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研究成果の概要（和文）：　神経膠腫患者において、髄液検体から採取したcell free DNAに関してdigital PCR
法を用いた解析を行ったところ、予後予測および治療反応性予測に有用とされるIDH1遺伝子変異、H3F3A遺伝子
変異およびTERT promotor変異を高率に検出および定量することができた。本研究では神経膠腫において腫瘍摘
出を必要としない低侵襲な診断法（髄液を用いたliquid biopsy）の基礎が確立された。現在当施設において本
研究の成果をさらに発展させる目的で「Liquid biopsyによる脳腫瘍新規診断バイオマーカーの探索」に関する
臨床研究を行っている。

研究成果の概要（英文）：　In glioma patients, analysis of cell free DNA collected from cerebrospinal
 fluid samples using digital PCR method enabled us to detect and quantify IDH1 gene mutation, H3F3A 
gene mutation and TERT promoter mutation at a high rate, which are useful for prognosis and 
treatment response prediction. Our study established the basis of minimally invasive diagnostic 
method (liquid biopsy based on CSF) in gliomas that does not require tumor removal by surgery. For 
the purpose of further developing the results of this research, the clinical trial “Exploration of 
new diagnostic biomarkers for brain tumors with liquid biopsy” is being conducted at our facility.

研究分野：脳腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
グリオーマの診断や治療においては、腫瘍細胞が持つ遺伝子の変異を特定することが近年非常に重要視されてい
る。従来は手術で摘出した腫瘍組織を用いて遺伝子変異を検出していたが、当施設ではデジタルPCR法という手
法で脳脊髄液のみを用いて代表的な神経膠腫の遺伝子変異の検出に成功した。これにより、手術前に針で腰から
採取した髄液で診断をつけたり、治療後の評価を行ったりといったことが可能になると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、神経膠腫の診断や治療方針決定において腫瘍細胞に特有の遺伝子変異を特定すること
が重要視されている。脳腫瘍の病理診断に関する最新のWHO分類(2016)においても、神経膠
腫の診断分類は従来の病理所見に分子遺伝学的所見を統合したものとなっている。我々はこれ
まで Isocitrate dehydrogenase 1/2(IDH1/2)、H3 histone Family 3A(H3F3A)、BRAF遺伝子、
TERT promotor などの変異の検出法について研究してきた。腫瘍サンプルの DNA を用いた
High Resolution Melting法(HRM法)と数学的な解析により、従来法である DNAシーケンシ
ングよりも簡便で高感度かつ特異的な点突然変異検出を可能にした。しかし、いずれの手法も
手術により脳腫瘍サンプルを得る必要があり、患者に対する侵襲度が非常に高い。またその摘
出手術の機会は通常は一回のみであるため、術前診断や術後の治療経過中の経時的な病勢評価
には使用できないという課題も残されていた。患者の血液や髄液、尿などから腫瘍特有の遺伝
子変異を検出する Liquid biopsyは低侵襲かつ頻回に検査が可能な手法で、既に他癌腫では盛
んに研究されており、神経膠腫においてもこの手法の応用が有望な検査法になる可能性が指摘
されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経膠腫患者において Liquid biopsyによる術前診断および治療効果判定の手
法を確立することを目的とした。具体的には、神経膠腫患者の脳脊髄液に微量存在すると考え
られる腫瘍由来 DNAが有する遺伝子変異、すなわち IDH1遺伝子変異、H3F3A遺伝子変異（特
に H3K27M変異）、BRAF遺伝子変異、TERT promotor変異などを検出・定量することを目
指した。 

 
３．研究の方法 
 計 24 症例の神経膠腫患者の髄液を遠心して細胞を除去した後、QIAamp Circulating Nucleic 
Acid Kit を用いて腫瘍細胞遊離 DNA（cell-free DNA; cfDNA）を抽出し、QuantoStudio 3D Digital 
PCR システムを用いて digital polymerase chain reaction(dPCR)法を行った。IDH1 遺伝子変
異、H3F3A 遺伝子変異、BRAF 遺伝子変異、TERT promotor 変異に関して解析を行った。本研究
を行うにあたり、「Liquid biopsy（リキッドバイオプシー）による脳腫瘍新規診断バイオマー
カーの探索」という臨床試験を計画し、当施設の臨床試験倫理審査委員会において審査・承認
を受けた。通常の摘出腫瘍サンプルを用いた病理診断の後、腫瘍サンプルから得た DNA につい
て、HRM 法で遺伝子変異解析を行い遺伝子診断を確定させた。それらの 24 症例の患者の内、
Anaplastic astrocytoma(AA), IDH-mutant 1 例 、 AA, IDH-wildtype 3 例 、 Diffuse 
astrocytoma(DA), IDH-wildtype 1 例、Anaplastic Oligodendroglioma(AO), IDH-mutant 4 例、
Diffuse midline glioma(DMG), H3K27M-mutant 3 例、Glioblastoma(GBM), IDH-mutant 3 例、
GBM, IDH-wildtype 4 例においては腫瘍摘出術の最中に手術野より髄液を採取できた。また、
その他の 5症例（GBM, IDH-mutant 2 例、AA, IDH-mutant 1 例、AO, IDH-mutant 2 例）につい
ては手術前に腰椎穿刺により髄液を採取した。それぞれの髄液検体から得られた遺伝子解析結
果と腫瘍サンプルから得た解析結果を比較した。 
 
４．研究成果 
 図 1に示した通り、digital PCR 法で髄液検体から抽出した cfDNA より IDH1 変異を検出する
ことができた（図中の青色のクラスター）。H3F3A 変異、TERT promotor 変異についても同様に
が検出された。検出率は IDH1 変異 13症例中 13症例、TERT promotor 変異 7例中 5例、H3K27M
変異 3例中 2例であった（感度 91.3%）。偽陽性例は 1例も見られなかった（特異度 100%） 
 さらに、これらの髄液中の cfDNA より検出された変異陽性の遺伝子のコピー数を定量するこ
とが可能であった（図２）。今後、これらの変異遺伝子コピー数を経時的に評価する、あるいは
多数の症例を集積して評価することにより、病勢と変異遺伝子の相関について解析することが
可能であることが示された。 
 また IDH 変異陽性例の内 1 例は、MRI 画像所見で腫瘍再発がない時点では髄液から腫瘍由来
DNA が検出できなかったものの、MRI にて再発・播種を認めた時点では腫瘍由来 DNA が検出され
ており、腫瘍の病勢と髄液中の腫瘍由来 DNA 量が相関する可能性も示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：髄液由来 cfDNA を用いた digital PCR 法による IDH1 変異検出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：髄液由来 cfDNA より検出した TERT promotor 変異のコピー数定量 
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