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研究成果の概要： 

組織多様性を示す神経膠腫では各組織型における genotype が異なる場合があり、治療を

含めた臨床病理学的な診断には、遺伝子変異の解析が必要な場合がある。特に悪性神経膠腫

においては治療感受性を判定するには、組織型ごとに O6-MGMT をはじめ複数の因子を解析す

ることによって最適の治療を選択できると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

神経膠腫（glioma）は形態学的に多彩な

組織像を呈するが、特に乏突起神経膠腫

(oligodendroglioma)では診断に特異的な

マーカーがなく、星状細胞腫（astrocytic 

tumor）との混合腫瘍と明確な診断基準も

ないことから、施設によりその頻度や治療

法も一定の見解が得られていない。一方、

第 1 番染色体短腕 (1p) および第 19 番染

色体長腕(19q) の loss of heterozygosity 

(LOH) を 示 す 乏 突 起 神 経 膠 腫  

(oligodendroglial tumor) で は 、

procarbazine, CCNU, vincristine (PCV) 

療法が有効であることが示され、病理組織

の一部にでも乏突起神経膠腫の成分

（oligodendroglial component）があると、

確定診断が得られる前に PCV 療法を施行

する傾向が出てきた。   

筆 者 は 膠 芽 腫  (glioblastoma, WHO 

grade IV) における  genetic および

epigenetic な変異を網羅的に解析し、病

理組織学的に phenotype が同じでも de 
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novo 発生する primary glioblastoma と、

悪 性 転 化 し て 発 生 す る secondary 

glioblastoma があり、その genotype は

異なることを立証し、gliomaの病理診断に

は従来の組織形態学的な診断基準に加え

て、遺伝子変異の解析も必要な場合がある

と提唱してきた。  

しかし、gliomaは病理診断が困難なこと

に加えて、glioblastoma をはじめ多くの

gliomaは治療抵抗性で、いまだ有効な治療

法の確立には至っていない。 

 

２．研究の目的 

組織学的に診断困難症例や、組織多様性

を示す glioma に対してそれぞれの部位に

おける遺伝子変異を検索する。著者は

gliomaの構成組織ごとの遺伝子変異は、同

様の組織型であっても遺伝子変異の形式

は異なり、その機序として各段階における

腫瘍幹細胞に違った遺伝子修飾が加わる

ことで組織学的多様性や遺伝子変異の多

様性を示すと考えている。 

従って、それぞれの組織型における遺伝

子変異と抗癌剤感受性など、その臨床病理

学的意義を明らかにすることで、遺伝子解

析が個々の症例の病理組織診断や治療法

の選択に有用であることを示す。 

 

３．研究の方法 

Glioma 150 例の DNA の解析にはパラフ

ィンブロックを使用し、LOH などの解析に

必要なコントロール DNAは、患者の血液ま

たは腫瘍細胞の含まれないブロックから

摘出する。更に、18年度から本邦でも認可

された新規抗癌剤 temozolomide (TMZ) を

投与された malignant glioma（40 例）に

ついても解析を行う。全症例の臨床データ

は奈良県立医科大学 脳神経外科のデータ

ベースから検索する。 

 

(1) マイクロダイセクションによる遺伝

子抽出： 

Laser Capture Microdissection Systems 

(Arcturus) を用いて各症例において組織

型の異なる複数の部位から DNA を抽出す

る。特に悪性 glioma においては偽柵状配

列部分や血管内皮増生部に加えて小型細

胞 (small cell) や巨細胞 (giant cell)

など個々の細胞成分や、oligodendroglial 

component あ る い は 星 細 胞 腫 成 分 

(astrocytic component) にも着目して

別々に検索する。 

(2)  LOHの解析： 

コントロール DNA とマイクロダイセクシ

ョンで抽出した DNAを4種類の蛍光色素で標

識した micro satellite marker を用いて 

Genetic Analyzer 3100 (ABI)で泳動する。

検索する染色体は、1p、19q の他にこれまで

著者が glioma において高頻度に LOH が検

出されることを示した 9p、10p、10q、13q、

22q を 検 索 す る 。 デ ー タ の 解 析 は

GeneMapperTM software version 3.0(ABI) を

用いる。 

(3) 癌関連遺伝子変異の検索： 

腫瘍組織の各部位や組織型について、抗癌

剤耐性に関わる O6-MGMT をはじめ glioma に

おける変異を報告してきた p53、p73、p14ARF、

p16INK4a、PTEN、RB1、TIMP-3、HRK、mdm2、cyclin 

D1、CDK4 を中心に点突然変異や増幅あるい

は欠失、ならびに genetic・epigeneticな変

異の検索を行う。 

(4) 遺伝子変異と診断・治療への有用性の

検討： 

各症例の遺伝子変異の検索結果から、

genotype に従った分類と従来の診断基準に

よる組織診断に相違があるかどうか検討す

る。1p、19qの LOHの有無をはじめ、それぞ

れの組織型、部位における遺伝子変異の有無

が治療反応性への指標となるか否かを解析

する。 
 

４．研究成果 

（1）（2）（3）多様な組織型を示す悪性 glioma

でも多くの症例ではいずれの組織型におい

ても同一の genotype を示し、モノクローナ

ルに発生することが明らかとなった。しかし、

各組織で異なる genotypeを示す症例もあり、

組織学的多様性だけでなく、gliomaに関して

は geneticにも発生の各段階で生じる遺伝子

変異の違いを反映すると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

microvascular proliferation pseudopalisading  

左の pseudopalisadingの形態を示す腫瘍細胞群および 
右の microvascular proliferation の部分からそれぞれ 
マイクロダイセクションを用いて DNAを抽出する。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、X染色体不活化を HUMURA遺伝子のメ

チル化によって検出したところ、いずれの組

織型においても腫瘍細胞はモノクローナル

な増殖を示した。一方、各組織型の比較では

異なるメチル化のパターンを示す場合があ

り、各々 independentに発生する症例もある

ことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（4）各組織型における治療反応性因子の変

異も均一ではなく、特に O6-MGMT のメチル化

や発現はモザイク状に検出されるが、部分的

であっても O6-MGMT のメチル化および 

1p/19q の LOH がみられる症例では、無増悪

生存期間および全生存期間ともに延長し、奏

効率も有意に良好であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

悪性神経膠腫では各組織型における治療

反応性因子としての遺伝子変異が異なる症

例があった。標準治療となった TMZ の感受性

を判定するには組織型ごとに O6-MGMTのメチ

ル化や発現の違いも検索する必要性がある

が、1p/19 LOH をはじめ特定の因子の検索を

追加することにより TMZの治療効果が期待で

きる症例を判定することができる。一方、TMZ 

の感受性が乏しい腫瘍を診断することも可

能となり、かかる症例では O6-MGMT を枯渇化

させるなど、TMZ の作用を増強する治療を追

加する必要性が示された。 
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Small cell が増殖する
部 分 で は , positive 
control と 同 様 に 
O6-MGMT メチル化が検出
されるが (M)、 spindle 
cell の 部 分 で は , 
negative controlと同様
に、U のみにPCR バンド
が出現し、メチル化陰性。 

SC の部分では, 正常
の  DNA に比べて 1p 
および19qのマーカー
ともにLOHが認められ
るが、SPの部分では, 
LOH は検出されない。 

1p/19q LOH  

O
6
-MGMT メチル化 

SP 

SC 

Small cell (SC) の密な
増殖を示す組織型の部
分では多くの細胞が 
O6-MGMT陰性であるが
Spindle cell (SP) の組
織型を示す部分では 
O6-MGMT が発現する部
分が混在する。 

O
6
-MGMT 免疫組織化学染色 

D10S249 

D10S1683 

D10S1700 

pseudo- 
palisading  blood 

Pseudopalisading を示す部分では、D10S249 (10p)、
101683 および 10S1700 (いずれも 10q) の座位にLOH 
は検出されないが、microvascular proliferation の組織
型を示す細胞では全てに LOH が検出される。 

spindle cell 

D19S112 

 (19q) 

D1S508  

(1p) 

giant cell 
microvascular  
proliferation 

spindle cell giant cell microvascular  
proliferation 

blood 

M 

U 

上段の各組織型における HUMURA遺伝子のメチル化をメチ
ル化特異的プライマー(M)および非メチル化特異的プラ
イマー（U）を用いて検出。3 種類のいずれの組織型も腫
瘍細胞はモノクローナルな増殖を示すが giant cellの部
分は他の spindle cell や microvascular proliferation
の部位とは異なるメチル化のパターンであり、各々 
independentに発生することを示す。 
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