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研究成果の概要（和文）：神経膠腫に高頻度で認められる遺伝子異常IDH1変異の腫瘍細胞に対する生物学的影響を検討
した。高度に悪性化形質を獲得している膠芽腫細胞にIDH1R132Hを導入し、高発現する細胞株を樹立した。IDH1R132Hの
高発現による明らかな腫瘍関連、細胞死関連、細胞周期関連遺伝子発現に影響は認められなかったが、CDDPに対する感
受性が高まる可能性が認められた。更に、高度に亢進した造腫瘍性がIDH1R132H高発現により抑制される可能性も示唆
された。低悪性度神経膠腫のhallmarkであるIDH1変異は、高悪性度神経膠腫ではむしろ腫瘍に対してはnegativeな影響
をもたらす可能性も検討課題と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated biological effects of glioma-related genetic alteration, IDH1 gene
 mutation, in human glioma cells.  The IDH1R132H gene was introduced into highly transformed glioblastoma 
cells by transfection, and the cells overexpressing IDH1R132H were selected by G418 treatment.  These cell
s did not exhibit significant changes in expression of tumor-, apoptosis-, or cell cycle-related genes, bu
t were rather sensitive to CDDP treatment.  Xenografts in athymic mice derived from these cells grew slowe
r than parental cells.  These results suggested that IDH1 mutation which is a hallmark of representative g
enetic alterations in lower grade glioma might bestow negative impact on aggressive behavior of higher gra
de gliomas.  
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１．研究開始当初の背景 
 悪性脳腫瘍の代表である悪性神経膠腫（グ
リオーマ）は近年の画期的な医療の進歩にも
拘らず，依然難治で予後が極めて不良な疾患
である．その原因のひとつに放射線治療や化
学療法への耐性の存在があり，耐性の克服並
びに新規の治療法の開発が臨床上極めて重要
な課題と考えられている． 
 このような神経膠腫細胞における異常な
生物学的特性は，主として腫瘍関連遺伝子の
変異による作用であることが明らかにされ
てきており(永根基雄，日本臨牀  63: 460, 
2005)，その遺伝子変異を標的とした分子標的
治療が検討されている．例えば，悪性神経膠
腫に高頻度で異常が認められる epidermal 
growth factor receptor (EGFR)に対し，モノクロ
ーナル抗体(cetuximab)や細胞内の酵素活性部
位を標的とする低分子化合物による阻害
（gefinitib, erlotinib など）が欧米を中心に臨
床試験が行われ，一部は既に治療薬として認
可されるに至っている．また，乏突起膠腫系
神経膠腫では，染色体の 1 番短腕と 19 番長
腕の共欠失が認められる頻度が高く，この遺
伝子異常は良好な治療予後と強く相関する
ことが報告されている(Carncross, J Clin Oncol 
24: 2707, 2006)．従って，乏突起膠腫系腫瘍で
は術後遺伝子解析を行い，その結果をもって
(1p/19q 共欠失の有無)補助療法の内容を変更
する臨床試験が欧米で施行中である(CODEL, 
CATNON studies)．本教室の研究協力者である
永根は，神経膠腫で顕著にみられる EGFR 変
異型(EGFRvIII 或いは∆EGFR)について，その
発現に伴う腫瘍細胞の生物学的変化と標的
治療の開発研究や，標準治療薬である
temozolomide (TMZ)耐性の主因と考えられて
いる MGMT 遺伝子の検出と治療への応用に
つき研究を進めてきている（論文多数）．2008
年に，米国の NCI が主導する Cancer Genome 
Atlas Project により，神経膠腫にこれまでは指
摘されていなかった新規の腫瘍関連遺伝子
異常が明らかにされた(Nature 455: 1061, 
2008)．ミトコンドリア内外でのクエン酸回
路に関与する isocitrate dehydrogenase (IDH)1
及び 2 酵素をコードする遺伝子で，特異的な
isocitrate 基質と水素結合をするこれらの酵
素のactive siteに点変異が極めて高頻度で検
出された．特に神経膠腫のうち，WHO grade II
及び III の腫瘍型に認められる一方，最も悪
性度の高い grade IV である膠芽腫においては，
低悪性度の先行病巣がある secondary 型にの
みその異常が検出され，膠芽腫で初発した
primary 型では殆ど認められなかったとの特
徴を有した(Yan et al, N Engl J Med 360: 765, 
2009)．このような腫瘍種特異性と生化学的意
義を持つ遺伝子異常と治療効果や生存期間
への影響は未だ明らかではない． 
 
２．研究の目的 
 未だ極めて難治性疾患である悪性神経膠腫
，悪性脳腫瘍の代表疾患，は治療の主体であ

る放射線治療や化学療法への耐性を示し，そ
の機序の解明と新規の治療法の開発が急務と
なっている．これまで種々の遺伝子変異が悪
性神経膠腫細胞に検出され，その多くが腫瘍
の増殖・悪性化・生存に必要とされる分子を
規定していることが明らかになり(Furnari, 
Genes Dev 21; 2683, 2007)，そのような分子を
標的とする新規の癌治療法が開発され始めて
いる．2008年に米国のCancer Genome Atlas 
Projectで新たに指摘された(Nature 455: 1061, 
2008) IDH1及びIDH2は，極めて高頻度で神経
膠腫に点変異が検出された新規の腫瘍関連遺
伝子である(Yan, NEJM 365: 765, 2009)．IDH1/2
はTCA回路に関与する酵素で，その変異が腫
瘍細胞の生物学的変化をもたらすことが予想
されるが（Thompson, 同），未だ明らかにはさ
れていない．今回我々は変異型IDH1/2の神経
膠腫細胞における作用，特に治療抵抗性への
寄与につき，検討・解明することを目的とし
た． 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト・グリオーマ細胞株は本研究室に 10

種類以上がストックされており（主として
ATCC から入手），また手術検体から樹立
された初代培養株も数種類が保有されて
いる。(Nagane M et al. J Neurosurg 106: 
407-416, 2007) 

(2) グリオーマで最も高頻度で認められる
IDH1 mutant である IDH1R132H変異の遺伝
子発現ベクターを Duke University の Dr. 
Hai Yan からの供与により入手した。
pCMV6 plasmid に空ベクター、wild type 
IDH1 (wtIDH1)、及び IDH1R132H 変異型が
組み込まれている各ベクターを当科研究
室にて expand し、グリオーマ細胞株に
transfection が可能な量を精製した。 

(3) Nude mouse で造腫瘍性を示すヒト・グリ
オーマ細胞株：U87, LNZ308, T98G に上記
発現ベクターを transfectionし、drug marker
である G418 にて transfectants をスクリー
ニングした。生存した transfectant clones
を培養し、各クローンから whole cell 
lysates を抽出し、Western blot 法にて、IDH1, 
IDH1R132H の発現、ならびに vector に組み
込まれている tag である Myc の発現を検
出した。各 IDH1 蛋白を高発現している
subclone を選定し、以下の実験に使用した。 

(4)抗がん剤治療：細胞傷害性抗がん剤として、
悪性グリオーマの標準治療薬である TMZ
及び固形癌における key drug である
CDDP を用い、各親株、空ベクター株、
wtIDH1 株、IDH1R132H株を治療し、その治
療効果を MTT アッセイにて評価した。ま
た、治療後の変化を Western blot 法で評価
した。 

(5) in vivo アッセイ：これら細胞株を athymic 
mice の皮下に移植し、移植腫瘍を樹立さ
せた。造腫瘍性を腫瘍体積を経時的に計測
することで評価した。 



 
４．研究成果 
(1)当科で保管しているヒト神経膠腫細胞株は、

全てにおいて IDH1 遺伝子が野生型である
ことを、direct sequencing にて確認した。こ
れらの細胞株の中から、athymic mouse での
造腫瘍性を示す 3 つの細胞株、U87MG, 
LNZ308, T98G を選択し、IDH1R132H変異遺
伝子の発現ベクターならびに IDH1 
wild-type 遺伝子発現ベクター、及び遺伝子
の組み込みがない空ベクター
（pCMV6-ENTRY）の 3 種類のベクタープ
ラスミドを遺伝子導入し、薬物耐性マーカ
ーである G418 にて drug selection を掛け、
各クローンを培養した。その結果、T98G
以外の二つの細胞株より、各プラスミドが
導入された subline が複数樹立された。
IDH1R132H導入株ではその蛋白発現を
Western blot にて IDH1R132Hの特異抗体を用
いて検出した。 

(2) これらの細胞株を用いて、IDH1R132H及び
wild-type (wt) IDH1 の高発現により細胞増
殖及び細胞死等に関与する腫瘍関連蛋白の
発現変化の有無を、Western blot 法により検
討した。膠芽腫で高頻度に異常が認められ
る受容体チロシンキナーゼからのシグナル
伝達系に関与する因子（EGFR, PI3Kp110, 
AKT, mTOR, p70S6K, ERK, JNK）及びその
リン酸化の有無、p53 系と cell cycle 関連因
子（p53, p21, p27, Cyclin D1）、apoptosis 関
連因子（Bcl-XL, Bcl-2, Bax, Bid）、血管新生
関連因子（VEGF, HIF1α）は、いずれも親
株、wtIDH1 及び IDH1R132Hの高発現株間に
一貫した有意な発現の相違は認められなか
った（図 1．U87 を用いて検討）。 

図 1. Western blot analysis of tumor-related 
molecules in U87 and its derivative cells.  

  
 

 
(3) IDH1 変異例では予後がよい傾向が示され

ているため、これらの細胞株を抗がん剤で
治療し、その感受性を比較した。U87MG
において、CDDP で治療し、MTT アッセイ
で cell viability を測定した。親株に比し、
wtIDH1 導入株ではやや耐性が高い傾向が
みられたのに対し、IDH1 変異株は CDDP
感受性が高まる傾向が認められた。この所
見は、IDH1 変異腫瘍例で治療後の予後が
よいことと相関する可能性も示唆された
（図 2）。 

図 2. Cytotoxicity upon CDDP treatment in U87 
and its derivatives in vitro.  



 
 
(4) IDH1 変異導入株で CDDP 感受性が亢進す

る傾向がみられたことから、それらの細胞
を CDDP にて治療し、apoptosis 関連蛋白の
発現・切断状況を Western blot にて検討し
た。特に IDH1R132Hを高発現している
U87.IDH1R132H-16 株では、CDDP 4μg/ml で
の治療により、U87 親株、対照の空 vector
株、wtIDH1 好発現株と比較し、PARP 
cleavage がより高度に生じていた。また
executive caspase である caspase-3 の
activation も軽度亢進していることが示唆
された（図 3）。 

図 3. Western blot analysis of apoptosis-related 
molecules upon CDDP treatment in U87 and 
its derivative cells. 

 
(5) IDH1R132Hの高発現による腫瘍細胞の増殖

能への影響を検討するため、これらの細胞
株を athymic mice に移植し、その成長曲線

を比較した。現在の preliminaryな段階では、
IDH1 mutant 株（U87.IDH1R132H-7, 16; 
LNZ308.IDH1R132H-6, 7）で増殖能が亢進す
る結果は得られていない（図 4）。むしろ、
高度に悪性化 transform している膠芽腫細
胞株においては、IDH1R132H の発現は腫瘍
増大速度を抑制する可能性もある。 

図 4. Growth curve of subcutaneous xenografts 
derived from U87 and its derivative cells in 
athymic mice.   

  
 
考察： 
・ 神経膠腫において、多数の遺伝子異常が

確認されているが、その中で腫瘍形成に
直接的に関与する driver gene mutation は
その一部であると考えられている
（Vogelstein）。IDH1/2 は TCA サイクルに
必須な酵素であり、代謝異常を伴う癌関
連遺伝子として初めて神経膠腫にてその
変異が発見された。IDH1/2 の変異により、
α-ketoglutarate がα-hydroxyglutarate 
(2HG)に変換され、様々な作用により腫瘍
化に関わる生物学的影響が生じるとされ
ている（Ichimura）。 

・ 神経膠腫では、これらの重要な driver gene 
mutation が腫瘍組織型別に異なる種類の
mutation が一定の順番で生じ、その結果、
最終病理像を呈する場合と、遺伝子異常
の蓄積により悪性化が進行し、悪性度が
段階別に変化していく場合があると考え
られている（Ohgaki）。 

・ IDH1/2 mutation は、低悪性度神経膠腫
（low grade glioma, LGG）のうち、
astrocytoma と oligodendroglioma の系列を



示す腫瘍群に高頻度で認められる一方、
初発時から膠芽腫となる primary GBM や、
最も悪性度が低い pilocytic astrocytoma 
(PA)では殆ど認められない。即ち、悪性転
化のある LGG において、腫瘍形成の初期
段階で生じる遺伝子異常の可能性が強く
示唆されている異常である。 

・ 今回の研究においては、細胞実験系の観
点から、遺伝子導入や形質変化の観察が
比較的容易な established glioma cell lines
を用いての実験を計画したが、このよう
な細胞株は通常高悪性度の神経膠腫、主
に GBM から樹立されており、既に高度の
遺伝子異常を伴う腫瘍細胞に、腫瘍形成
の初期に作用することが予想される遺伝
子異常を導入することで、実際の神経膠
腫における IDH1/2異常の意義が検証しに
くい体系となっている可能性が指摘され
る。 

・ 即ち、既に高度の悪性化形質を獲得して
いる腫瘍細胞に、腫瘍形成の初期に作用
する遺伝子異常が導入されても、その形
質への影響はマスクされてしまう可能性
が懸念される。 

・ また逆に、IDH1/2 異常は、背景に殆ど
driver gene mutation のない前駆細胞
（subependymal neural progenitor cell など）
に対しては腫瘍化の priming に重要な影
響が生じるが、一旦高度な悪性腫瘍化し
た細胞においては、その作用は有意な意
義をもたないことも可能性としては考え
られる。 

・ その意味で、今回の実験系で明確な造腫
瘍性の亢進等、IDH1 異常の細胞内導入に
よる明確な形質変化がみられないことも
想定される結果と考えられる。 

・ もう一点は、実際の腫瘍における IDH1/2
異常は、1 allele は正常コピー、1 allele が
異常コピーとなり、遺伝子のコピー数の
増加は通常伴わない。すなわち haploid の
異常であり、遺伝子を強制発現するプラ
スミドの細胞導入である今回の実験系は、
腫瘍の生理学的病態とは異なる極端な系
であることを認識する必要がある。即ち、
今回の研究で検出する変化は、IDH1 異常
を高発現させた場合の帰結であり、1 コピ
ーの変化で生じる緩徐な影響の転帰とは
若干の違いがあり得るという点である。 

 
結論： 
・ 高度に悪性化形質を獲得している膠芽腫

細胞に IDH1R132Hを導入し、高発現する細
胞株を樹立した。 

・ IDH1R132H の高発現による明らかな腫瘍
関連、細胞死関連、細胞周期関連遺伝子
発現に影響は認められなかった。 

・ IDH1R132H高発現株では、CDDP に対する
感受性が高まる可能性が認められた。 

・ 更に、高度に亢進した造腫瘍性が
IDH1R132H 高発現により抑制される可能
性も示唆された。 

・ 低悪性度グリオーマの hallmark である
IDH1 mutation は、高悪性度グリオーマで
はむしろ腫瘍に対しては negative な影響
をもたらす可能性も検討課題と考えられ
た。 
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