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研究成果の概要（和文）：悪性脳腫瘍であるグリオーマに対する治療薬は現在のところアルキル化剤テモゾロミ
ド（TMZ）のみであり、そのTMZに対しても最終的に耐性が出現することから、新規治療法の開発が喫緊の課題で
ある。本研究では神経膠腫に最も高頻度に認められるATRX変異に着目し、TMZに対する合成致死性メカニズムを
ゲノムワイドCRISPR loss-of-functionスクリーニングにより解析した。その結果、ATRX野生型と変異型のグリ
オーマ細胞はTMZに対して異なる脆弱性を有することを発見した。今後分子機構を詳細に解析することで、TMZの
感受性を高めるコンビネーション療法や患者層別化マーカーの開発を推進していく。

研究成果の概要（英文）：Currently, the only treatment for gliomas, which are malignant brain tumors,
 is the alkylating agent temozolomide (TMZ), and since resistance to TMZ will eventually emerge, the
 development of new treatments is an urgent issue. In this study, we focused on ATRX mutations, 
which are most frequently observed in gliomas, and analyzed the mechanism of synthetic lethality to 
TMZ by genome-wide CRISPR loss-of-function screening. We found that ATRX wild-type and mutant glioma
 cells are differentially vulnerable to TMZ. Detailed analysis of the molecular mechanism will 
promote the development of combination therapies and patient stratification markers to enhance TMZ 
sensitivity.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： グリオーマ　ATRX　テモゾロミド　合成致死　CRISPRスクリーニング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗がん剤であるTMZはグリオーマに対して一定の効果があるものの、いずれ効き目がなくなってしまう。また、
抗がん剤が効きやすい患者だけでなく、そもそも効かない患者も存在する。今回の研究成果から、特定の遺伝子
を抑制する薬をTMZと同時に併用することでその効果が増強される可能性や、TMZが効きやすい患者の選別に応用
可能な遺伝子の情報を得ることができた。今後これらのメカニズムをさらに研究し、効果的な治療法の開発へと
結びつけたい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞は異なる遺伝子変異を持つ細胞集団としての多様性を組織内に創出し、環境の変動

に適応しながら生き抜く力を持っている。悪性脳腫瘍である膠芽腫に対する治療薬は現在のと
ころアルキル化剤テモゾロミド（TMZ）のみであり、その TMZ に対しても最終的に耐性が出現す
ることから、その克服や新規治療法の開発が喫緊の課題である。 
がんの進展過程において獲得されるドライバー変異はエピジェネティック因子にも同定され

ており、代表的な例としては SWI/SNF クロマチンリモデリング複合体の変異がある。SWI/SNF は
多くのがん種で高頻度に不活化変異を認めることから、がん抑制遺伝子として働いていると考
えられる。不活化変異によって SWI/SNF 複合体の DNA へのリクルートが正常に行われず、その結
果クロマチン構造が変化することでヒストン修飾パターンが乱れることが報告されている。ま
た、最近我々は化学療法耐性乳がんに特異的な SWI/SNF 変異を同定しており（unpublished data）、
SWI/SNF の機能欠失は腫瘍化のドライバーとしてだけでなく薬剤耐性のドライバーとしても重
要な役割を担っている可能性が示唆されている。 
IDH1/2 変異陽性神経膠腫は低悪性度からグレード 4 の膠芽腫へと悪性化していくことが知ら

れているが、IDH1/2 変異を持つ神経膠腫において最も高頻度に認められるエピジェネティック
変異は SWI/SNFファミリーに属する ATRXの不活化変異である。ATRX変異は IDH1/2変異陽性神
経膠腫のうち p53 変異を持つ星細胞腫の約 80%に認められるが、ATRX の不活性化が膠芽腫のエ
ピジェネティックランドスケープにどのように影響しているのか、そしてその変化がどのよう
に膠芽腫への進展に寄与するかについては全くわかっておらず、膠芽腫に標準的に使用される
唯一の治療薬 TMZ に対する耐性獲得機構への関与も不明である。膠芽腫患者に対する効果的な
治療薬は TMZ 以外にないことからも、新たなアイデアに基づいた新規治療法の開発や治療抵抗
性に対抗する方法論の開発が必要とされている。不活化変異を標的とした治療法として、二つの
遺伝子が両方機能喪失することで細胞死となる合成致死性が近年再度注目されつつあり、例え
ばがん抑制遺伝子 BRCA の機能欠失変異を持つがん患者に対する PARP1阻害剤の合成致死性療法
は、国内外の臨床試験から複数のがん種に対して非常に効果的であることが実証されつつある。
ATRX と合成致死の関係にある未知の遺伝子を発見し膠芽腫における合成致死性メカニズムを解
明することによって、これまでにない新規治療法の開発が期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、ATRX が不活化状態にある膠芽腫細胞の新規合成致死性メカニズムの解明を目的と

する。膠芽腫の標準治療薬 TMZ の投与下における合成致死性メカニズムについても検証し、高い
アンメットメディカルニーズが存在する膠芽腫の治療選択肢を広げることにつながる基礎的研
究成果を得る。 
 
 
３．研究の方法 
Massachusetts General Hospital にて樹立された患者由来の ATRX 野生型膠芽腫細胞株と市販

の ATRX 野生型膠芽腫細胞株を用いて、ドキシサイクリン誘導性に ATRX を抑制する株を作成し
た。Dana-Farber Cancer Institute の X. Shirley Liu ラボにて開発された H3 Human CRISPR 
Knockout Library を ATRX のドキシサイクリン誘導系膠芽腫細胞株に感染させてゲノムワイド
CRISPR loss-of-function スクリーニングを実施した。CRISPRスクリーニングはコントロール、
ATRX ノックアウト、アルキル化剤テモゾロミド（TMZ）投与、ATRX ノックアウト+アルキル化剤
テモゾロミド（TMZ）投与の 4 条件にて行なった（図 1）。コントロール細胞が８回以上細胞分裂
するまで培養を継続
（約３週間）し、その
後回収した DNA から
PCR によりシークエ
ンス用ライブラリを
作成して次世代シー
クエンサーによる
sgRNA 解析を行なっ
た。CRISPR 解析用パ
イプラインである
MAGeCKFlute を用い
てスクリーニングデ
ータ解析を実施した。 
 

Arm A

Arm B

Arm C

Arm D

図1. 本研究にて実施したCRISPR loss-of-functionスクリーニングの概要



 

 

４．研究成果 
3種類の ATRX 野生型膠芽腫細胞株（市販の T98Gと U251MG、および患者由来 MGG18）を対象と

してドキシサイクリン誘導性 ATRX ノックアウト細胞株を樹立した。これらの細胞株の TMZ感受
性を調べたところ、T98Gはほぼ TMZ に抵抗性である一方で、U251MGと MGG18は顕著な感受性を
示すことがわかった（図 2）。 

そこでこれらの細胞株を対象とし H3 Human CRISPR Knockout Libraryをレンチウイルスによ

り感染させ、抗生物質によるセレクション後にコントロール、ATRX ノックアウト、アルキル化

剤テモゾロミド（TMZ）投与、ATRX ノックアウト+アルキル化剤テモゾロミド（TMZ）投与の 4 条

件にてゲノムワイド CRISPR loss-of-function スクリーニングを実施した。その結果、コントロ

ール（ATRX 野生型）と比較して ATRX ノックアウト細胞に特徴的な合成致死性遺伝子はほぼ存在

しないことがわかった（図 3, Arm A vs C 参照）一方で、TMZ投与下における細胞の脆弱性は

ATRXに規定される場合があることが明らかとなった。具体的には、TMZ に感受性を示す ATRX 野

生型グリオーマ細胞株 U251MG 及び MGG18は DNA 修復関連遺伝子の欠損によって TMZ感受性が増

大するが（図 3, Arm A vs B 参照）、ATRX欠損型グリオーマ細胞株は DNA 修復関連遺伝子だけで

なくクロマチン立体構造制御因子やミトコンドリア関連遺伝子等の異なる遺伝子群の欠損によ

って TMZ感受性が増大することがわかった（図 3, Arm C vs D, B vs D参照）。このことは、

ATRX 野生型と変異型のグリオーマ患者は TMZ に対して異なる脆弱性を有している可能性を示唆

しており、TMZ の感受性を高めるコンビネーション療法を開発する上で重要な知見である。特に、

ATRX 欠損により新たに出現する脆弱性は ATRX 変異患者の合成致死性療法を開発するためのシ

ーズとなる可能性があるため、今後これらの TMZ 合成致死性候補因子群の個別ノックアウト株

を樹立して各々の機能解析を進め、新規合成致死性療法の開発に向けた研究を推進していく予

定である。さらに、これらの候補遺伝子を欠損するがん細胞は TMZ感受性が高いことが予想され

るため、新規患者層別化マーカーとしての有用性についても検証を進める。また、これらの表現

型を規定する分子メカニズムの解明に向け、現在 ATRX ノックアウト下における ChIP-seq 解析

及び RNA-seq 解析を進めている。上記の脆弱性は ATRX欠損によるクロマチンリモデリングの変

化に起因する可能性が考えられるため、今後さらに詳細な分子的解析を進めることで ATRXによ

るグリオーマの分子制御機構を解明していきたい。 
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図2. 樹⽴した３種類のドキシサイクリン誘導性ATRXノックアウト細胞株のTMZに対する反応性

T98G U251MG MGG18

Arm A vs C
(ATRX intact vs mutant)

Arm A vs B
(ATRX intact w/o TMZ vs TMZ)

図3. 本研究にて実施したCRISPR loss-of-functionスクリーニングの結果と今後の研究展開

Arm B vs D
(ATRX intact vs mutant with TMZ)

Arm C vs D
(ATRX mutant w/o TMZ vs TMZ)

②
TMZ投与下のATRX野⽣型細胞株
ではDNA修復関連遺伝⼦が
合成致死性因⼦として濃縮

①
ATRXノックアウト単独
による変化は認められない

③
TMZ投与下のATRX⽋損細胞株
ではクロマチン⽴体構造因⼦や
ミトコンドリア関連遺伝⼦が
合成致死性因⼦として濃縮

TMZの治療効果を⾼めるコン
ビネーション療法開発や、
TMZの効果の⾼い患者層別化
に向け、さらなる分⼦メカニ
ズムの解明研究を推進する
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