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研究成果の概要（和文）：難治性のグリオーマにおいて血清/髄液中cell free DNA (cfDNA)を抽出し、遺伝子変
異やDNAメチル化について高感度解析を行い、腫瘍の診断や再発の早期発見、バイオマーカーの検出を目指すこ
とを目的とした。グリオーマ症例のcfDNAを用いて、デジタルPCRによるIDH1変異やTERTプロモーター変異の検出
が可能であった。また、初発時、再発時の腫瘍検体について次世代シークエンサーを用いて遺伝子変異解析を行
い、腫瘍の時間的多様性やhypermutator phenotype化を確認した。cfDNAの次世代シークエンサーによる解析に
は、抽出DNAの質を上げる必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to develop liquid biopsy for glioma using 
high-sensitive digital PCR. We extracted cell free DNA (cfDNA) from serum and cerebrospinal fluid 
and analyzed mutation and DNA methylation to achieve less-invasive diagnosis, early detection of 
recurrence and identification of biomarker. IDH1 mutation and TERT promoter mutation was identified 
with high sensitivity and specificity from cfDNA of glioma cases. Next generation sequencer (NGS) 
analysis of tumor DNA identified hypermutator phenotype and temporal heterogeneity of the glioma. 
Higher quality of tumor-derived circulating DNA was needed for liquid biopsy using NGS.

研究分野： 悪性脳腫瘍

キーワード： liquid biopsy　グリオーマ　digital PCR　cancer panel

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血清/髄液中のcfDNAを高感度解析することで、IDH変異やTERT変異などグリオーマの基本的な変異を検出するこ
とが高い感度特異度でできるようになった。グリオーマの非侵襲的な診断法の確立につながり、治療効果の判定
や再発の検出としても画像診断より高い精度で行える可能性が示された。腫瘍の経時的な変化に伴う治療方針の
最適化を行うことも可能となり、治療困難なグリオーマの予後改善に大きく貢献しうる。さらに、次世代シーク
エンサーを用いて経時的に解析が可能となれば、腫瘍の時間的多様性の解明から再発/悪性転化の機序の解明に
つながる可能性も秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
グリオーマは原発性脳腫瘍の中で最も頻度が高い腫瘍であるが、予後不良であり未だ満足な

治療成績が得られていない。最適な治療のためには腫瘍の遺伝子解析によりバイオマーカーを
検出する必要がある。特に、標準治療薬であるテモゾロミドの作用機序に関わり、予後予測因子
である O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)遺伝子のメチル化やミスマッチ修
復(MMR)遺伝子変異の解析が重要である。また、テモダール治療に起因する MMR 機構の異常
により、変異が蓄積して hypermutator phenotype となることが報告されており、治療経過中に
も腫瘍由来の遺伝子解析モニタリングを行うことが、治療最適化につながるものと考えられる。
しかし、手術によるサンプル採取は脳という部位特性から侵襲が高いため、経時的に行うことは
できず、部位によっては全く採取できない場合もある。近年、グリオーマにおいて血清や髄液中
のバイオマーカー検出が可能となり、非侵襲的な方法として注目されている。血清中腫瘍由来
DNA の解析により、IDH 変異、TERT プロモーター変異、1p19qLOH、MGMT メチル化など
が検出されているが、現時点では臨床応用できるほど信頼性が高いとは言えない状況にある。こ
れらの遺伝子異常が血清や髄液から検出できれば、グリオーマの診断やバイオマーカーの検出、
再発の早期検出などにつながる可能性がある。 
近年、わずかに含まれる腫瘍由来遺伝子の異常を検出、解析するためにデジタル PCR という

技術が開発された。デジタル PCR はわずかに含まれる変異遺伝子を検出できる次世代の技術で
あり、変異解析のみならず、メチル化解析も可能である。デジタル PCR を用いた血清 DNA の
MGMT メチル化解析により正確な予後予測を行った報告があり、期待がもてる方法である。ま
た、グリオーマ髄液中の腫瘍由来 DNA の解析により腫瘍の heterogeneity や hypermutator 化
を検出した報告もある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、グリオーマ患者血清および髄液中の腫瘍由来 DNA の遺伝子変異や DNA メチル

化についてデジタル PCR を用いた高感度解析を行うことにより、グリオーマ liquid biopsy の
確立を目指す。デジタル PCR による解析が可能であった検体については、次世代シークエンサ
ーを用いた網羅的な遺伝子変異解析により、重要な遺伝子変異や hypermutator の検出を行う。
さらに、初発時、治療経過中、および再発時に検体を採取して解析を行い、遺伝子変異やメチル
化の経時的変化をみることで、診断の補助、治療効果の判定、再発の早期検出を行うと共に腫瘍
の時間的多様性を示す。 
 
３．研究の方法 
以下の方法で本研究の実施を計画した。 
まず現在保有しているグリオーマ血清検体から DNA を採取し、IDH 変異や TERT プロモー

ター変異、MGMT メチル化などの既知の分子の解析を、デジタル PCR による高感度解析にて
行う。腫瘍検体 DNA との比較を行い、また予後との相関を確認してバイオマーカーとしての確
立を行う。さらに、テモゾロミドを用いて治療を行う過程における血清/髄液 DNA 中の腫瘍由
来遺伝子異常の検出を行い、初発時との比較から腫瘍の時間的多様性を示す。次世代シークエン
サーによる網羅的がん関連遺伝子解析を行うことで、さらに詳細な変化を確認し、hypermutator
化の同定も行う。これら腫瘍遺伝子の経時的解析をもとに、最適な治療を選択する個別化医療、
precision medicine の基盤構築を行う。 
 
(1) 血清中 DNA を用いた既知の遺伝子変異、DNA メチル化解析 
現在保有しているグリオーマ血清から DNA を抽出し、IDH 変異、TERT プロモーター変異

などの既知のバイオマーカーとなる遺伝子異常の解析を行う。杏林大学共同研究施設が保有す
る QuantStudio™3D デジタル PCR システムを用いて、高感度、高精度の解析が可能である。
IDH1 変異や TERT プロモーター変異に関しては、Applied Biosystems 社が提供するプライマ
ー試薬を用いて定量解析を行う。この血清解析結果を、既に全てのグリオーマにおいて解析済み
である腫瘍 DNA における解析結果と比較する。さらに、臨床情報と照らし合わせて予後との相
関を示すことでバイオマーカーとしての有用性を検証する。 
また、髄液中の DNA に関しても採取・抽出してデジタル PCR を用いて同様の解析を行うこ

とで、血清 DNA の検出、解析が困難な症例においてもバイオマーカーが得られるようにする。 
 
(2) 治療経過における経時的な変化（時間的多様性）を確認 
 初発時の腫瘍検体、血清、髄液での解析を行った上で、prospective に経過を追っていく。テ
モゾロミドで治療を行っていく過程において、治療効果の判定、再発の早期同定、また再発した
際の腫瘍の遺伝子異常の状態をリアルタイムに解析していく。まずは血清中の腫瘍由来 DNA の
検出を、デジタル PCR を用いて行い、臨床所見や画像所見と対比させて再発の早期同定が可能
かどうかを検証する。もともとの腫瘍検体、血清、髄液 DNA での遺伝子変異と対比させること
で、腫瘍の時間的多様性を同定する。テモゾロミド治療中の MGMT メチル化の変化や MMR 遺



伝子変異の変化について経時的にフォローしていくことで、治療耐性とどのように関連してい
るかを明らかにすると共に、遺伝子異常の変化に応じた最適な治療法について検討する。 
 
(3) 次世代シークエンサーを用いた遺伝子変異解析 
多数の遺伝子変異の解析を行うため、次世代シークエンサー（本学の共同研究施設に設置され

ている Ion torrent の Ion PGM™ System）を用いた遺伝子変異解析を行う。がん関連遺伝子を
網羅的に解析することができる Ion Ampliseq™Comprehensive Cancer Panel を用いて、409
遺伝子、15,749 変異の検出を行う。初発時に腫瘍検体もしくは髄液中の腫瘍由来 DNA を用い
て解析を行い、腫瘍の遺伝子変異の状態を確認しておく。血清中 DNA の解析や画像経過で再発
が同定された場合、髄液中腫瘍由来 DNA を用いて再度 Cancer Panel を用いた遺伝子変異解析
を行う。初発時と比べ、がん関連遺伝子変異がどのように変化したかを比較することにより、腫
瘍の時間的多様性についてさらに詳細な情報を得ることができる。さらには、テモゾロミド治療
中に誘発される hypermutator phenotype についてもこの解析により検出することができる。 
 
４．研究成果 
(1) 血清/髄液中の DNA 抽出 

Qiagen 社の QIAamp Circulating Nucleic Acid 
Kitを用いてグリオーマの血清/髄液中腫瘍由来DNA
抽出を試みたが、ごく微量しか検出できなかった。遺
伝子変異やメチル化解析を行うには十分ではなく、
抽出方法を見直すこととした。プロメガ社の自動核
酸精製装置(Maxwell RSC Instrument)により抽出
を試みたところ、多くの検体で解析可能な DNA の抽
出ができた。グリオーマのグレード別、初発/再発に
分けて血清および髄液中 cfDNA の濃度を図 1 に示
す。血清中 cfDNA は、グレードⅢのグリオーマで平
均 0.95ng/μl、グレードⅣで平均 2.23ng/μl で、グレ
ードⅣの検体で有意に抽出量が多かった。また初発
例と再発例で比較すると、再発例の検体で有意に抽
出量が少なかった。 
図 1 cfDNA の濃度 A: グレードごとの血清 cfDNA 濃度、B: 初発/再発の血清 cfDNA 濃度、C: グレー

ドごとの髄液 cfDNA 濃度、D:初発/再発の髄液 cfDNA 濃度 
 
(2) 血清/髄液 DNA のデジタル PCR 解析 
デジタル PCR で腫瘍から抽出した DNA、血清中 cfDNA、髄液中 cfDNA を用いて IDH1 変

異、TERT プロモーター変異等の解析を行った。腫瘍検体、血清中 cfDNA を用いた IDH1 変異
解析の結果を図 2 に示す。腫瘍検体では、IDH1 変異はサンガーシークエンスの解析結果とすべ
て一致した。血清中 cfDNA、髄液中 cfDNA 共に腫瘍検体と高い相関を示す結果であり、IDH1
変異に関して腫瘍検体と血清 cfDNA の解析を比較すると、感度 83.3%、特異度 96.4%であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 A: 腫瘍検体から抽出した DNA で解析した IDH1 変異症例、B:血清 cfDNA で解析した
IDH1 変異症例(同一症例) 
 
(3) 治療経過における経時的な変化 
 テモゾロミドで治療後に再発したグリオーマの初発/再発の腫瘍検体について、テモゾロミド
耐性に関与する因子(MGMT メチル化、MMR 蛋白の MSH2、MSH6、MLH1、PMS2)を解析
し、その経時的変化について検証した。MGMT メチル化は初発時と再発時で変化がないことが
多いが、MMR 蛋白は、特に MGMT メチル化のある症例で悪性転化して再発した場合において
発現の低下がみられた。このような症例で、変異が蓄積して hypermutator phenotype として再
発する可能性が高いと考えられた。 
 



図 3：初発時/再発時の腫瘍検体における MGMT メチル化、MMR 蛋白発現、遺伝子変異解析 
 
(4) 次世代シークエンサーを用いた遺伝子変異解析 
 MMR 蛋白発現低下の原因として、MMR 遺伝子変異の獲得が考えられたため、次世代シーク
エンサー(Ion Ampliseq Cancer Hotspot Panel および Ion Ampliseq Comprehensive Cancer 
Panel) を用いて遺伝子変異の変化や hypermutator 化について検証した。Hypermutator 
phenotype として再発した腫瘍では、MMR 遺伝子変異の獲得がみられており、テモゾロミド治
療による変化と考えられた。 
 血清/髄液中の cfDNA においても初発時/再発時の検体において次世代シークエンサーによる
解析を試みたが、DNA 量の問題か安定した解析が行えなかった。腫瘍検体の解析によりコント
ロールデータが得られたため、今後、初発時、テモゾロミド治療中のフォローアップ、再発時の
患者血清や髄液の検体を用いて liquid biopsy を成功させることで、hypermutator phenotype
の診断やリスク評価につながると考えられた。 
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