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研究成果の概要（和文）：グリオーマ細胞にIDH1変異プラスミドを導入しても、安定発現細胞株は作成できず、IDH変
異細胞は脱落することが判明した。一過性のIDH1変異遺伝子導入では、2HGの上昇とグルタミン酸の有意な低下を認め
、グルタミン代謝経路を制御している可能性が示唆された。転移／播種性グリオーマではmiR-29b, miR-34a, miR-101,
 miR-124, miR-7, miR-128a, miR-137, miR-218の発現が有意に低下しており、これらのmiRをグリオーマ細胞に導入す
ると細胞浸潤能が低下し、増殖速度も低下した。GBMの転移／播種のバイオマーカーとなる可能性があるものと思われ
る。

研究成果の概要（英文）：To generate glioma cells expressing isocitrate dehydrogenase-1 (IDH1) mutant 
protein, we cultured glioma cells from the glioma tissues that have IDH1 mutant. But, glioma cells 
expressing IDH1 mutant protein could not grow. When plasmides IDH1 mutant were transfected in glioma 
cells, glioma cell lines that stably express IDH1 mutant protein could not grow. In glioma cells that 
transiently express IDH1 mutant, 2HG was significantly elevated and glutamate was significantly reduced 
in glioma cells. Then, we analyzed microRNA expression in disseminated or metastatic glioma. In 
disseminated/metastatic gliomas, miR-7､miR-29b、miR-34a、miR-101、miR-124、miR-128a、miR-137、mR-218 were 
significantly down-regulated compared with non-metastatic gliomas. When these microRNAs' mimics were 
transfected in glioma cells, glioma cell migration, proliferation, and invasion were decreased. 
Therefore, these microRNAs could be predictive biomarker for disseminated/metastatic glioma.

研究分野：脳腫瘍

キーワード： glioma　microRNA　IDH mutation　metastatic
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１．研究開始当初の背景 
 
グリオーマは脳実質に発生する脳腫瘍で、
近年イソクエン酸脱水素酵素 (isocitrate 
dehydrogenase (IDH))の変異が報告された。現
在のところ、IDHの変異は星膠細胞や乏突起
膠細胞に分かれる前のグリア前駆細胞の段
階で変異が生じるものと考えられているが、
その原因は不明である。IDHは、TCA回路に
おいて NADPH 依存性にイソクエン酸から a
ケトグルタル酸(aKG)への酸化的脱炭酸反応
を触媒し、エネルギー産生に必要な酵素の 1
つである。 

IDH遺伝子変異は癌の研究分野で大変注目
されており、近年の精力的な研究により、IDH
変異による細胞内の様々な変化が解明され
てきている。変異型 IDH は 2HG(2-ヒドロキ
シグルタル酸)という本来は生成されない代
謝物を産生し、2HGの蓄積が癌化を促進する
ことが示されている。また、IDH変異によっ
て HIF1(Hypoxic induced factor-1)の分解を促
進する酵素 PHD の活性が著しく阻害され、
HIF1が安定化することも報告されている。ま
た、2HGはメチルシトシン酸化酵素 TET2や
ヒストン脱メチル化酵素 KDM4Cを阻害する
ことによってエピジェネシスの異常を惹起
して細胞の癌化を誘導するとも考えられて
いる。しかし、IDH変異による腫瘍発生のメ
カニズムはいまだ多くの部分が不明であり、
IDH変異によりグリオーマが何故発生するの
かは解明されてはいない。 
グリオブラストーマ(GBM)は生存期間中央
値が約 2年と極めて不良であり、その原因と
して高頻度に髄腔内播種や髄腔内転移を起
こすことが知られている。転移、播種を起こ
すとその後の進行は極めて速く、転移播種を
抑制、予防することが重要である。転移播種
を起こす因子は多数報告されているが、マイ
クロ RNAに関するものはあまりない。 
 
２．研究の目的 
 
近年発見されたイソクエン酸脱水素酵素

(isocitrate dehydrogenase (IDH))変異によるグ
リオーマ発生のメカニズムは殆ど解明されて
いない。グリオーマにおいては様々なマイク
ロ RNA (miR)異常が報告され、申請者もこれ
まで報告してきた。多数の miR発現異常がグ
リオーマの腫瘍形成、悪性化に寄与している
と考えられているが、IDH変異と miR異常と
の関連性については殆ど解析されていない。
そこで、IDH変異陽性グリオーマでの miR異
常を明らかにし、IDH変異をもたらす miR異
常や、IDH変異により生じる miR異常と腫瘍
発生、悪性化との関連性について解析するこ
とを目的とした。また、膠芽腫(GBM)はしば
しば髄腔内播種や転移を起こし、播種症例は
極めて予後不良である。播種／転移陽性の
GBM 組織でのマイクロ RNA解析を行い、マ

イクロ RNAの発現の特徴を突き止め、標的と
する分子を同定することをもう 1 つの目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
グリオーマ培養細胞での in vitro実験 
グリオーマ細胞（U87MG）に IDH1変異遺
伝子を組み込んだプラスミドを導入(pCDNA 
3.0-IDH1 mutant)、IDH変異を確認後、解析を
行った。 

Real-time PCR解析 
グリオーマの組織および培養細胞より total 

RNAを抽出し、逆転写反応を起こした後、PCR
を行い miRの発現量を測定する。IDH変異の
有無、または転移播種の有無で有意な差が出
る miR を同定し、そのターゲット分子を
miRandaの web siteで検索する。 

miRの mimic, inhibitorを用いた実験 
グリオーマ培養細胞に miR mimic, inhibitor
を hyperfectを用いて導入し、ターゲット分子
の発現量を real-time PCR で測定する。また、
導入による細胞移動、細胞増殖、細胞死、細
胞周期の解析を行う。 
細胞を用いた metabolome 解析 
IDH 変異を導入したグリオーマ培養細胞を
質量分析計 (GC-MS; GCMS-QP2010 Ultra)を
用いて2HGを含む代謝物のメタボローム解析
を行う。IDH変異による代謝変化を同定する。 
 
４．研究成果 
 
2013年に当施設で手術を施行された新規グ
リオーマ患者は 26例であり、うち IDH変異
を認めた患者は 4例であった。まず、IDH変
異を有するグリオーマ細胞株の作成を試み
た。 IDH変異陽性のグリオーマ摘出組織を、
通常の培養液で primary cultureして培養し、
細胞株を作成。その後、その細胞株での IDH
変異状態を解析すると、すべて IDH変異は陰
性となっており、通常培養により、IDH変異
は消失することが確認できた。 
次に、IDH変異遺伝子を組み込んだプラス
ミドを導入し、安定発現細胞株を作製したが、
作成した細胞内の IDH状態をシークエンス
で確認するとすべて wildtypeに変わっていた。
したがって、長期間培養することで IDH変異
は脱落し、正常の IDHの細胞のみ継代される
ことが確認できた。 

IDH変異プラスミドをグリオーマ培養細胞
にトランスフェクションして一過性に発現
させ、細胞内代謝物をガスクロマトグラフィ
ー/質量分析器で解析したところ、2HGの著
明な上昇とグルタミン酸の低下を認めた。一
方、グルタミンと aKGの低下は認めなかった。
これらからは、DH変異によって aKGの 2HG



への変換が促進され、それを袖充するために
グルタミン酸が消費されていることが示唆
された。 
 

  
 
IDH変異による変化を解析するため、IDH
変異プラスミドの安定発現細胞株の作製を
試みたが、培養しているうちにプラスミドか
ら DH変異遺伝子が脱落することがわかり、
DH変異安定細胞株の作製は困難であること
が判明した。したがって、IDH変異による
miRの変化を解析することを断念し、転移性
グリオーマと miR発現異常の解析に変更し
た。転移陽性グリオーマ 22例と転移陰性グ
リオーマ 55例の組織を用いて、miR発現を
網羅的に解析したところ、miR-7､miR-29b、
miR-34a、miR-101、miR-124、miR-128a、
miR-137、mR-218が転移性グリオーマで著明
に低下していることが判明した。 

 
これらのマイクロ RNAを細胞内に導入す
ると、グリオーマ培養細胞の浸潤能、運動脳
が低下した。これらのマイクロ RNAが共通
に標的とする分子をデータベースで調べた
ところ、stanniocalcin1(STC1)が候袖に上がっ
た。miR-29b, 101, 34a, などをグリオーマ細胞
に導入すると、STC1の発現が低下した。 
  

 
【結論】 
グリオーマ細胞に IDH1 変異プラスミドを導
入しても、安定発現細胞株は作成できず、IDH
変異は脱落することが判明した。また、一過
性の IDH1変異遺伝子導入では、2HGの上昇
とグルタミン酸の有意な低下を認め、グルタ
ミン代謝経路を制御している可能性が示唆
された。転移／播種性 GBM では miR-29b, 
miR-34a, miR-101, miR-124, miR-7, miR-128a, 
miR-137, miR-218の発現が有意に低下してお
り、GBM の転移／播種のバイオマーカーの
可能性があるものと思われる 
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