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研究成果の概要（和文）：膠芽腫細胞株と腫瘍幹細胞株を対象とした。TET1, 2, 3のmRNA発現を測定した。TET1
とTET3の発現量は細胞株によって異なり逆相関を示した。TETの基質である5-mCと代謝物である5-hmCをELISAで
測定した。mRNAの発現量はTETの酵素活性とは相関しなかった。
ヒト臨床摘出標本に対し抗TET1抗体で免疫染色を行った。発現が核内型、細胞質型、両者発現型が存在した。蛍
光免疫染色でTET1蛋白の局在を検討した。IDH1変異型ではTET1蛋白は核に発現していることがほとんどであり、
IDH野生型は細胞質には発現していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：The mRNA expression of TET1, 2 and 3 were measured in glioblastoma cell 
lines and glioma stem like cells, which established from surgical specimens of glioma patients. The 
expression levels of TET1 and 3 showed an inverse correlation. 5-methylcocytocine and 
5-hydroxymethylcytosine, which the former is a substrate and the latter is a metabolite of TET were 
measured by ELISA. The expression of mRNA and enzyme activity were not correlated. 
In immunohistochemistory for specimens of gliomas, expression of TET1 protein observed in nuclear or
 cytoplasm depending on IDH genotype. IDH mutant gliomas expressed TET1 protein in nuclear, while 
IDH wild gliomas showed cytoplasmic expression of TET1. 

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： グリオーマ　TET

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの代謝という側面とエピゲノム異常という側面の両者を橋渡す位置に存在するTETに注目し、膠芽腫細胞株
および腫瘍幹細胞株のTET1,2,3の遺伝子発現を評価した。TET1蛋白発現は核内と細胞質に分かれIDH1遺伝子変異
との間に相関関係があった。IDH変異は2HGを介して、TET蛋白酵素活性を阻害し、5-hydroxymethylcytosine
(5hmC)の減少しメチル化を調整している、一方IDH 野生型グリオーマでも5hmCの減少は観察されている。したが
って、TET1蛋白の核からの排除が、IDH変異のないgliomaに おける5hmCの減少に関与している可能性があると考
えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんと代謝： 

IDH 変異と 2-ヒドロキシグルタル酸（2-HG） がん
は、さまざまな遺伝子異常の蓄積によって生じ、その遺伝子
異常は癌腫によって異なる。しかし、がんの代謝という側面
からみてみると、ほとんどの癌腫が、ATP産生の面で効率の
よい酸化的クエン酸回路よりも、効率の悪い解糖系を使う
（Warburg 効果）共通の特徴を有している。近年、がん抑制
遺伝子 p53、がん遺伝子c-Myc、低酸素誘導因子（hypoxia 
induced factor1：HIF1） などの転写因子が解糖系の亢進に
関与していることが発見され、クエン酸代謝関連酵素である
イソクエン酸デヒドロゲナーゼ（IDH）の異常が癌化と関連し
ていることが明らかになり、がん と代謝の研究が注目される
ようになった。 IDH はイソクエン酸をαケトグルタル酸（α
-KG）に変換する酵 素であるが、IDH の変異によってα-KG 
を基質として、2-ヒドロキシグルタル酸（2-HG）という代謝物
を産生する。この 2-HG は蓄積により癌化を促進する 
oncometabolite（悪性代謝物）と呼ばれている物質である。
この 2-HG の蓄積により影響を受ける物質 中のひとつに 
Ten-eleven translocation (TET)が報告された( Yang H, 
Clin cancer Res. 18; 5562-71, 2012)。  
Ten-eleven translocation (TET) ： 

TET 蛋白は、ゲノム DNA 脱メチル化酵素として
同定された物質で、メチル化シトシン（5-mC）を、ヒドロキシメ
チル化シトシン （5-hmC）に変換する。これまでの研究で 
TET2 蛋白は正常脳にも 発現しており、正常細胞では癌化
を抑制する。しかし、がん細胞では 2-HG の蓄積により TET 
酵素 活性が低下し、ゲノム DNA のメチル化異常が増加、
癌化が促進される。実際、骨髄系腫瘍では TET 遺伝子の変異が発見され、TET 遺伝子は tumor 
suppressor gene としての機能を有していると考え られる。ただし、これまでの研究では、IDH 変異
―TET pathway の下流で、エピゲノム制御を受けている分子についての詳しい探索は行われてい
ない。 
本研究を立案した経緯： 

神経膠腫においても、IDH 変異が予後に関連していることが明らかになり、2-HG の蓄積
が腫瘍発生機序に関与していると考えられる。最近では北米において、IDH1 変異に対する阻害剤
（AGI-5198） の腫瘍抑制効果が報告された( Rohle D, Science. 3; 626-30, 2013)。本邦でも開発が
進められており、新たな分子標的治療薬として期待が寄せられている。IDH 変異は低悪性度神経膠
腫に特徴的に認められる異常であるが、近年患者検体より IDH1 変異脳腫瘍幹細胞株も樹立され
ている(Wakimoto H, Clin Cancer Res, 2014) 。加えて 2-HG の蓄積は IDH 変異がなくても、低
酸素条件下で起こる点は極めて重要である。その理由として、低酸素状態でも非常に高い増殖能を
示す、悪 性度の高い膠芽腫では、IDH 変異がないことが挙げられる。 
２．研究の目的 

今回、私たちは、がんの代謝という側面と、エピゲノム異常という側面の両者を橋渡す位置
に 存在する TET という分子に注目した。悪性神経膠腫の発生機序に、TET がどのように関与して
いる かを検討し、さらにTET によってエピゲノム調節を受けている遺伝子についても検索する。特に、 
治療抵抗性を示す一因である腫瘍幹細胞(glioma stem cells)における TET の変化に、着目し研究 
を進めたい。これらの検討から、代謝異常とエピゲノム異常のつながりを明らかにし、将来、悪性神経
膠腫患者の生存期間を延長させる治療法の開発につながる分子標的薬になることを期待して、この
研究をすすめたい。 
３．研究の方法 

この研究計画では、がん代謝異常とエピゲノム異常に関与すると考えられる TET という
分子に ついて、分子生物学的手法を用いて、悪性神経膠腫における腫瘍化機構を解明する。IDH1 
変異型 幹細胞株を対象とするとともに、IDH 変異のない腫瘍細胞は、低酸素条件下で培養した細
胞を使用 する。また、すでに樹立している他の IDH1 変異のない腫瘍幹細胞についても対象とする。
IDH1 変異型幹細胞株と、低酸素条件下に培養された膠芽腫細胞株と腫瘍幹細胞株の TET 活性、 
蛋白発現を評価し、TET の発現が低下し機能が抑制された細胞株（低発現株 X）を決定する。これ
らの細胞株に T E T 遺伝子を導入、強制発現させ、この遺伝子が tumor suppressor gene である
ことを証明する。さらに、T E T 遺伝子によりメチル化制御を受けている遺伝子群を同定する。 【 
４．研究成果 



膠芽腫細胞株 (U87MG, T98G, U251MG, U373MG)および腫瘍幹細胞株 (MGG4, 
MGG8, MGG23, MGG31, MGG119, MGG152) を対象とした。IDH1 遺伝子の変異の有無をパ イ
ロシークエンス法で評価した。4 種の膠芽腫細胞株はすべて IDH1 遺伝子の変異はなく、腫瘍幹細胞
株のうち、MGG119 と MGG152 が IDH1 遺伝子変異を有していた。 正常酸素条件下で培養し、
TET1, 2, 3 の mRNA 発現を qRT-PCR で測定した。 TET1 と TET3 の発現量は細胞株によって異
なり、逆相関を示していた。1％O2 低酸素状態で 24 時間、48 時間、72 時間で培養し、同様に mRNA
発現レベルを定量評価し た。TET2 と TET3 は低酸素刺激で発現が抑制された。しかし正常酸素濃
度条件下と比べて有意差はなかった。また、TET の発現量は、IDH1 遺伝子の変異との関連は なか
った。TET 酵素活性を測定した。また TET が酵素活性を及ぼすとき基質となる 5-mC と代謝物である
5-hmC を ELISA で測定した。mRNA の発現量は TET の酵素活性と は相関しなかった。 マウス正
常大脳およびこれまでのヒト臨床摘出標本に対し、抗 TET1 抗体および IDH1R132 抗体を用いて免
疫染色を行った。標本によって、核内に発現しているも の、細胞質に発現しているもの、両者に発現
しているものとさまざまであった。TET1 蛋白の局在について検討するため、蛍光免疫染色を行った。
IDH1 変異のある 標本では TET1 蛋白は核に発現していることがほとんどであり、IDH1 変異のない
標本は細胞質には発現していることが分かった。 
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