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研究成果の概要（和文）：本研究は、著明な腫瘍血管新生を認める血管芽腫のゲノム解析を通して、その血管新
生に関わる原因遺伝子同定などを目標とした。我々が収集した全32例の血管芽腫のVHL遺伝子を中心とした遺伝
子変異、メチル化解析の結果、VHL病患者、孤発性患者のいずれの検体においても、VHLの2-hitによる不活化が
多い事が判明した。但し、孤発例では、メチル化によるVHL不活化や染色体6番、10番の欠失が多いことが特徴的
であった。VHL病の好発腫瘍である腎癌においては、VHLだけでなく、PBRM1やBAP1などの遺伝子異常が多い事が
知られているが、我々のHB症例には、これらの遺伝子変異は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify novel genes related to neovascularization 
through genetic analysis of hemangioblastomas, which have remarkable tumor-related vasculature. We 
collected 32 hemangioblastomas and subjected them to genetic and methylation analysis, mostly of the
 VHL gene. As a result, we found that 2-hit inactivation of the VHL gene is frequent in both VHL 
disease-related and sporadic hemangioblastomas. Of special note was that in sporadic cases, VHL 
inactivation by promoter region methylation and loss of heterozygosity of chromosomes 6 and 10 were 
more frequent than in VHL disease-related HB. In renal cell carcinoma, which frequently occurs in 
VHL disease patients, there is often alteration of the PBRM1 and BAP1 genes in addition to the VHL 
inactivation. However, these gene mutations were not observed in our HB cases.

研究分野： 脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 

VEGF（Vascular endothelial growth 

factor）を標的とした Bevacizumab（抗VEGF 

抗体）は、悪性神経膠腫治療に対して臨床使

用されているものの、生存期間延長はほとん

どなく、新機軸の血管新生抑制療法の創出が

望まれているのが、現状である。そこで、我々

は、血管新生が特に旺盛な脳腫瘍である血管

芽腫（hemangioblastoma、以後HBと略）に着

目した。HBは小脳に好発する良性腫瘍で、そ

の約20％は遺伝性腫瘍疾患の von 

Hipple-Lindau(VHL)病症例において発生する。

我々は、VHL病専門外来を有し、比較的多くの

症例を経験している。原因遺伝子VHLの異常が、

HB形成機序の1つとされるが、本研究前の自験

例HBのゲノム解析では、VHL以外の原因遺伝子

の存在が強く示唆された。また、HBにおいて

も、VEGF の発現亢進にもかかわらず、抗VEGF 

抗体による治療効果がなく、VEGF 以外の血管

新生因子や代償経路の存在が強く示唆されて

いる。しかし、機能解析に使用できる適切な

細胞株が存在しないことが、それら因子の同

定を困難にしている原因のひとつであった。 

 

２．研究の目的 

 上記の背景に対して、我々は、腫瘍血管新

生機序の更なる解明と、それに対する新規の

分子標的薬を創出するために、腫瘍血管新生

の著明なHB検体を用いた網羅的ゲノム解析、

そして、機能解析を行うためのVHL病特異的

iPS細胞の樹立と、それによるHBモデルの作成

などを計画した。 

 
３．研究の方法 
(1) HB 検体の網羅的ゲノム解析 

東京大学脳神経外科にて摘出術を施行した、

血管芽腫(HB)の検体（全32 例、VHL病症例11

例、非VHL病症例21例）のDNA を用い、 

VHL 遺伝子異常の解析(direct sequencing, 

Ion torrentを用いた target sequencing, 

MLPA（Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification）)、及びコピー数解析のため

の SNP array(Affymetrix)を施行した。VHL

遺伝子promotor領域のメチル化の解析のため

に、 

methylation specific PCR, bisulfite 

sequencing を施行した。VHL病の好発腫瘍で

ある腎癌においては、VHLだけでなく、PBRM1 

やBAP1, SETD2 の遺伝子異常が多い事が知ら

れているが、当科のHB検体において、これら

の遺伝子に対する target sequence を行っ

た。 

 (2) VHL 病特異的iPS 細胞の樹立、それによ

る hemangioblast, HB モデルの作成 

京都大学の連携研究者(中村･丹羽)の協力

により、京都大学iPS 研究所にて、VHL病特異

的iPS 細胞を樹立し、さらにHB の起源とされ

る hemangioblast に分化させることとする。

分化の培養条件に関しては、iPS 細胞から 

hemangioblast に分化させた研究報告(Niwa 

A et al. PLoS 2011)を参照する。さらに、こ

の hemangioblast から、遺伝子改変すること

で、HB モデルの作成を試みた。 

 

４．研究成果 
(1) HB 検体の DNA 収集 

東京大学脳神経外科の VHL 病外来患者や、

HB 摘出術施行症例に対して、正常血液検体や、

腫瘍検体（凍結検体など）の収集を行った。

腫瘍検体については、遺伝子解析のための

DNA 抽出を行い、また、VHL 病が疑われる患

者においては、遺伝カウンセリングを施行後、

本人の承諾を得た後、正常血液から DNA 抽出

を行い、VHL 病の遺伝子診断を、主に、direct 

sequencing と MLPA を用いて行った。 

 
(2)VHL 遺伝子異常解析 

32 例の HB 検体に対して、VHL 遺伝子の

direct sequencing をまず行い、11 検体の症

例で、VHL 遺伝子変異を認めた。VHL 病症例: 

7/11, 64%, 非 VHL 病症例：4/21, 19%で、VHL

病 症 例 で 有 意 に 多 く の 変 異 を 認 め た

(p=0.020)。 



Direct sequencing にて VHL 遺伝子変異を

認めなかった非 VHL 病症例 17 例（コントロ

ールのために、さらに VHL 遺伝子変異がある

非 VHL 病症例 2例も追加）に対して、target 

sequencing を行った。これにより、9例に新

たに、VHL 遺伝子変異を同定することができ

た。 

今回、同定できた VHL 遺伝子変異は、すべ

て COSMIC(Catalogue of Somatic Mutations 

in Cancer)に報告されているものであった。 

 11例のVHL病症例で同定された7例の変異

の内訳は以下の通りである。 

ミスセンス変異：3症例 

スプライシング部位変異：1症例 

1 塩基欠失：3症例 

 21 例の非 VHL 病症例で同例された 13 例

（62%）の変異の内訳は以下の通りである。 

ミスセンス変異：10 症例 

塩基欠失：3症例 

塩基挿入:1症例 

非 VHL 病症例では、2 つの VHL 遺伝子変異を

認めた症例が 2例あった。 

 今回、direct sequencing で VHL 遺伝子変

異を認めなかったのに、target sequencing

で変異を認めた症例が増加したのは、HB は、

血管が非常に発達している腫瘍であり、検体

中における腫瘍細胞の割合が少ないことに

起因していると考えられた。 

 

(3)HB 検体の SNP アレイ解析 

 32 例の HB 検体すべてに、SNP アレイ解析

を行い、VHL 遺伝子が存在する 3 番染色体、

あるいは3ｐの LOH（loss of heterozygosity）

を認めたのが、14 例（44％）あった。さらに、

3番染色体、あるいは 3ｐの copy-neutral LOH

を認めたのが、5例あり、全体として、19 例

（59％）の 3 番染色体、あるいは 3ｐの LOH

を認めた事になる。3 番染色体、あるいは 3

ｐの LOH は、VHL 病症例で 7/11(64%)、非 VHL

病症例で 12/21(57%)に認めており、両群とも

ほぼ同じ割合であった。 

 今回の検体では、非 VHL 病症例で、6 番、

または 10番染色体の LOHを 9例(43%)認めた

が、VHL 病症例では 1 例も認めなかった(p = 

0.013)。 

 

(4)HB 検体の MLPA 解析 

 32例のHB検体すべてに、VHL遺伝子のMLPA

を行った。VHL 病症例において、direct 

sequencingでVHL遺伝子変異を認めなかった

4例全例に、VHL 遺伝子 exon 3 の欠失を同定

できた。これにより、VHL 病症例では、全例、

VHL 遺伝子の異常を認める事がわかった。 

 非 VHL 病症例では、先ほどの SNP アレイ解

析では、3番染色体の LOH が 19 例に同定でき

ていたが、MLPA では 5例にしか同定できなか

った。これは、HB は、本来は、血管が非常に

発達している腫瘍であり、検体中における腫

瘍細胞の割合が少ないことに起因している

と考えられた。 

 

(5)HB 検体のメチル化解析 

 32 例の HB 検体すべてに、methylation 

specific PCR と bisulfite sequencing を行

った。Methylation specific PCR では、2例

の非 VHL 病症例でのみ、メチル化を認めた。 

Bisulfite sequencing では、7例でメチル化

を認め、全例、非 VHL 病症例であった（7/21, 

33%）。VHL 病症例では 1例もメチル化を認め

なかった。 

 

(6)HB 検体における VHL 遺伝子不活化 

 これまでの解析結果を表１に示す。VHL 遺

伝子変異、3 番染色体 LOH、VHL 遺伝子

promotor 領域のメチル化、この 3 つの内、2

つがあれば、VHL 遺伝子は不活化されている

と定義した。そうしたところ、VHL 病症例で

は、64%、非 VHL 病症例では、52%の症例で不

活化を認め、両群ともほぼ同じ割合で、かつ

半分以上の症例で、VHL 遺伝子不活化を認め



ることがわかった。 

 

表１ HB 検体の網羅的ゲノム解析結果 

 

 
 

(7)VHL 遺伝子以外の target sequencing 

Direct sequencing にて VHL 遺伝子変異を

認めなかった非 VHL 病症例 17 例に対して、

PBRM1, BAP1, SETD2 の target sequencing

を行ったが、有意な変異は認められなかった。 

 

(8) VHL 病特異的 iPS 細胞の樹立、それによ

る hemangioblast, HB モデルの作成 

本研究において、当科と京都大学 iPS 研究

所と連携研究を行っていたが、平成 27 年度

には、当科より、2 検体、VHL 病症例の正常

皮膚と正常血液を iPS 研究所に提供し、いず

れも VHL病特異的 iPS細胞の樹立に成功して

いる。また、本研究のもうひとつの連携先で

ある、京都大学中村研究室では、現在、VHL

病特異的 iPS 細胞に対して、VHL 遺伝子異常

を導入して、血管芽腫細胞株の樹立を試みて

いるところである。 

 

(9)まとめ 

 以上より、HB 腫瘍化には、VHL 不活化が、

改めて重要である事が判明した。従って、VHL

が関与するシグナル回路異常の解明と、その

修正を行うことが、腫瘍血管新生抑制による

新規癌治療構築につながる可能性があると

考えられた。 

 また、HB 弧発例（非 VHL 病例）では、VHL

遺伝子 promoter 領域メチル化による VHL 不

活化に加え、 SNP array にて 6番と 10 番染

色体の LOH を高頻度に認めていた。同部位に

は、未知の HB 発生関連遺伝子、ひいては血

管新生関連遺伝子が存在している可能性が

示唆され、今後の exome シークエンスなど

による、そのような分子の同定に期待された。 
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