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WHO脳腫瘍分類における神経膠腫の分子診断に対する遺伝子解析技術の確立

松浦　令子（MATSUURA, REIKO）

研究期間：

２０Ｈ０１１１６

年 月 日現在  ３   ６   １

円       480,000

研究成果の概要：2016年改訂脳腫瘍WHO分類では、神経膠腫の病理診断にIDH1/2遺伝子変異・染色体1p/19q共欠
失等の遺伝子解析による分子診断が必須となった。しかし、解析の検査方法と解釈については一定の見解が得ら
れていない。神経膠腫の分子診断に重要な遺伝子変異解析を、MLPA法による解析と従来のsanger法や
Microsatellite法との比較検証を行った。

研究分野： 悪性脳腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性脳腫瘍である神経膠腫はWHO分類で主にGradeⅡ～Ⅳに分かれ、GradeⅣを膠芽腫と呼ぶ。GradeⅡ～Ⅲの低悪
性度神経膠腫において必須な分子診断の検査法に関して統一した見解はなく、本研究にて複数の検査法を比較検
討することで、分子診断の確立に寄与すると期待される。
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１．研究の目的 
神経膠腫は悪性脳腫瘍の中で最も頻度が高く難治性である。治療や予後予測の為、低悪性度

神経膠腫では分子診断が脳腫瘍 WHO 分類で病理診断に必須となったが、解析の検査方法と解釈
を確立するとともに、次回WHO分類第5版で追加される予定の分子マーカーについて検証する。 
２．研究成果 
神経膠腫の病理診断にIDH遺伝子変異・染色体1p/19q共欠失等の解析が必須となったことから、
従来の Sanger 法、Microsatellite 法に加え MLPA 法による解析を行い、低悪性度神経膠腫にお
いてそれらの整合性を検討した。また、脳腫瘍における分子診断を検証している cIMPACT2

は、組織学的に WHO gradeⅡ～Ⅲと診断される IDH 野生型低悪性度神経膠腫のうち、IDH 野
生型膠芽腫に似た臨床経過をたどる症例があることを示唆しており Tert プロモーター領域の
遺伝子変異のあるものについて MLPAkitP105 にて後方視的解析を行った。検体を解析に使用す
る事については、東京大学医学部の倫理委員会において「脳腫瘍のゲノム・遺伝子解析とその
臨床病理学的意義の解明」という研究課題として倫理審査済である。 

(1) IDH 変異の解析法 
① Sanger 法                                                                            295bp 

Primer          Fwd                       Rev 
IDN1                                                              
IDH2                                                                                                       345bp                                                                                                        

PCR 条件     Fwd                                        Rev 

IDH1 は KOD FX Neo[KFX-201](TOYOBO)94/2min-[98/10s-59/30s-68/30s]x35-68/60s -4/∞                 

IDH2 は AmpliTaqGold with Buffer [N808-0240](AppliedBiosystems) 95/5min-[95/30s-55/30s-72/30s]x37-72/7min -4/∞ 

② MLPA 法（KitP088） 
 

 
 
 
  
 
 
 

 
 
 
 
 
MLPA 反応後、生成物を SeqStudio GeneticAnalyzer(ThermoFisher)にて泳動し得られたデータ
ーは、MRC Holland が無償提供している MLPA 専用解析ソフトの Coffalyser.net で解析した。 
 
IDH 変異解析を Sanger 法と MLPA 法両方行った 26症例の結果 

病理診断 IDH1-R132H Sanger 法 IDH1-R132H MLPA 法 

Anaplastic Astrocytoma 4/10 4/10 

Diffuse Astrocytoma 1/3 1/3 

(Anaplastic) Oligodendroglioma 12/13 12/13 

 
(2)染色体 1p/19q 共欠失の解析法 

① LOH Microsatellite 法 
 
1p19q 共欠失典型例  
 正常例 
 
 

 
同じ色の波形が 1 つの Microsatellite マーカーに対する PCR 増幅を示す。ピークは二峰性で

ヘテロ接合性を示す。腫瘍に変異が無い場合、血液と腫瘍でアレルは相似であるが、腫瘍のア
レル 1 とアレル 2 の割合とが血液のアレル１とアレル 2 の割合と比べて 0.67 以下、1.35 以上
の場合に欠失と判断する。 

Exon4 Exon5 

IDH1_ fwd TGCCACCAACGACCAAGTCA 

IDH1_ rev GCAAAATCACATTATTGCCAAC 

IDH2_ fwd CTCTGTCCTCACAGAGTTCAAGC 

IDH2_ rev CCACTCCTTGACACCACTGCC 

Exon5 
Exon4 



② MLPA 法（KitP088） 
                 1p arm     19q arm                    
 正常例 
 
1p/19q 共欠失の 
典型例   
 
 
 
 
 
共欠失を Microsatellite 法,MLPA 法両方で行った 26症例の結果 

結果が異なった 2 例は 1p/19q の増幅割合が閾値のボーダーラインとなっていた症例と
reference のバラつきが著しい症例で、いずれも解析結果は non-informative なものであった。 
 
(3) WHO 分類第 5 版で追加が予定される分子マーカーの検証 
Tertプロモーター領域の変異がありIDH変異のない検体で、組織診断的には低悪性度神経膠腫

GradeⅡ～ⅢとされているAnaplastic Astrocytoma 10例、Diffuse Astrocytoma 2例について、
MLPA P105 Kitにて後方視的解析した。膠芽腫に見られるような遺伝子異常が多数認められた。 

Tert プロモーター領域の変異解析(Sanger 法) 

Primer         Fwd 

pTert         Rev  149bp 

     

PCR 条件 pTert は AmpliTaqGold360[4398823](AppliedBiosystems)95/10min-[95/30s-60/30s-72/30s]x38-72/7min -4/∞ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
多くの場合は IDH,ATRX,P53 などの免疫染色での所見で病理診断が可能なものが多いが、組織学
的には WHOgradeⅡ～Ⅲと診断される低悪性度神経膠腫にもかかわらず、IDH 野生型膠芽腫
に近い治療反応性の悪い臨床経過をたどるとされる分子マーカーを有する症例の検出に、
MLPA P105 Kit と Tert プロモーター領域の Sanger 解析の有用性が示唆された。 
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病理診断 Microsatellite 法 Microsatellite 法  MLPA 法 

Anaplastic Astrocytoma 0/6 0/6 

Diffuse Astrocytoma 0/4 0/4 

(Anaplastic)Oligodendroglioma 12/16 10/16 

 
pTert_fwd  CCAGCTCCGCCTCCTCCG 

pTert_rev  GCTGCCTGAAACTCGCGCC 
Exon1 
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