が起こることを認めた。基準値を設

けると MSPとの相関も認められた。また、免疫組織染色との相関、テモゾロミドを投与した神

経膠腫症例における予後との相関についても検討した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
テモゾロミドの本邦での承認  
悪性神経膠腫に対する新しい経口アルキル
化化学療法剤、テモゾロミドが日本で 2006
年に承認・発売された。平均生存期間が 1年
と予後不良な悪性神経膠腫の治療薬として、
大いに期待されている。 
耐性機構としての MGMT分子 
しかしながら、一方で DNA 修復分子である
O6-methylguanine-DNA methyltransferase 
(MGMT)は、アルキル化剤が抗腫瘍効果を発揮

するのに必要な DNA架橋構造を修復するため、
MGMT 分子はテモゾロミドの薬剤耐性に関与
していると考えられている。また、我々の検
討から MGMT の発現は遺伝子プロモータのメ
チル化により調節されていて、メチル化され
ると遺伝子の発現が見られないことがわか
っている(夏目、吉田ら, Cancer Res 2005)。
また、MGMTプロモータのメチル化の有無が悪
性神経膠腫患者の重要な予後因子であると
考えられていて（Esteller ら, NEJM, 2000）、
研究代表者らの臨床例においてもテモゾロ
ミドの感受性とも相関する（図１）。 
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MGMTの定性・定量の問題点 
本研究代表者らは、全国に先立って、MGMTプ
ロモータのメチル化のアッセイとしての
methylation-specific PCR (MSP)のシステム
を立ち上げ、その成果を多数報告している。
この MSP法によって、Hegiらはテモゾロミド
による治療効果（全生存期間、無増悪期間）
が MGMT プロモータのメチル化の有無に相関
すると報告している。しかし、この方法は高
感度な PCRを用いるために、腫瘍の不均一さ
（heterogeneity）が問題となる。つまり、
腫瘍内部に混在する血液や血管などの正常
組織由来の遺伝子が否定できず、定量は不可
能である。 
一方、定量 RT-PCRによる mRNAの定量の報告
があるが、組織の保存状態や再現性が問題で
ある。さらに、どの値を cut-offにするかが
常に問題となる。また、抗 MGMT 抗体による
組織の免疫染色は、ある程度、定性・定量が
可能であると考えられるが、染色性の強弱が、
腫瘍の MGMT タンパク発現の強弱を反映して
いるのか、あるいは手技の上の問題なのか微
妙である。 
 上記のうちで Methylation-specific PCR
を除くアッセイ法は、腫瘍遺伝子のダイナミ
ックなエピジェネティクの変化を評価しな
いので、学術的な独創性は乏しい。 
 
（図 1） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
DNAメチル化の定量 
本研究では、pyro-sequence を用いて DNA メ
チル化を定量する。Pyro-sequence 法とは、
MSPの不定量性を改良した、斬新かつ鋭敏で、
再現性に優れた方法である。本法は、DNA を
bisulfite 処理し、非メチル化シトシンをチ
ミンに変換することによって、メチル化シト
シンと非メチル化シトシンをあたかも SNPの
ように区別し、定量化する。 
 
ゲノムワイドな DNAメチル化の定量--悪性神
経膠腫の新たな予後因子の探索に向けて-- 
MGMT はアルキル化剤の感受性に重要である
が、そのメチル化だけで、腫瘍の生物学的特

徴を説明できるとは限らない。悪性神経膠腫
はダイナミックなエピジェネティクスの変
化が起こっている腫瘍である。神経膠腫の中
でも、乏突起神経膠腫は薬剤感受性が高く、
比較的予後良好な腫瘍として知られる。注目
すべき点は、乏突起神経膠腫の病理診断マー
カーとして、OLIG2 が知られているが、その
遺伝子もメチル化が関与していると考えら
れている。Pyro-sequence の特長はゲノムワ
イドな CpGアイランドのメチル化の解析が可
能である。したがって、この手法によって、
MGMT 以外の新たな予後因子の探索の可能性
を含んでいる。 
３．研究の方法 
（１）pyrosequence法 
対象となる患者に対し、手術前に十分なイ

ンフォームドコンセントを行い、腫瘍組織の
提供と遺伝子解析研究の同意を得る。摘出さ
れた腫瘍組織を即時に液体窒素で冷却し、サ
ンプル抽出まで-80℃の超低温冷凍庫に保管
する。約 50 種類の遺伝子プロモーターの特
異 的 な 配 列 の メ チ ル 化 領 域 を HpaII 
(methylation-sensitive enzyme)と MSP I 
(methylation-insensitive enzyme)でそれぞ
れ切断したサンプルを用意し、multiplex PCR, 
蛍光ラベリングし、ハイブリダイゼーション
後のシグナルによってメチル化の有無を検
出する。それぞれの酵素は、同じ DNAシーク
エンス 5’-CCGG-3’を認識し、切断する。CpG
領域において、シトシン残基がメチル化され
ない場合、PCRプロダクトは Hpa IIで切断さ
れたサンプルのみ増幅され、Msp I で切断さ
れたサンプルでは増幅されない。より小さい
S/N 比を達成するためには、ハイブリダイゼ
ーションあるいはその後の洗浄をできるだ
け厳しい条件で行うことが望ましく、スポッ
トした DNAが安定してスライドガラス上に存
在できるようにする。 
（２）臨床検体の MGMT遺伝子メチル化の定量 
臨床情報とともにプールされた DNAサンプ

ルを用いて、MGMT遺伝子メチル化の定量によ
る予備研究を行った。凍結標本から取ったゲ
ノム DNA を DpnII で制限酵素処理後、PCR 
purification kitで精製する。調整したゲノ
ムDNAにBuffer Mix (BioPrime labeling Kit)
と混合し熱変性処理する。10分間の氷冷のの
ち、dNTP mixと Cy3-または Cy5-dCTPを加え、
37℃で 2 時間インキュベートし、 PCR 
purification kitで精製する。蛍光標識した
DNA をハイブリダイゼーション反応液に溶解
し熱変性させる。スキャナーで画像を取り込
み、各スポットにおけるサンプルならびにコ
ントロール DNA由来の蛍光シグナルの強度比
をもとに DNA断片に相当する領域の DNAのコ
ピー数を定量化する。 
（３）ゲノムワイドな遺伝子メチル化の探索 
MGMT遺伝子のみならず、ゲノムワイドに展



 

 

開する。MGMTはアルキル化剤の感受性に重要
であるが、そのメチル化だけで、腫瘍の生物
学的特徴を説明できるとは限らない。悪性神
経膠腫はダイナミックなエピジェネティク
スの変化が起こっている腫瘍である。
Methylated CpG Amplification Maicroarray 
(MCAM)を用いて、網羅的なメチル化遺伝子の
探索を行った。 
 
４．研究成果 
（１）悪性神経膠腫細胞株４種類と正常組織
から DNA, RNAを抽出し、
methylation-specific PCR (MSP)によって
MGMT遺伝子メチル化を定性し、
pyrosequencing法によって定量した。また、
RT-PCRによって MGMTの発現を検討した。そ
の結果、3種の手法には相関が認められた（図
２）。 
 
（図２） 

（２）神経膠腫 36症例の摘出腫瘍から DNA
を抽出し、MGMT遺伝子の MSPと pyrosequence
を行った。Pyrosequenceによる MGMTのメチ
ル化の程度は、連続的に高低さまざまであっ
た。患者背景や MSPとの相関を求めるために、
cutt-offを 18％と設定した。MGMTメチル化
18%未満、18%以上の腫瘍と MSPとの相関は統
計学的有意であった（図３）。 
 
（図３） 

 
（３）MGMT免疫組織染色と pyrosequenceと
の関連 
脳腫瘍は不均一な細胞集団を形成し、MGMT免
疫組織染色は、切片上の視野の設定によって

バイアスがかかる。しかし、診療上日常的に
実施されている免疫染色との相関、優位性を
検討することは重要である。MGMT強陽性、弱
陽性の部分をマイクロダイセクションをし、
pyrosequeceを行った。その結果、MGMT免疫
組織染色と pyrosequenceとの間には相関が
認められた（図４）。 

以上、我々の検討から MGMTの発現は遺伝
子プロモーターのメチル化により調節され
ていて、メチル化されると遺伝子の発現が見
られないことがわかっている。MGMTはグリオ
ーマの 70-80%に発現していると言われてい
るが、標準的治療として用いられるテモゾロ
ミドやニトロソウレアなどのアルキル化抗
癌剤の薬剤耐性の主要因子である。MGMTはア
ルキル化抗癌剤により guanineと結合したメ
チル基を除去し、DNA損傷を修復してしまう
ために細胞死への誘導が起こらず，抗癌剤の
効果を妨げる。Stuppらによる大規模比較臨
床試験 8におけるテモゾロミド不応症例は腫
瘍組織における MGMT遺伝子プロモータのメ
チル化と関連性があることが証明されてい
る。これらは MSP法で DNAメチル化を検討し
たものだが、MSP法は定量性がないため、メ
チル化と遺伝子発現抑制の関係を調べるに
は COBRA (combined bisulfite restriction 
analysis)が用いられる。また個々の CpGサ
イトのメチル化の検出には
bisulfite-sequencingが必要である。本研究
では、我々は MSP法の非定量性を克服するた
めに、pyrosequencing法という鋭敏かつ再現
性に優れた方法を導入した。本法は、
bisulfite処理した DNAのメチル化シトシン
と非メチル化シトシンをあたかも SNPのよう
に区別し、個々の CpGサイトのメチル化を定
量化することができる。 
 以上のように、遺伝子の異常メチル化は分
子時計（molecular clock）として前癌病変
や癌の進展予測のための分子マーカーとし
て利用できる可能性があり、抗癌剤感受性の
指標としての MGMT遺伝子メチル化だけでな
く、今後、腫瘍の個性を利用した抗癌剤の選
択にメチル化の異常が取り入れられていく
と考えられる。 
 
（図４） 
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