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研究成果の概要（和文）：原発性悪性脳腫瘍のうち最高頻度である神経膠腫（グリオーマ）の治療法開発のため
には、細胞株の利用が不可欠である。一方、若年層に好発するIDH遺伝子変異を有す星細胞腫の細胞株は極めて
少ない。そこで本研究では、１）種々の3次元培養法の活用、２）正常アストロサイトに対するがん関連遺伝子
改変、３）IDH遺伝子変異神経膠腫手術検体の初代培養とそのiPS化、など種々の先端的技術を用いた樹立を試み
た。完全なモデル樹立には至らなかったが、今後の樹立研究のための有用な技術基盤を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：It is essential that we use cell lines to develop treatment for the most 
frequently occurring malignant brain tumor, namely glioma. However, few cell lines of IDH-mutant 
glioma, which often occurs in the young, are available. Thus, in this study, we tried to establish 
these cell lines by taking advantage of the following advanced techniques; 1) the use of various 
three-dimensional culture methods, 2) the introduction of oncogenic gene alterations into normal 
human astrocytes, 3) the primary culture of surgically resected specimens of IDH-mutant gliomas, and
 the production of iPS cell lines from these cultured cells. We could not establish an ideal model 
cell line, however, we obtained a lot of useful technical information that can be used for the 
future development of IDH-mutant glioma cell lines.

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： 神経膠腫　星細胞腫　IDH遺伝子　細胞モデル

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回細胞株樹立を目指したIDH遺伝子変異を有す星細胞腫は、若年層に好発する神経膠腫であり、罹患による社
会的損失も大きく、その治療法開発は急務である。今回その細胞株樹立のために有用な技術基盤の情報を多く得
ることができた。また、この星細胞腫樹立のために種々の先端的培養法を試みることで、それぞれの技術的限界
や今後の改善すべき点を確認することができたことは、他の分野にも応用可能な知識で有り意義深い事項であ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 IDH 遺伝子変異を有する星細胞腫の研究において、そのヒト病態に即した細胞株の欠如が、研究開
発を行う上での大きな課題である。過去の研究では例えば hTERT により不死化した星状細胞(Sonoda 
Y et al. Cancer Res 2001)が実験に用いられてきたが、実際の星細胞腫には認めない遺伝子異常を有
し、びまん性星細胞腫を忠実には反映していない。 

我々は、これまで、星細胞腫の初発と再発悪性化後のゲノム・エピゲノム・発現の比較解析を行うこ
とで、悪性転化に関連したドライバー変異遺伝子候補や、治療後に問題となる hypermutator 
phenotype といった病態を同定してきたが、これらを検証するのに最適な細胞株がないことで、その後
の実験の妨げとなっている。 

そこで、我々は、以下の２つの方法でびまん性星細胞腫細胞株の樹立を試みてきたが、従来の方
法での細胞株樹立は困難であり、次世代型培養技術を駆使することを中心とした改変の必要性を認
識している。一つは正常アストロサイトに遺伝子変異を導入して発癌モデルの作成を行う方法で、レン
チウイルスを用いて遺伝子導入にて形質転換を試みてきた。近年、神経前駆細胞を用いて小児神経
膠腫モデルを作成に成功した報告もあり(Funato K et al. Science 2014)、本研究では、より未分化な正
常細胞も使用するとともに、培養条件の改変を目指すこととした。もう一つは、手術検体を用いる方法
である。これまで我々は幹細胞培養条件での培養を行ってきたが、膠芽腫では細胞株樹立できたの
に対して、びまん性星細胞腫では成功に至っていない。一方、検体を直接免疫不全マウスの頭蓋内
や皮下に移植することで継代を維持できたとする報告があり(Borodovsky et al. Oncotarget 2013)、び
まん性星細胞腫でも in vivo 環境であれば増殖できることが示唆された。そこで 3 次元培養を用いる方
法を着想した。この方法により生体内ニッシェを模倣した環境が実現可能で、消化管上皮細胞の有用
な生体外培養手段として昨今注目を浴びており（Sato T et al. Nature 2009)、神経膠腫にも応用可能
ではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 

神経膠腫(glioma)は最も多い原発性悪性脳腫瘍で、星細胞腫系腫瘍はその代表格である。そのう
ち、びまん性星細胞腫は WHO グレード II に分類されるが、その多くが段階的にグレード IV の膠芽腫
へと悪性転化し、5-10 年で死に至る予後不良な疾患である。びまん性星細胞腫は IDH 遺伝子変異を
有し、これを有さない膠芽腫とは性質が異なると考えられるが、IDH 遺伝子変異を有する星細胞腫の
細胞株樹立は困難とされていて、本腫瘍に即した研究や治療法開発困難にしている。本研究では、
びまん性星細胞腫が通常有する遺伝子異常を有し、生物学的特徴を忠実に再現した細胞株を、次世
代型培養技術を駆使して樹立し、それなしでは困難と考えるびまん性星細胞腫の悪性転化や化学療
法耐性メカニズムの病態解明や新規治療開発に応用することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

びまん性星細胞腫モデル細胞の１）作成、２）検証、３）活用の順に研究を進める。１）作成では、a) 
正常アストロサイト及びより未分化な正常細胞に、びまん性星細胞腫の原因遺伝子とされる複数の遺
伝子変異を導入し形質転換を行い、次世代型培養技術にて選択的増殖をさせることで、びまん性星
細胞腫モデル細胞を作成する。b) びまん性星細胞腫手術検体からも、3次元オルガノイド培養技術な
どを応用して細胞株を樹立する。２）検証では、1）で樹立した細胞の in vitro, in vivo における腫瘍原
性を多角的に評価すると共に、びまん性星細胞腫に特徴的なゲノムワイドメチル化の状態を検証する。
３）活用では、樹立した細胞を用い、a)これまでに臨床検体のエクソーム解析で得られた悪性化候補遺
伝子の validation を行う。b) 化学療法後の腫瘍悪性化に伴う hypermutator phenotype 出現機構の解
明を行う。 

 
４．研究成果 
（１）【3 次元培養法の活用】 

従来型の培養方法で樹立困難な IDH 遺伝子変異を有する神経膠腫の細胞モデルを作成すべく研
究に着手した。最近の消化管領域の研究では複数の増殖因子投与下にマトリゲル内で三次元培養す
ることでオルガノイド培養を行う手法が確立されており、まずはこれを模して、通常の液体三次元培養
可能な神経膠芽腫の腫瘍幹細胞株をマトリゲル内で培養した。しかしながら様々な増殖因子を組み合
わせて投与するも、この方法では増殖せず、むしろ従来の液体培地での浮遊培養の方の増殖が良か
ったため、管腔を形成する消化管細胞と異なりグリア細胞には不向きである可能性が示唆された。 

また、神経膠腫細胞株の増殖
を促進する培養条件を検討する
ため、種々の基質を用いた 3 次
元及び 2 次元培養法の比較検
討による評価を行ったところ、器
質と培養条件の組み合わせによ
り細胞株の増殖に相違があること
が明らかとなり（図）、これらを使
い分けることにより IDH 変異星細
胞株の樹立が可能となる可能性
も示唆された。 



 
（２）【正常アストロサイトを用いたがん関連遺伝子改変】 

アストロサイトを通常通り接着培養し、IDH 遺伝子変異を有する神経膠腫が一般に有する遺伝子異
常を導入していくこととした。変異 IDH1(R132H)遺伝子をクローニングし、レンチウイルスベクターを用
いてアストロサイトに導入した。その後、アストロサイトーマで見られ、ALT (alternative lengthening of 
telomeres) を引き起こすと考えらえる ATRX の knock down 及び CRISPR/CAS による knock out を行
ったが、最終的に crisis を迎えてしまった。そこで IDH 遺伝子変異導入に加え、hTERT, SV40 を導入
したところ、100 継代以上経ても増殖を維持できる細胞を樹立し得た（図）。前述の通りこの細胞は ALT
ではなく TERT の活性化で無限増殖しているという点でアストロサイトーマとは異なるも、同様に樹立困
難な IDH 遺伝子変異や TERT プロモーター変異のある二次性膠賀腫の性質を模していると考えられ
た。 

 
 

（３）【IDH 遺伝子変異陽性グリオーマの初代培養及び iPS 細胞化】 
腫瘍手術切除検体からの初代培養によるIDH遺伝子変異陽性細胞の樹立を試みる。このため種々

の悪性化過程にある IDH 変異のアストロサイトーマの腫瘍検体の培養を試みた。その結果、一定期間
の培養は可能であるが、継代を続けると細胞増殖が困難となり樹立にいたらなかった。 

そこで、初代培養細胞を一度 iPS 細胞化し、その後にこれを増殖させ、モデル細胞として用いること
とした。まず、その前段階として、正常アストロサイトを iPS 化する条件確立のため、エピソーマルベクタ
ーにて iPS 細胞誘導を行ったところ、7 系統の iPS 細胞様の細胞株樹立に成功した（図）。次に、IDH
変異星細胞腫の iPS 化技術確立のため、まずは、悪性度の高い膠芽腫の初代培養により作成した膠
芽腫幹細胞様株からのiPS細胞作成を行うこととした。そのため、膠芽腫臨床切除検体を用いて、継続
的な膠芽腫幹細胞様株の樹立を行っ
た。これらの膠芽腫幹細胞様株に関し
ては、xenograft としての腫瘍形成能
などの評価を順次施行した。そして、
これら膠芽腫幹細胞様株を用い、アス
トロサイト同様のエピソーマルベクター
を用いた方法を基盤として、様々な条
件を検討しつつ iPS 細胞株化を図っ
たが、残念ながら研究期間中には神
経膠腫からの iPS 細胞樹立には至ら
なかった。さらなる技術的改良が必要
と考えられた。 
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