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研究成果の概要（和文）：グリオーマ手術標本から細胞株の樹立、腫瘍幹細胞を含むSpheroid colony株を複数
樹立したが、IDH1R132Hを有する細胞株は樹立できなかった。ヒトinduced pluripotent stem（iPS）細胞やiPS
由来神経幹細胞にIDH1R132Hを導入すると神経幹細胞の細胞増殖が障害された。これらの結果は、IDH１R132H変
異は、細胞生存維持・増殖に障害を来し、一種の老化に似た現象が生じていることが示唆された。さまざまな薬
剤を用いた条件で培養したが、細胞継代は困難であった。これらの結果から、IDH1R132Hを導入したヒトiPS細胞
由来神経幹細胞の樹立は不可能と判断した。

研究成果の概要（英文）：Although cell lines and spheroid colony lines were established from glioma 
surgical specimens containing tumor stem cells, cell lines with IDH1R132H could not be established. 
Introduction of IDH1R132H into human induced pluripotent stem (iPS) cells and neural stem cells 
derived from iPS cells impaired those cell proliferation. These results suggest that the IDH1R132H 
impairs cell survival and proliferation, which is a kind of senescence. Although the culture of 
cells with IDH1R132H were carried out under conditions using various drugs, difficulty of cell 
growth was identified. Taken together, we confirmed that it was impossible to establish iPS-derived 
neural stem cells with IDH1R132H expression. 

研究分野： 脳神経外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グリオーマは、未だ根治は困難な疾患である。低悪性度グリオーマの多くは、IDH1/2遺伝子変異が初期の遺伝子
異常である。本研究では、IDH1遺伝子変異に伴う腫瘍発生の生物学的意義解明を目指した。その結果、IDH1遺伝
子変異伴う細胞老化に似たような現象が神経幹細胞に生じることが、腫瘍発生に関わることを示唆した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景                                                     
グリオーマは、集学的治療の進歩で生存期間が延長してきたが、未だ根治は困難な疾患である。

グリオーマが治療困難な要因は、腫瘍内多様性（heterogeneity）にある。WHO グレード 2/3 に
分類される低悪性度グリオーマの多くは、IDH1/2 遺伝子変異が初期の遺伝子異常であり、その
後のドライバー遺伝子異常で 2つのサブタイプに分類される。さらに偶発的に生じるパッセン
ジャー遺伝子異常やエピゲノム異常で多様な腫瘍性格を獲得する。こうした多様性が、化学療
法、放射線治療抵抗性クローン形成に働く。腫瘍幹細胞のような脱分化した状態が、多様なゲ
ノムとエピゲノム異常を来す好条件を作り出している可能性もある。しかし、腫瘍形成に働く
多様なゲノムとエピゲノム異常と腫瘍脱分化・分化の制御機構に関して十分には理解が進んで
いなかった。低悪性度グリオーマでは、ゲノム異常が比較的少なく、エピゲノム異常の初期化
でiPS誘導できる可能性がある。低悪性度グリオーマのドライバーであるIDH1/2遺伝子変異は、
2-ヒドロキシグルタル酸（2-HG）を産生し、細胞内代謝に異常を来し、エピゲノム異常を来す
と考えられている。低悪性度グリオーマに対するリプログラミング技術を用いた解析は、腫瘍
発生の生物学的意義解明と治療法確立に重要となると考えられた。                                                                
 
２．研究の目的 
本研究では、次の 4項目を目的とした。 

① 低悪性度グリオーマ人工幹細胞の樹立                                                                       
低悪性度グリオーマの手術標本から、腫瘍細胞株樹立する。樹立した腫瘍細胞株と同一の血球
細胞の全ゲノム解析を行い、遺伝子変異とメチル化状態を特定し、ライブラリーを作成する。
さらに、Oct3/4、Sox2、Klf4、cMyc の４遺伝子の強制発現により、エピゲノムの初期化を行い、
人工幹細胞株ライブラリーの作成に挑戦する。 
② クローン進化におけるドライバー遺伝子変異の生物学的意義の解明                                     
単一の腫瘍から作成した遺伝子変異の異なった細胞株を用いることで、特定の遺伝子変異がも
たらす腫瘍表現型を解析する。低悪性度グリオーマ人工幹細胞株をさまざまな細胞に分化させ
ることで、IDH1/R132H と他のドライバー遺伝子の生物学的な意義を解明する。 
③ 腫瘍内多様性獲得におけるエピゲノム異常の同定                                                                                            
低悪性度グリオーマのクローン進化に伴う腫瘍内多様性にエピゲノム異常が大きく関わってい
る。ライブラリーの細胞株の全ゲノムメチル化状態と腫瘍表現型を解析することで、エピゲノ
ム異常による腫瘍内多様性獲得に至るパッセンジャー遺伝子異常を同定する。 
④ ダイレクトリプログラミングによるグリオーマ分化誘導の挑戦                                   
低悪性度グリオーマ腫瘍幹細胞株と人工幹細胞株から、誘導した腫瘍細胞をダイレクトリプロ
グラミング技術で神経細胞への分化誘導に挑戦し、その表現型を個体レベルで解析する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では目的を達成するために下記研究方法で行った。 
①低悪性度グリオーマ人工幹細胞ライブラリー作成からクローン進化と表現型の解析                                                                              
低悪性度グリオーマ手術標本を用いて細胞株を樹立する。さらに iPS 細胞誘導で使用される転
写因子群を強制発現することで低悪性度グリオーマ人工幹細胞を作成する。樹立した人工幹細
胞を single cell culture を介して人工幹細胞ライブラリーを作成し、それぞれの細胞株の全
ゲノムの遺伝子解析、DNA メチル化状態の解析を行う。作成した低悪性度グリオーマ人工幹細
胞を用いた in vitro、in vivo の解析を行う。In vitro では、グリア、神経細胞へと分化させ
た細胞を用いて増殖能、浸潤能、細胞運動、神経細胞機能を細胞生物学的解析法で同定する。
in vivo では脳内腫瘍浸潤能や増殖のプロセスを長時間蛍光ライブ・イメージング、2光子顕微
鏡で解析する。遺伝的背景の異なった細胞群での比較で、クローン進化と表現型の関係を解析
する。 
②低悪性度グリオーマのクローン進化における IDH１/R132H 機能解析                              
IDH1 変異を wild type に修正した低悪性度グリオーマ人工幹細胞を用いた in vitro, In vino
の解析を行い、IDH1 変異の表現型と比較解析することで、IDH1 変異に伴う生物学的な異常を同
定し、エピゲノムがもたらす腫瘍細胞性格の変化を解明する。IDH1 変異を wild type に修正し
た低悪性度グリオーマ人工幹細胞の DNA メチル化状態を解析し、IDH1 変異によるエピゲノムプ
ロファイリングを決定し、その他のドライバー遺伝子との関与について解析する。 
③低悪性度グリオーマに対するダイレクトリプログラミングによる分化誘導の挑戦                     
これまでに報告された線維芽細胞から神経細胞へと直接誘導技術（Gopalakrishnan et 
al.,Brain Res. 2015）を低悪性度グリオーマに用いてダイレクトリプログラミングでの分化誘
導を行う。本研究解析で同定したグリオーマ特異的エピゲノム変化を来す転写因子群を用いた
ダイレクトリプログラミングの可能性を検討する。 
 
４．研究成果 
グリオーマ手術標本から細胞株の樹立、腫瘍幹細胞を含む Spheroid colony 株を複数樹立し

た。しかし、IDH１R132H 細胞株は、継代を重ねると IDH１R132H を有しない細胞群として間葉
系細胞が主に増加し、IDH１R132H を有する腫瘍細胞群が減少・消失した。さらに、ヒト induced 
pluripotent stem（iPS）細胞や iPS 由来神経幹細胞に IDH1R132H を導入した幹細胞においても



細胞増殖が障害され、継代ができないことが明らかとなった。しかし、IDH1R132H の発現によ
るアポトーシスは明らかでなく、主には増殖抑制であった。これらの結果は、IDH１R132H 変異
は、細胞生存維持・増殖に障害を来し、一種の老化に似た現象が生じていることが示唆された。
そのような老化に似た現象を回避できるように、さまざまな薬剤を用いた条件で培養したが、
細胞継代は困難であった。これらの結果から、IDH1R132H を導入したヒト iPS 細胞由来神経幹
細胞の樹立は不可能と判断した。 
Cre 発現依存的 IDH1R132H 遺伝子発現をできるマウスの開発を進めた。Cre/loxP システムに

よる IDH1R132H 遺伝子導入ベクターを作成し、Cre/loxP システム IDH1R132H 遺伝子を導入した
マウス ES 細胞の作製に成功した。さらに、Cre/loxP システム IDH1R132H 遺伝子を持つマウス
の作成を進めており、マウスが作成でき次第、神経幹細胞特異的な IDH1R132H 遺伝子発現に伴
うマウス phenotype の探索を進めることとした。 
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