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研究成果の概要（和文）：悪性脳腫瘍の一部では、腫瘍特異的な代謝によってエピジェネティックな因子の制御
に異常がみられることが報告されている。その標的分子であるメチル化DNAをヒドロキシル化し、脱メチル化す
る機能をもつ遺伝子であるTET1とTET2の膠芽腫における発現を検討した。膠芽腫細胞や組織においてTET1は正常
星状細胞や正常脳組織と同程度の発現を示した。一方、TET2は膠芽腫細胞株では正常星状細胞と同様に発現が低
かったが、膠芽腫組織では正常脳組織と比較して高い発現を示すことを見出した。膠芽腫の発生にTET1が関与す
ることが報告されているがTET2も重要な機能を担っていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Tumor-specific metabolism influences epigenetic regulation in malignant 
brain tumor. Of these targeted molecules,   TET1 and TET2 genes are involved in hydroxylation of 
methylated DNA and lead to DNA demethylation. In this study, the expression of TET1 and TET2 genes 
was examined in glioblastoma cells and tissues. There was no difference of expression of TET1 
between cell lines, tumor, and normal tissue cells. On the other hand, TET2 was strongly expressed 
in tumor tissues, but not in normal tissue cells and cell lines.  TET2 might play a role for 
glioblastomagenesis as well as TET1.

研究分野： 脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
DNA メチル化やヒストン修飾といったエピ
ジェネティックな因子の異常が発がんやが
ん形質に影響を与えることが知られている。
最近、予後が不良で、遺伝子に有意な変異を
もたないタイプの上衣腫において、CpG 
island methylator phenotype (CIMP)が同定
され、この腫瘍では DNA やヒストン H3K27
のメチル化を制御するエピジェネティック
薬が抗腫瘍効果を示すことが報告された。ま
た、膠芽腫のうち、IDH1 の変異を伴う２次
的に発生する膠芽腫はその腫瘍特異的な代
謝産物がエピジェネティックな因子の異常
を誘導していることが明らかにされてきた。
悪性脳腫瘍には、高頻度にがん幹細胞が含ま
れ、その造腫瘍性や各種治療法に対する抵抗
性の高さから有望な治療の標的として考え
られている。我々は、悪性脳腫瘍患者から従
来の初代培養細胞に加え、幹細胞株を樹立し、
DNA メチル化やヒストン修飾に関して研究
を行なっており、これらの細胞におけるエピ
ジェネティクス異常の発生機序を明らかに
することを一つの目標としている。エピジェ
ネティック因子により発現制御されている
インプリント遺伝子は、様々な先天性疾患や
悪性腫瘍に関与することが知られている。人
為的にインプリントの消失(LOI)を起こした
キメラマウスでは、肝細胞癌や腸癌、精上皮
腫、リンパ腫、白血病を発症し、その胎児線
維芽細胞は、継代培養による細胞老化を起こ
さず、既に不死化した状態であった。実際に
膠芽腫において LOI が観察され、インプリン
ト遺伝子が腫瘍細胞の増殖を制御している
ことが報告されている。LOI を起こした細胞
やキメラマウスにおいて、神経幹細胞やアス
トロサイトの性状を検討すること、脳腫瘍の
誘導を試みることで発がんにおけるグロー
バルな LOI の役割を解明可能であると考え
た。２次的膠芽腫は IDH1/2 に変異をもち、
代謝産物として oncometabolite である
2-HG(2-hydroxy glutarate)を産生する。この
2-HG はヒストン修飾や DNA 脱メチル化に
おいて機能するTET1やTET2の活性を阻害
することが報告されている。TET1 や TET2
の詳細な役割は報告されていない。近年、漸
くTET1が膠芽腫の発生に必要であることが
報告されたに過ぎない。この TET1 または
TET2 の発現を操作することでより臨床検体
に類似したエピジェネティクス異常を示す
細胞の作製が可能であると考えた。よって、
膠芽腫におけるこれらの遺伝子の発現レベ
ルを検討する必要性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
膠芽腫におけるエピジェネティクス異常に
おけるTET1 とTET2 の役割を明らかにし、
これらの異常による脳腫瘍のモデル細胞を
創出する。 
 
３．研究の方法 

正常星状細胞、正常脳組織、膠芽腫細胞株、
臨床検体由来の膠芽腫幹細胞を多く含む培
養細胞、膠芽腫組織において定量的 PCR
によりTET1 とTET2 の発現量を検討する。
膠芽腫幹細胞の培養は腫瘍組織をパパイン
と DNase により酵素処理し細胞を単一細
胞として分散化し、増殖因子EGF、FGF2、
N2 supplementを含むDMEM/F12を用い
てスフェア培養を行った。細胞の幹細胞の
含有率はフローサイトメトリーで CD133
陽性細胞の率として決定した。各細胞と組
織から RNA 抽出を行い、逆転写反応の後、
定量的 PCR を行った。発現量は、βアクチ
ンに対する量として求めた。 
 
４．研究成果 
TETs はメチル化シトシンをヒドロキシメ
チル化シトシンに変換する酵素である。ヒ
ドロキシメチル化シトシンは DNA の修復
か複製を経ることで脱メチル化するため
TETs は脱メチル化において重要な分子で
ある。2 次的な膠芽腫で産生される 2-HG
はこの TET の活性を妨げるため、細胞内
のメチル化シトシンはヒドロキシル化され
ることが無くなり、メチル化シトシンが蓄
積する。これにより多くの CpG がメチル
化され 2 次的な膠芽腫の hallmark である
G-CIMP (glioma-methylator phenotype)
に陽性となる。この現象により多くの癌抑
制遺伝子が不活性化されることが一つのが
ん化の原因とも考えられている。一方、膠
芽腫の発生においてTET1 によるヒドロキ
シメチル化シトシンの産生が重要である報
告がされた。つまり、がん化を促進する場
合と抑制する場合があると考えられる。 
 本課題では、膠芽腫における TET1 と 2
の発現レベルを調べることで、これらの遺
伝子の役割を検討した。TET1 の発現量は、
正常星状細胞、膠芽腫細胞株、膠芽腫初代
培養細胞、膠芽腫幹細胞を多く含むスフェ
ア培養、スフェアから分化誘導した細胞、
正常脳組織、膠芽腫組織の間で最大で 2 倍
以内の差に収まった。一方、TET2 は細胞
においては大きな発現量の差が観察されな
かったが膠芽腫組織では正常脳と比較して
最大で 5 倍程度、高発現していた。これら
のことから、膠芽腫において TET1 に限局
せず、TET2 も膠芽腫の発がんや形質に関
与する可能性が示唆された。免疫組織化学
染色をによる多検体の膠芽腫組織における、
TET2 の発現レベルと局在の検討が必要で
ある。また、この結果を受けて TET2 の過
剰発現やノックダウンによるエピジェネテ
ィックな因子の撹乱による膠芽腫の発がん
モデルの構築に着手している。 
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