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研究成果の概要（和文）：	 

本研究の目的は、脳腫瘍発生のメカニズムを明らかにすることである。申請者らは DNA コピー
数解析で脳腫瘍においてホモ欠失を示す DACH1 を同定した。脳腫瘍細胞株に DACH1 の発現を誘
導することで、腫瘍増殖能及び形成能の低下を示した。また、マイクロアレイ解析によって FGF2
が DACH1 の下流遺伝子の一つであることを示し、スフェロイドアッセイによって、脳腫瘍では
DACH1 の欠失による FGF2 の発現亢進が腫瘍増大をひきおこす、すなわち DACH1 の欠失による異
常な神経分化誘導が神経膠腫の発生機序の一つであることを示した。	 
	 
研究成果の概要（英文）：	 
Loss or reduction in function of tumor suppressor genes contributes to tumorigenesis. Here, by allelic 
DNA copy number analysis, we report homozygous deletion in glioblastoma multiformes (GBMs) at 
chromosome 13q21, where DACH1 gene is located. We found decreased cell proliferation by forced 
expression of DACH1. Exogenous bFGF, a target gene of DACH1, rescues spheroid-forming activity 
and tumorigenicity of the U87-DACH1-high cells, suggesting that loss of DACH1 increases the number 
of tumor-initiating cells through transcriptional repression of bFGF. These results illustrate that DACH1 
is a novel tumor suppressor, which does not only suppress growth of tumor cells but also regulates 
bFGF-mediated tumor-initiating activity of glioma cells. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍の発生・進展には、変異や DNA コ

ピー数異常が深く関わっており、腫瘍特異的
なゲノム DNA 構造の異常を検出することで、
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病態と関連する遺伝子の同定が可能になる。
神経膠腫は脳腫瘍の中で最も予後の悪い腫
瘍で生存期間中央値は 1年である。神経細
胞の支持や栄養を司る神経膠細胞より発生
すると考えられているが、詳細は明らかに
なっていない。また、現在までに EGFR1, 
TP53, CDKN2A, PTEN, RB 等の変異や
DNA コピー数異常が報告されているが、
これらの分子が関わる腫瘍化の分子メカニ
ズムは明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、DNA コピー数解析より腫
瘍細胞で特異的に見られる DNA コピー数変
化を検出し、腫瘍関連遺伝子の同定を行い、
神経芽腫の発症のメカニズムを明らかにす
ることである。 
 
３．研究の方法 
（１）材料	 
全ての臨床検体は東京大学医学部付属病院、
東京大学先端科学技術センターの倫理委員
会で承認を得たものを用いていた。細胞は
ATCCより購入したU87MG及び U251を用いた。	 
	 
（２）方法	 
①SNP ジェノタイピングアレイ	 DNA コピー
数解析は 50K	 SNP	 genotyping	 array	 
(Affymetrix)を用いて行った。検体のゲノム
DNA	 (250ng)	 を制限酵素 XbaI により切断し
た後、XbaI 特異的なアダプターを付加し、こ
の DNA 断片をアダプター特異的なプライマー
を用いて増幅させた。20μg の PCR 産物を
DNaseI で断片化した。断片化した PCR 産物を
ビオチンでラベルし、25mer オリゴヌクレオ
チドアレイにハイブリダイゼーションした。	 
②MassARRAY	 ゲノム DNA	 2.5ng を鋳型とし
て、SNP を含む特定領域に対して PCR を行っ
た。伸長用プライマー、iPLEX	 Buffer	 Plus、
iPLEX	 terminationmix、iPLEX	 enzymeを用い
て、SNP 位置直前に伸長用プライマーをハイ
ブリダイズさせ xddNTP/dNTP	 mixtureを含む
反応液により伸長反応を行った。MALDI-TOF	 
質量分析計によって、質量数とそれに対応す
る遺伝子型タイピングした。	 
③安定細胞株の樹立	 pcDNA6/TR ベクターを
神経膠芽腫の細胞株である U87 にトランスフ
ェクションした。トランスフェクションから
72 時間後にブラストシジン	 (Invitrogen)	 5	 
ng/ml を加え、pcDNA6/TR ベクターに組み込
まれたブラストシジン耐性遺伝子を利用し
た薬剤耐性マーカーによる細胞の選択を開
始し、３週間培養を行った。	 
④WST アッセイ	 1 ウェルあたり細胞を 5000
個になるように播き、ドキシサイクリン添加
後 96 時間、144 時間後に WST-8 溶液(同仁)
を添加し 4 ウェルの測定を行い、その平均の

値を結果として使用した。	 
⑤ソフトアガーアッセイ	 6 ウェルプレート
に安定発現株のクローンを 2000 個加えた
0.36%アガー上で培養した。細胞は 1µg/ml の
ドキシサイクリンを投与した安定発現株を
用いた。37℃で 3 週間培養した後、コロニー
数をカウントした。ドキシサイクリンを加え
たもの、加えないものをそれぞれ 3ウェルの
測定を行い、その平均の値を結果として使用
した。	 
⑥マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析	 
ドキシサイクリンの添加有無における U87MG
に DACH1 を導入した U87-TR-Da 細胞を血清存
在下（DMEM）で培養したもの、および bFGF
と EGF を含む無血清培地(NBE)で培養したも
のについて Affymetrix 社の U133plus2 で遺
伝子発現解析を行った。	 
⑦in	 vivo腫瘍増大アッセイ	 雄の Balb/c マ
ウスの皮下に5×106個のU87-TR-Da細胞を移
植した。腫瘍形成が確認できた時点で、ドキ
シサイクリン（1mg/ml）を含む水を投与した。	 
⑧造腫瘍能アッセイ	 ドキシサイクリン存
在化で培養した U87-TR-Da 細胞を細胞の個数
を変えて皮下に移植した。	 
⑨脳室における腫瘍形成能の測定	 Balb/c
マウスに 0.7×105個の細胞を移植した。
DACH1 の発現の影響はドキシサイクリン存在
化で培養した U87-TR-Da 細胞を用いて行った。
FGF の発現による造腫瘍能の測定は、U87 細
胞に DACH1 及び bFGF2 をレンチウィルスで発
現させた細胞を用いて行った。	 
	 
４．研究成果	 
本研究では、SNP タイピングアレイを用いた
８例の神経膠腫における網羅的なコピー数
解析を行った。染色体 13q21 において両アレ
ルが欠失している領域を同定した（図１）。
さらに、28 例の神経膠腫を用いて MassARRAY
を用いた詳細な SNP タイピング解析を行い、
３例がホモ欠失を示し、その領域を 388Kbp
に絞り込み、その領域に存在する唯一の遺伝
子として DACH1を同定した（図２）。	 

DACH1 の発現が低下している脳腫瘍細胞株
U87 に DACH1 を導入した細胞株では、DACH1
の発現によって in	 vitro における細胞増殖
が抑制された（図３A,	 B）。ゼノグラフトモ
デルを用いて DACH1 の発現が in	 vivoにおけ
る腫瘍形成能を低下させることを明らかに
した（図 3C-E）。	 
脳腫瘍細胞は FGF2 を含む無血清培地で幹細



胞の特徴であるスフェロイドを形成する。そ
こで、U87-TR-Da 細胞を無血清培地で培養し
た後にドキシサイクリンを添加し、DACH1 の

発現誘導を行った。血清存在下では DACH1 の
発現が細胞の形態に影響を与えなかったが、
無血清培地では DACH1 の発現がない細胞では

スフェロイド形成が見られ、DACH1 の発現に
よって細胞の形態は分化が誘導されている
ことを示唆する観察が得られた（図４A）。そ

こで、血清非存在下で培養されたスフェロイ
ドを形成する U87-TR-Da 細胞が腫瘍幹細胞様
の性質を示すかゼノグラフトモデルを用い

た実験で検証した。血清の有無、および DACH1
の発現の有無といった U87-TR-Da 細胞の個数
を変えて皮下移植し、腫瘍形成能を測定した。
その結果、ドキシサイクリンで DACH1 の発現
を誘導した細胞はより多くの細胞の移植に
よって腫瘍を形成し、スペロイドを形成する
DACH1 の発現のない細胞はより少ない数の細
胞の移植で腫瘍が形成された（図４B）。すな
わち、DACH1 の発現は腫瘍幹細胞の数を減少
させることが示唆された。	 
次にマイクロアレイによる DACH1 の下流遺伝
子の探索を行った。U87-TR-Da における DACH1
の発現によって FGF2 の発現が抑制されるこ
とが示された（図５A,	 B）。また、DACH1 が
FGF2 のプロモータ領域に結合することが示
され、FGF2 の発現は DACH1 によって直接的に
抑制を受けていることが明らかとなった。
FGF2 は血清非存在下で腫瘍幹細胞の培養に
必須な因子であることから、DACH1 の発現喪
失が FGF2 依存的な腫瘍幹細胞の機能に影響
を与えていることが示唆された。腫瘍幹細胞
は bFGF（FGF2）が添加された無血清培地でス
フェロイドを形成する。また、より少数の細
胞で腫瘍を形成することが知られている。そ
こで、DACH1 が FGF2 依存的なスフェロイド形
成に与える影響を検証した。ドキシサイクリ
ン添加によって DACH1 の発現を誘導した
U87-TR-Da 細胞はスフェロイドの数が減少す
るが bFGF の添加によってスフェロイドの形
成が回復した（図５C）。また、脳室腫瘍移植
実験によって、DACH1 の発現株に対する FGF2
を遺伝子導入が腫瘍形成能を回復させるこ
とを明らかにした。すなわち、DACH1 の発現
低下が FGF2 の発現を亢進することで腫瘍形
成に貢献することが示唆された。	 

このように本研究では脳腫瘍で特異的にゲ
ノム欠失を示す新規癌抑制遺伝子 DACH1 を同
定し、DACH1 の制御する分化誘導に異常がき
たして神経膠腫が発生するメカニズムを明
らかにした。	 
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