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研究成果の概要（和文）：イソクエン酸デヒドロゲナーゼ（IDH）1/2は、low grade gliomaにおいて高頻度に変異が生
じ、予後診断マーカーとして注目されている。これまで、変異型IDH1/2を検出する手段としては遺伝子検査が主である
が、本研究ではモノクローナル抗体による診断法の確立を目指した。その結果、複数の変異型IDH1/2に交差反応性を示
し、野生型IDH1/2には反応しないマウスモノクローナル抗体（クローン：MsMab-1）の作製に成功した。免疫組織染色
での有用性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Isocitrate dehydrogenase 1/2 (IDH1/2) mutations have been reported in gliomas, 
and are remarkably specific to a single codon in the conserved and functionally important arginine 132 
residue (R132) of IDH1 or arginine 172 residue (R172) of IDH2. To date, we have established several 
monoclonal antibodies (mAbs) specific for IDH1/2 mutations. Here, we established MsMab-1 mAb that reacts 
with IDH1-R132H, IDH1-R132S, IDH1-R132G, and IDH2-R172M, but not with wild type IDH1/2. MsMab-1 stained 
the IDH1-R132S or IDH1-R132G -expressing glioma cells in immunohistochemistry. MsMab-1 is expected to be 
useful for immunohistochemical determination of IDH1/2 mutation-bearing tumors.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
 イソクエン酸デヒドロゲナーゼ１／２
（isocitrate dehydrogenase1/2: IDH1/2）
は、WHO 分類の grade II、III の神経膠腫
（glioma）や、low grade の神経膠腫から進
行した grade IV の神経膠腫である神経膠芽
腫（secondary glioblastoma)において、高
頻度に点突然変異が生じることが報告され
た。一方、神経膠芽腫として初発する神経膠
腫（primary glioblastoma)ではほとんど変
異が検出されない。また、酵素活性中心であ
る IDH1 の 132 番目のアルギニン（R132）、IDH2
の 172 番目のアルギニン（R172）に変異が集
中しており、変異型 IDH1/2 は、イソクエン
酸を-ケトグルタル酸に変換する活性を失
う（loss of function）だけでなく、-ケト
グルタル酸を 2-ヒドロキシグルタル酸
（2-HG）に変換する新しい酵素活性を得る
（gain of function）ことが報告された。臨
床的に重要なことには、野生型 IDH1/2 と比
べ、変異型 IDH1/2 を保持する神経膠腫の予
後は格段に良く、神経膠腫の予後診断マーカ
ーとして有用である。我々はこれまでの研究
において、変異型 IDH1/2 を認識する各種抗
体の作製に成功した。しかしながら、１つの
抗体が１種類の変異型のみを認識するため、
検査試薬として臨床応用するためには多く
の問題点があった。 
 
２．研究の目的 
 変異型 IDH1/2 に対する multi-specific な
モノクローナル抗体を樹立し、神経膠腫の予
後診断マーカーとして確立することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 変 異 型 IDH1-R132G の ペ プ チ ド
（GGVKPIIIGGHAYGDQYRA）を合成し、Balb/c
マウスの tailbase に免疫した。腸骨リンパ
節よりリンパ球を分離し、polyethylene 
glycol (PEG)を用いてミエローマ細胞との融
合を行った。変異型 IDH1-R132G に反応し、
野生型 IDH1 に反応しない抗体を産生するハ
イブリドーマを ELISA 法により選択した。ま
た、IDH1/2 の各種リコンビナントタンパク質
に対するウェスタンブロット法により、その
特異性を確認した。さらに、ダイレクトシー
クエンス法により、各種変異型 IDH1/2 を保
持する神経膠腫を探索し、樹立抗体の特異性
を免疫組織染色法にて調べた。 
 
４．研究成果 
 まず、変異型 IDH1-R132G に対する特異的
抗体（クローン MsMab-1; mouse IgG2a, κ）
を樹立することに成功した。他の変異型
IDH1/2 に対する交差反応性を調べたところ、
IDH1-R132Gだけでなく、複数の変異型IDH1/2
に対する反応性がELISA法により確認された。
次に、ウェスタンブロット法により、大腸菌
およびCHO細胞に発現させたリコンビナント

タンパク質に対する反応性を調べたところ、
IDH1-R132H, IDH1-R132S, IDH1-R132G だけで
なく、 IDH2-R172M に対する交差反応性が見
られた（図１）。さらに、免疫組織染色にお
いて、MsMab-1 の反応性を調べたところ、
IDH1-R132S, IDH1-R132Gを保持する神経膠腫
に対して、高い反応性を示した。 

図１．MsMab-1 抗体による特異性の確認（ウェスタンブ

ロット法）。MsMab-1 抗体は複数の変異型 IDH1/2 を認識

する。 

 
 我々はこれまで、変異型 IDH1/2 を認識す
る各種抗体（ HMab-1, SMab-1, GMab-r1, 
KMab-1, MMab-1, WMab-1）を作製してきたが、
１つの抗体が１種類の変異型のみを認識す
るため、検査試薬として臨床応用するために
は複数の抗体をカクテルにする必要があり、
実用化に向けての課題が多い。それに対し、
本研究により樹立した MsMab-1 抗体は、複数
の変異型 IDH1/2 を認識する multi-specific
抗体であり、しかも野生型 IDH1/2 には全く
反応しない。MsMab-1 により、神経膠腫に見
られる95%以上の変異型IDH1/2を認識するこ
とができる。しかしながら、IDH1-R132C に対
しては反応性が低く、IDH2-R172K/R172W に対
しては反応しないため、MsMab-1 だけでは、
すべての変異型 IDH1/2 を見つけることがで
きない。今後、すでに樹立した抗体を組み合
わせるだけでなく、さらに新規の抗体を開発
する必要がある。 
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