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研究成果の概要（和文）：低悪性度グリオーマ関連ドライバー遺伝子をTet-onシステムを用いてヒトiPS細胞に
導入し、BRAF-V600E変異導入ヒトiPS細胞由来神経前駆細胞の樹立に成功した。BRAF-V600E変異はヒトiPS細胞由
来神経前駆細胞の増殖能を亢進させる作用を有し、それにはMAPK, PI3K, RAS pathway関連遺伝子発現が関与す
ることが示唆された。ヒトiPS細胞およびヒトiPS細胞由来神経前駆細胞を応用した低悪性度グリオーマ関連ドラ
イバー遺伝子変異の機能解析を行った報告は殆ど無く、当該領域における新規性のある萌芽的研究成果が得られ
たと結論づけられた。

研究成果の概要（英文）：We introduced driver gene mutations identified in lower grade gliomas (LGG) 
into human iPS cells using Tet-on system, and established human iPS cells derived neural progenitor 
cells (hiPSC-NPC) with BRAF-V600E mutation. BRAF-V600E mutation promoted cellular proliferative 
ability of hiPSC-NPC, and up-regulation of MAPK/PI3K/RAS pathway associated genes were involved with
 this gene effect. There are very few reports to do functional analysis of LGG associated driver 
gene mutations using hiPSC and hiPSC-NPC. It is concluded we achieved to obtain a novel and 
exploratory findings in the related scientific filed.

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
欧米を中心に近年大規模に実施された分
子遺伝学的研究の結果、成人低悪性度グリオ
ーマ（lower grade glioma：以下 LGG）の発生
に関与するドライバー遺伝子変異が同定さ
れ (Kannan K, Oncotarget 3:1194, 2012; Jiao Y, 
Oncotarget 3: 709, 2012; Liu XY, Acta 
Neuropathol 124: 615, 2012）、 CpG island 
methylator phenotype(CIMP)形成を含む DNA
メチル化パターン変化、クロマチンリモデリ
ング障害等、細胞のエピゲノム状態変化を引
き起こし LGG の発生につながるメカニズム
が提唱されている（Turcan S, Nature ;483:479, 
2012）。一方、グリオーマ発生において、正
常神経幹細胞と類似特性を有するグリオー
マ幹細胞の重要な役割が明らかになりつつ
あるが、その in vivoにおける発生母地細胞は
未だ多くの議論があり、結論は出ていない。 
研究代表者は、ヒト神経組織由来神経幹/
前駆細胞（Kanemura Y, J Neurosci Res 69, 869, 
2002）、ヒト iPS 細胞由来神経前駆細胞
（Shofuda T, Neuroreport 24: 84, 2013）を各々
樹立し、これら細胞の分子遺伝学的特性解析
に関する数多くの先行研究を実施すると同
時に、病理組織学的解析手法を用いたグリオ
ーマ細胞と神経幹/前駆細胞との関連性解析
研究（Kanemura Y, Differentiation 68, 141, 2001; 
Nakamura Y, Mod Pathol 19, 974, 2006; Nakano 
A, Pediatr Neurosurg 43, 279, 2007）に加え、グ
リオーマ遺伝子解析（Okita Y, Clin Neurol 
Neurosurg 125: 212, 2014, Izumoto S, J 
Neurooncol 53: 21, 2001）、ヒトグリオーマ幹
細胞樹立（Bamba Y, Biochem Biophys Res 
Commun. 447: 683, 2014）等のグリオーマ関連
研究実績を有し、グリオーマの分子病態解析
と分子遺伝学的解析に通じ、同時にモデル培
養細胞樹立能力を有する。これら両研究を融
合し、成人 LGG 発生に関与するドライバー
遺伝子変異とグリオーマ幹細胞発生との関
連性を検証する本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、成人 LGG 発生に関与するド
ライバー遺伝子変異が、正常ヒト神経幹/前駆
細胞からの発癌とグリオーマ幹細胞発生に
関与し得るかを検証し、成人 LGG の発生プ
ロセスの全容解明と、in vivo における LGG
発生母地細胞同定に貢献し得る新知見の発
見を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）正常ヒト神経幹/前駆細胞への LGG関連
ドライバー遺伝子変異の導入  
プラスミドベクターを用いたリプログラ
ミング法で作製され、ゲノム DNA 上にリプ
ログラミング用遺伝子が残留していない 2種
類のヒト iPS細胞、（409B2株；SNLフィーダ
ー細胞上で培養、1210B2株；無フィーダー培
養）に対して、TET3G vector（Clontech社）
を用いて Tet-On 3G transactivator protein

（Tet3G）発現 vector を導入した。次に
IDH1-R132H変異、BRAF-KIAA1549融合遺伝
子、H3F3A-K27M変異、BRAF-V600E変異の
4 種類のドライバー遺伝子変異を gene of 
interest(GOI) と し て ク ロ ー ニ ン グ し 、
pTRE3G-BI-ZsGreenベクターへの組み込みを
試みた。これら LGG 関連ドライバー遺伝子
変異が組み込まれた pTRE3G-BI-ZsGreen ベ
クターの Tet3G導入済ヒト iPS細胞への導入
を試み、LGG関連ドライバー遺伝子変異が導
入されたヒト iPS細胞樹立を実施した。さら
に LGG 関連ドライバー遺伝子変異が導入さ
れたヒト iPS細胞を、dual SMAD阻害剤を用
いた神経分化誘導とその後の neurosphere 法
を用いた拡大培養法を用いて神経前駆細胞
へ分化誘導させた。 
 
（2）LGG 関連ドライバー遺伝子変異導入細
胞の細胞特性解析 
ヒト iPS細胞由来神経前駆細胞に導入され
た LGG 関連ドライバー遺伝子変異を
Doxycycline（DOX）添加にて誘導して、細胞
増殖能に及ぼす影響を生細胞 ATP 測定法を
用いて検討した。また、DOXにて誘導された
LGG関連ドライバー遺伝子変異が、ヒト iPS
細胞由来神経前駆細胞の遺伝子発現に及ぼ
す影響を、nCounter Pan-Cancer Pathways Panel
を用いて解析した。 
 
（3）ヒト iPS細胞由来神経前駆細胞とヒト神
経組織由来神経幹/前駆細胞の DNAメチル化
状態の比較 

LGG 関連ドライバー遺伝子変異の導入前
段階のヒト iPS細胞由来神経前駆細胞と、ヒ
ト神経組織由来神経幹/前駆細胞ならびに患
者腫瘍組織から樹立されたグリオーマ幹細
胞の各々から DNA を分離し、マイクロアレ
イ（illumina社製）を用いて DNAメチル化デ
ータを取得し、比較検討を行った。 
 
（4）グリオーマ幹細胞としての in vivo細胞
特性評価系の構築 
樹立済グリオーマ幹細胞を用いて、免疫不
全マウス（NOGマウス）の線条体への定位的
細胞移植手法と必要移植細胞数の検討を実
施した。また、マウス脳組織内で移植された
ヒト細胞を同定するため、ヒト細胞を選択的
に認識する抗体（STEM121抗体、抗ヒト核抗
体）を用いた免疫組織学的手法の有用性を評
価した。 
 
４．研究成果 
（1）正常ヒト神経前駆細胞への LGG関連ド
ライバー遺伝子変異の導入  
 外来遺伝子の誘導が任意のタイミングで
可能となるシステムとして、Tet-on システム
を用いたヒト iPS細胞株へのLGG関連ドライ
バー遺伝子変異導入を試みた。代表的な 4種
類の LGG 関連ドライバー遺伝子変異の
pTRE3G-BI-ZsGreenベクターへの導入を試み、



3 種類の遺伝子（ IDH1-R132H 変異、
H3F3A-K27M変異、BRAF-V600E変異）のベ
クター作製に成功した。これら 3 遺伝子の
Tet3G 導入済ヒト iPS 細胞への導入を試み、
BRAF-V600E変異が導入されたヒト iPS細胞
（1210B2 株）の樹立に成功し、DOX 誘導で
99%以上の細胞でBRAF-V600E変異を発現す
ることが確認された。この BRAF-V600E変異
導入ヒト iPS 細胞の神経分化誘導を行い、
BRAF-V600E変異導入ヒト iPS細胞由来神経
前駆細胞の作製に成功した。 
ヒト iPS細胞にLGG関連ドライバー遺伝子
変異を導入した報告、およびそこからヒト
iPS 細胞由来神経前駆細胞の作製に成功した
報告は未だ殆ど無く、当該領域における各種
実験に応用可能な新たな研究リソースの樹
立に成功した萌芽的な成果が得られたと考
える。 
 
（2）LGG 関連ドライバー遺伝子変異導入細
胞の細胞特性解析 

LGG 関連ドライバー遺伝子変異導入ヒト
iPS 細 胞 由 来 神 経 前 駆 細 胞 と し て
BRAF-V600E変異導入ヒト iPS細胞由来神経
前 駆 細 胞 を 用 い て 、 DOX 添 加 に て
BRAF-V600E変異を発現させて細胞増殖能お
よび遺伝子発現に及ぼす影響を検討した。細
胞増殖能に関して、初回 DOX 添加時には細
胞増殖は DOX 濃度が上昇するにつれて有意
に抑制される傾向が認められたが、3 継代後
の細胞では逆に DOX 濃度の上昇に伴い細胞
増殖は亢進することが明らかになり、その後
6継代後の時点ではDOXによるBRAF-V600E
変異誘導にてヒト iPS細胞由来神経前駆細胞
の増殖は約 5倍増加することが明らかになっ
た。遺伝子発現に及ぼす影響としては、  
BRAF-V600E変異誘導ヒト iPS細胞由来神経
前駆細胞においては、2-3 倍の BRAF 発現の
上昇が認められ、MAPK, PI3K, RAS pathway
関連の遺伝子発現の上昇が確認された。 

BRAF-V600Eが培養細胞増殖に及ぼす影響
は細胞腫と誘導時期によってその種々の報
告がなされているが、ヒト iPS細胞由来神経
前駆細胞においては、遺伝子誘導後一定期間
経過後は、細胞増殖を亢進させる作用を有す
ることが示唆された。また、これら細胞増殖
能の上昇に関連すると推察される遺伝子
pathway に関する重要な知見が得られた。正
常神経発生段階の初期に出現する神経前駆
細胞において、BRAF-V600E変異の細胞増殖
に及ぼす作用を評価した報告は未だ殆どな
く、BRAF-V600E変異の発がん作用を評価す
る上で、有用な情報を提供する成果が得られ
たと考える。 
 
（3）ヒト iPS細胞由来神経前駆細胞とヒト神
経組織由来神経幹/前駆細胞の DNAメチル化
状態の比較 
正常状態のヒト iPS細胞由来神経前駆細胞
とヒト神経組織由来神経幹/前駆細胞の DNA

メチル化状態をグリオーマ幹細胞と比較し、
各々の細胞特性を評価し、エピジェネティク
スの観点からグリオーマ発生に関わる遺伝
子群を解析した。DNAメチル化状態は 3種類
の細胞で大きな差異があり、グリア系細胞の
マーカーの一つである GFAPに関しては、そ
のプロモータ領域のメチル化状態に 3種類の
細胞で差異が見られることが明らかになっ
た。DNAメチル化状態は、グリオーマ幹細胞
と正常細胞とで差異が認められることに加
えて、ヒト iPS細胞由来神経前駆細胞とヒト
神経組織由来神経幹/前駆細胞にも大きな差
異が認められることが明らかになった。 
今後、LGG関連ドライバー遺伝子変異の発
現メカニズムを評価する上で、これらヒト
iPS 細胞由来神経前駆細胞とヒト神経組織由
来神経幹/前駆細胞の間に見られる DNAメチ
ル化状態の差異が及ぼす影響を評価するこ
とは重要であると考えられ、BRAF-V600E変
異導入ヒト iPS細胞由来神経前駆細胞の機能
解析を更に進める上で、有用な情報取得に成
功したと考える。 
 
（4）グリオーマ幹細胞としての in vivo細胞
特性評価系の構築 

LGG 関連ドライバー遺伝子変異導入され
たヒト iPS細胞由来神経前駆細胞の in vivoに
おける機能評価系として、免疫不全マウス
（NOGマウス）への細胞移植法の諸条件の検
討を LGG 関連ドライバー遺伝子変異導入ヒ
ト iPS細胞由来神経前駆細胞作製と並行して
実施した。グリオーマ幹細胞をモデル細胞と
して使用した検討において、線条体への細胞
移植手技を定め、移植に必要な細胞数、移植
後腫瘍形成まで必要な日数に関する情報を
取得した。同時に、STEM121抗体、抗ヒト核
抗体を用いて、マウス脳組織内で移植された
ヒト細胞を特異的に同定し、細胞分布、遊走
能を評価することが可能であることを確認
した。 
当初計画では、本項で確立した実験系を用
いて、BRAF-V600E変異導入ヒト iPS細胞由
来神経前駆細胞の in vivo における細胞特性
を評価し、その腫瘍形成能を明らかにする予
定であったが、BRAF-V600E変異導入ヒト iPS
細胞由来神経前駆細胞の作製が最終年度ま
でずれ込んだ関係で、この部分に関しては十
分な成果を得ることが達成されなかった。 
 
（5）総括 
当初目的であった LGG 関連ドライバー遺
伝子変異（BRAF-V600E）を導入したヒト iPS
細胞と、それに由来する BRAF-V600E変異導
入ヒト iPS細胞由来神経前駆細胞の樹立に成
功した。BRAF-V600E変異は hiPSC-NPCの増
殖能を亢進させる作用を有し、MAPK, PI3K, 
RAS pathway関連遺伝子発現が関与すること
が示唆された。ヒト iPS 細胞およびヒト iPS
細胞由来神経前駆細胞を応用した LGG 関連
ドライバー遺伝子変異の機能解析を行った



報告は未だ殆ど無く、当該領域における萌芽
的研究成果を得ることができたと考える。 
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