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研究成果の概要（和文）：腫瘍発生を促すとされる変異型IDH1を発現させるプラスミドをiPS細胞に導入した。
IDH1が高発現した細胞は増殖が抑制されたが、低発現した細胞は増殖を維持できた。この細胞を用いてアストロ
サイトへと分化させている状況である。
ヒトアストロサイト由来の、変異型IDHにより腫瘍化した細胞と非依存性に腫瘍化した細胞を用いて網羅的な遺
伝子解析、代謝解析を行い、その差異を調べた。これらの結果から新規治療の標的となりうる候補に対して検討
を行っている。その一つとして変異型IDHによりプロトポルフィリンIXが低下することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To make mutant IDH1-induced iPS-derived glioma cells, iPS cells was 
transfected with the construct expressing mutant IDH1. The cells expressing high level of mutant 
IDH1 did not grow, whereas the cells expressing low level of mutant IDH1 maintained growth. The 
cells expressing low level of mutant IDH1 have been differentiating into astrocyte.
To investigate the differences between astrocyte-derived glioma cells transformed by mutant IDH1 and
 by H-Ras, comprehensive gene analysis, and metabolic analysis were performed using these cells. New
 therapeutic targets have been searched based on these data. For example, it was found that mutant 
IDH1 reduced protoporphyrinogen Ⅸ by increasing the activity of enzymes associated with degradation
 of protoporphyrinogen Ⅸ. 

研究分野：脳腫瘍
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経膠腫は脳腫瘍の中でも頻度の多い腫瘍の一つであるが、既存の治療法では予後は必ずしもよくなく、その原
因の一つとして分子発生学的な解明が十分になされていない点があげられる。
本研究では、変異型IDHによる脳腫瘍モデルを作成し、その性質を解明することで新規治療法の開発へつながり
うる。また、変異型IDHを有する神経膠腫と有さない神経膠腫の差異を検討することで、それぞれの特質にあっ
た治療法の開発をめざす。本研究から得られる結果は治療困難な病気の新たなる治療法へとつながりうる非常に
有意義なものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
神経膠腫は脳腫瘍の中でも頻度の多い腫瘍の一つであるが、放射線やテモゾロマイドを中心と
した化学療法などの既存の治療法では予後は必ずしもよくなく、その原因の一つとして分子発
生学的な解明が十分になされていない点があげられる。現在まで神経膠腫の新規治療法の開発
や腫瘍発生の解明に関して様々な研究がなされており、神経膠腫の分類が大きく変化しつつあ
る。その中で最も特に大きな役割を担うものの一つがイソクエン酸デヒドロゲナーゼ（IDH）
であり、神経膠腫は変異型 IDH を有する群と有さない群とに大きく 2 分される。変異型 IDH
を有する群では p53の変異と ATRXの変異を伴ったアストロサイトーマ系の群と 1p/19qlossを
認め p53や ATRXには変異を認めず human telomerase reverse transcriptase (hTERT)のプロモータ
ーの変異を伴うオリゴデンドロサイトーマ系の群とにわかれる（図１）。同じ World Health 
Organization (WHO)グレードでの神経膠腫においても IDHの変異の有無によって予後に差があ
る。このように変異型 IDHは予後に関わるだけではなく、腫瘍の発生にも関与しておりしかも
非常に初期の段階において関与しているものとされている。 

 
本来 IDH はイソクエン酸をアルファケトグルタル酸に変換するが、変異型 IDH はアルファケ
トグルタル酸を２－ヒドロキシグルタル酸に変換する。結果としてヒストンのメチル化や DNA
のメチル化が生じ、そうしたエピジェネティックな変化により遺伝子の発現が変化し、腫瘍発
生につながると認識されている。ヒト正常アストロサイト（NHA）に HPV16E6E7を用いて p53
と Rb 蛋白を抑制させ、更には hTERT を過剰発現させることで不死化させた細胞
（NHAE6E7hTERT）は soft agar培地ではコロニーを形成しない、つまり腫瘍化していないので
あるが、この細胞に変異型 IDH1 を過剰発現させることで腫瘍化することは、我々を含め幾つ
かのグループで報告された。また、我々は不死化していない NHAE6E7 に変異型 IDH1 を過剰
発現させることで不死化させるだけでなく腫瘍化させることに成功した。 
 一方、白血病の一種である AMLや胆管がんなどにおいても IDHの変異が腫瘍化と関与して
いるとの報告があり、変異型 IDHによる腫瘍化は必ずしも神経膠腫に限ったものではないこと
が推測される。 
 
 
２．研究の目的 
神経膠腫は大きくわけて変異型 IDHをもつものと持たないものとに 2分され、前者の腫瘍発生
において、IDHの変異は非常に早期に生じ、大きな役割を担っている（いわゆる driver mutation）
であることが判明した。しかしながら、その腫瘍化過程においていかなる変化が生じているか
はほとんどわかっていない。そこで神経前駆細胞へと分化しやすい iPS細胞に変異型 IDH発現
ベクターを導入し、変異型 IDHが発現されている状況下で iPS細胞をアストロサイトあるいは
オリゴデンドロサイトへと分化させて腫瘍化させることで、神経膠腫（アストロサイトーマ、
オリゴデンドログリオーマ）のモデルを作成し、腫瘍発生の機序の解明を目的とする。 
また、不死化させたアストロサイトに変異型 IDHあるいは HRasを導入し腫瘍化させた細胞を
用いて変異型 IDH を有する腫瘍化細胞と変異型 IDH に非依存的に腫瘍化した細胞との差を検
討する。 
 
 
３．研究の方法 
① 変異型 IDH1による腫瘍化モデルの作成 
神経膠腫に限らず白血病や胆管がんでも変異型 IDH は腫瘍化と関連しているとの報告がある
ことから、IDHはアストロサイトやオリゴデンドロサイトへと分化した後に変異を生じるのか、
それともそれ以前に変異を生じ、変異型 IDHをもった神経前駆細胞の状態からアストロサイト
やオリゴデンドロサイトへと分化して、最終的にアストロサイトーマやオリゴデンドロサイト



ーマへと変化していくのかは不明である。まず、iPS 細胞を使用し、アストロサイトへと分化
させることができるかを確認する。次に変異型 IDH1 発現ベクターを iPS 細胞に導入し、その
後、フローサイトメトリーにて導入細胞を抽出、あるいは薬剤にてセレクションを行い、安定
株を作成する。この安定株を用いて、ウェスタンブロット法にて変異型 IDH1 の発現が上昇し
ていることを確認できた株を用いて、iPS 細胞からアストロサイトへの分化を誘導し、腫瘍モ
デルを作成する。また、コントロールとして iPS から分化させたアストロサイトを用いて、そ
の差異に関して検討する。アストロサイトへの分化の確認はアストロサイトのマーカーである
GFAPなどの抗体を用いて細胞免疫反応で確認する。 
 
② 変異型 IDHの有無に基づいた新たな治療標的の探索 
ヒトアストロサイトに HPV16E6E7、hTERT の発現ベクターを導入し、不死化させた細胞を作
成する。この不死化細胞に変異型 IDH発現ベクターを導入し腫瘍化させた、IDH変異による腫
瘍化モデルと活性型Ras発現ベクターを導入して腫瘍化させた野生型 IDH腫瘍モデルを用いて、
網羅的遺伝子解析、網羅的代謝解析を行う。その差異に着目し、新たな治療法を探索する。 
 
 
４．研究成果 
① まず、使用する iPS 細胞がアストロサイトまで分化できるのかを確認した。iPS 細胞を     
6well プレートへまき、StemFit 培養液下で培養した。次に、神経幹細胞を経て、アストロサイ
トへの分化を誘導した。GFAP、S-100抗体を用いて蛍光免疫染色を行ったところ、GFAP、S-100
ともに陽性の細胞を多数認め、アストロサイトへと分化できたことが確認された。  
 iPS細胞に IDH1R132Hを発現する 2種類のベクター（一方にはピューロマイシン耐性遺伝子
が組み込まれており、もう一方には GFP発現遺伝子が組み込まれている）を導入し、ピューロ
マイシンにて薬剤セレクションあるいはフローサイトメトリーにて導入された細胞を抽出した。
しかしながら薬剤セレクションを継続して生存した細胞、あるいは GFPをターゲットとして抽
出した細胞を継代した後、IDH1R132Hの発現を western blot法にて確認したところ発現をみと
めなかった。同結果は再現性が認められたため、高発現の IDH1R132H は iPS 細胞の増殖を抑
えるあるいは殺細胞効果があることが示唆された。使用したプラスミドでは実験の継続が困難
と考えられた。そのため、IDH1R132H の発現量を調節できるよう doxycycline 依存的に
IDH1R132Hを発現させるプラスミドを作成した。このプラスミドを iPS細胞に導入しピューロ
マイシンでセレクションを行った。生存した細胞に doxycyclineを様々な濃度で投与し細胞増殖
を認める濃度にて継代し IDH1R132Hの発現を western blot法で確認したところ、発現を認めた
(図 2)。この細胞を用いて、現在分化誘導を開始している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 Doxycyclineによる IDH1R132H発現誘導 
 
 
② ヒトアストロサイトに HPV16E6E7、hTERT 発現ベクターを導入し、薬剤セレクションを
かけた。生存した細胞(NHAE6E7hTERT)に変異型 IDH発現ベクターを用いてフローサイトメト
リーにて導入できた細胞（NHAE6E7hTERTIDHmut）を抽出した。また HRas発現ベクターを導
入して薬剤セレクションを行った（NHAE6E7hTERTRas）。これらの細胞において、変異型 IDH
あるいは HRasが発現していることを western blot法にて確認した（図 3）。これらの細胞を用い
て、網羅的遺伝子解析、網羅的代謝解析を行った。それらの結果から新規治療の標的となりう
る候補に対して検討を行っている。 
また、変異型 IDHがプロトポルフィリン IX濃度に影響を与える可能性が示唆されたことから、
前述の NHAE6E7hTERTIDHmut細胞あるいは NHAE6E7hTERTIRas細胞を用いてその影響を調
べた。変異型 IDHは、ferrochelatase、Heme Oxygenase-1の活性を亢進させプロトポルフィリン
IXの濃度を低下させることが判明した（図 4、 5）。この内容に関して現在論文投稿中である。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3  各細胞株における H-Ras、IDH1R132H の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4  各細胞株におけるプロトポルフィリン IX（PpⅨ）濃度の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 各細胞株における FECH、HO-1 の発現 
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