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研究成果の概要（和文）：Bevacizumabにて治療が行われた膠芽腫において、治療効果の予測や判定を血液中で
行うことを目的とした。膠芽腫患者の血液中から腫瘍由来のDNAを採取し、標的遺伝子の同定を試みた。しか
し、結果として、標的遺伝子の同定はできず、negative control群でも同定できなかったことから、血液中には
腫瘍由来のDNAは存在しない可能性が高いと判断した。代替として髄液で同様の実験を行い、こちらでは標的遺
伝子の同定が可能であった。liquid biopsyの材料としては髄液が妥当であると判断し、今後は実験を進めてい
く予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to predict the clinical course, efficacy of  
treatment  in the   patients with Bevacizumab treated glioblastoma analyzing the cell free DNA from 
tumor cell in the patients' blood. However, we were not able to detect any mutation of target gene 
in the patients' blood, indicating cell free DNA was not released into the blood. Then we used the 
patients' CSF as alternative candidate. We were able to some genes which originated from tumor cell 
in the patients' CSF. These results imply that CSF may be a good candidate for liquid biopsy in the 
patients with GBM. 

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： glioblastoma　liquid biopsy
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
VEGF に対するモノクローナル抗体である
Bevacizumab は、膠芽腫に対する有効性が期
待されていたが、近年発表された初発膠芽腫
に対する２つの Phase III 臨床試験では、
Bevacizumab 投与群において全生存期間（OS）
の有意な延長は認めていない。しかしながら、
個々の患者については、Bevacizumab の抗腫
瘍効果が非常に高い患者も多数存在するこ
とから、Bevacizumab レスポンダー群を選別
するためのバイオマーカーを同定・確立する
ことが急務となっている。 
一方で、膠芽腫は時間的／空間的に多様性
に富む(heterogeneity)腫瘍であり、従来か
ら行われている手術摘出標本の一部からの
断片的な情報解だけでは治療経過に伴う腫
瘍細胞や腫瘍細胞周囲の微小環境の変化を
捉えることはできなかった。本研究ではその
手法を発展させ、膠芽腫患者の血中の生体分
子（各種成長因子やサイトカインなど）を解
析する方法を用いて、膠芽腫の多様性を克服
し、Bevacizumab 治療の有効性をリアルタイ
ムにモニターすることができる強力なバイ
オマーカーの同定を目指す。本研究では採取
が容易である血液を用いることで治療経過
の全期間にわたり腫瘍特異的な変化を追跡
することができ、臨床上有用な新たなバイオ
マーカーの同定に繋がる重要な研究となる。 
 
 
２．研究の目的 
Bevacizumabは VEGF（血管内皮細胞増殖因子）
に対する分子標的薬であり、近年、膠芽腫に
対して広く使用されている。一方で、
Bevacizumab の効果は個々の患者によって大
きく異なっており、治療効果が高い患者層を
選別することは、患者の利益になるだけでな
く、医療経済の観点からも極めて重要である。
そのため、Bevacizmuab 治療におけるバイオ
マーカーの同定／確立が急務であるが、未だ
有用なバイオマーカーは存在しない。本研究
は、Bevacizumab 投与中の患者において、血
液中のバイオマーカーを確立することを目
指す。血中バイオマーカーの同定により、治
療効果の予測や判定が迅速となり、膠芽腫治
療において大きな意味を持つことになる。 
 
 
３．研究の方法 
九州大学脳神経外科にて初回手術が行われ
た神経膠腫患者を対象とした。 
対 象 患者の 血 液を手 術 前、手 術 後 、
Bevacizumab 投与前、投与後のスケジュール
に沿って採取することとした。また、コント
ロール群として、Bevacizumab 非投与群患者
の血液サンプル、膠芽腫以外の神経膠腫の血
液サンプルを採取した。 
採取した血液を遠心分離し、plasma 層、buffy 
coat 層より DNA を採取した。採取した DNA
については Digital PCR 法を用いて、対象と

なる遺伝子が存在するかどうかの確認を行
った。 
また、脳脊髄液の採取が可能であった患者に
おいては、手術中に脳脊髄液を採取した。検
体からの DNA 採取および Digital PCR につ
いては血液サンプルと同様の実験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
まずは、神経膠腫患者において、腫瘍由来の
Cell free DNA が本当に血液中に放出されて
いるかどうかの確認の実験を行った。 
標的とする遺伝子として、神経膠腫患者に高
頻度に見られる遺伝子変異である IDH1を対
象遺伝子とした。 
変異型 IDH１を持つ腫瘍３例、野生型 IDH1 を
持つ腫瘍４例の手術前採血を遠心分離し、
buffy coat 層、plasma 層からそれぞれ、DNA
を抽出した。得られたDNAはごく少量であり、
通常の PCR法やリアルタイム PCR法では検出
が困難と考えられたため、今回はデジタル
PCR 法を用いた。プライマーは市販化されて
いるものを私用した。 
 まず、burry coat から得られた DNA を元に
変異型 IDH1 の同定を行ったところ、変異が
ある腫瘍においても、変異がない腫瘍におい
ても、変異型 IDH1 の増幅は認められなかっ
た。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらは negative control であり、正常細
胞の結果を反映しているものと考えられた。 
次に、serum から得られた DNA を元に変異型
IDH1 の同定を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上図のように、変異型 IDH1 腫瘍においても
野生型 IDH1 腫瘍と同様に変異型 IDH1 の同定
ができなかった。 
これらの結果から血清中には変異型 IDH1 は
存在せず、少なくとも本腫瘍においては、腫
瘍細胞由来の cell free DNA は血液中には放
出されていない可能性が高いと判断した。こ
れらの結果を検証する目的で、さらに複数の
変異型 IDH1 腫瘍で同様の実験を行ったが、
やはり血液中では変異型IDH1は同定できず、
最終的には神経膠腫においては血液中には
腫瘍由来の cell free DNA は存在しないと判
断した。 
次に我々は、liquid biopsy の材料として、
脳脊髄液に注目した。脳は常に脳脊髄液が周
囲を循環している環境下にある。また、脳腫
瘍の終末期には脳脊髄液を介して髄腔内播
種を認めることが多いことから、脳脊髄液中
には腫瘍細胞あるいはそれらから放出され
た cell free DNA が存在する可能性が高いと
考えた。 
髄液の採取に関しては、脳腫瘍患者は頭蓋内
圧亢進状態にあることが多く、腰椎穿刺の施
行は難しいと考え、手術中に採取することと
した。手術中の採取の問題点としては、術中
の血液の混入が考えられるため、血液が混入
しないように細心の注意を払った。 
 
 
採取した髄液から、血液と同様に DNA を抽出

し、それをテンプレートとして変異型 IDH1
の同定を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
髄液中では、変異型 IDH 腫瘍では IDH 変異が
同定され、野生型 IDH 腫瘍においては変異が
見られず、腫瘍と髄液とで結果が一致した。 
これらの結果から、髄液中には腫瘍由来の
DNA が存在する可能性が示唆された。 
髄液は liquid biopsy の材料として有望と思
われたが、いくつかの問題点がある。 
１ 
髄液の採取には採血よりも侵襲性が高く、高
度の頭蓋内圧亢進患者においては、禁忌とな
ること 
２ 
上記の理由により繰り返しの採取が困難で
あること 
３ 
手術中の採取（腰椎穿刺）においても、血液
の混入の可能性が常にあり、結果に影響を及
ぼす可能性があること。 
 
上記のような問題点が今後の課題と思われ
たが、引き続き、髄液を使用した実験を継続
していきたい。 
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