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研究成果の概要： 
遺伝子発現プロファイリングの結果、神経膠腫の予後を予測する 58 遺伝子群を同定し、予後

予測（補助療法感受性予測）するためのアルゴリズムを作成した。既知の 1p19q 染色体の LOH
の有無及びMGMTの発現とは独立した予後因子としてこの58遺伝子プロファイルは有用であ

った。更に、臨床応用を容易にするために、PCR アレイを操作性の簡便な real time PCR に転

換し、これに基づいたアルゴリズムも作成した。 
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍の個々の患者の治療予後を的確に

推定することは個別化治療実現の第一歩とし

て重要である。これまでに多くのがんを対象

に遺伝子発現プロファイル解析がなされ、が

んの治療予後予測モデルの作成が試みられて

きたが、悪性神経膠腫においては臨床的な実

用レベルの研究報告はなされていない。その

原因としては、神経膠腫を対象として遺伝子

発現プロファイリングを達成することの困難

さがある。通常、遺伝子発現プロファイリン

グでは数千から2万程度の遺伝子について発

現レベルを測定し、その膨大なデータを駆使

して有意義な情報を抽出しなければならず、

これに見合う十分な症例数の確保が難しい。

特に神経膠腫は発生頻度が毎年10万人に3人

程度というまれな腫瘍であるため、過去の発

現プロファイル解析は症例数が不十分である

ことが多く再現性の高い結果を導けなかった

ものと推測される。本研究で我々がベースに



した発現プロファイル解析は、我々の行って

きた臨床試験に併行してサンプリングした10

0例以上の悪性神経膠腫を対象として行った

もので、治療統一性が高く質の高いコホート

を対象としている点が特色である。 

 

２．研究の目的 
悪性神経膠腫の治療予後予測モデルの実

用化を目的として、補助療法感受性スコアを

測定するアレイパネルの作成を行う。  

我々はこれまでに100例以上の悪性神経膠腫

を対象に、ATAC-PCR法を基盤としたPCRアレイ

を用いて3456遺伝子の発現パターンを調べ治

療予後と遺伝子発現の関係を調べてきた。そ

の結果、治療予後に関係する遺伝子上位50～6

0遺伝子の発現レベルに基づいた予後予測モ

デルの良好な予測性能をプレリミナリーに確

認した。これらの遺伝子セットの中には悪性

神経膠腫の悪性性格の形成に強く関わってい

ることが証明された遺伝子が含まれる。これ

らの遺伝子を中心とし機能遺伝子の発現を測

定する専用アレイパネルを作成、その発現レ

ベルから補助療法感受性スコアを算出するア

ルゴリズムを構築する。 

次に、2つめは補助療法抵抗性が強い群に

対する新しい治療標的候補の同定である。こ

れまでに我々が発現プロファイル解析から同

定した予後関連遺伝子の上位遺伝子から、特

に近年治療標的としての解析が盛んに行われ

ているkinase群を中心にタンパクレベルでの

発現測定を加えて、悪性性格への関与を調べ

る。 

 
３．研究の方法 
１）予後予測及び補助療法感受性予測アレイ
の作成：１７０例の神経膠腫サンプルにおい
て３４５６遺伝子の発現についてＰＣＲア
レイを用いて遺伝子発現プロファイリング
を作成し、臨床経過との相関を統計学的に検
討する。臨床的予後・後療法の感受性を予測
するために５０～６０の遺伝子よりなる遺
伝子群を同定する。更に新たな３０例の神経
膠腫サンプルに対してこの遺伝子群の発現
を調べ、有用性の再確認を行う。                            
２）染色体欠失、ＭＧＭＴ発現と遺伝子発現
プロファイリングとの相関性の検討：予後や
補助療法感受性と相関があると従来報告の
ある 1ｐ・19ｑ欠失及びＭＧＭＴ遺伝子発現
について、１７０症例を用いて欠失の有無・
発現の有無を調べる。染色体欠失、ＭＧＭＴ
発現、５８遺伝子群発現プロファイルの独立
性・相関性を検討することで更に予後予測精
度をあげることができるものと考えている。                                
３）遺伝子群の蛋白レベルの確認：絞り込ん
だ遺伝子群はＲＮＡレベルの発現に基づい

て同定されたものであるが、これらの遺伝子
発現について免疫染色を行い、蛋白レベルの
発現を確認すると共に発現部位・細胞の同定
を行う。この確認により、さらに５８遺伝子
群を２０～３０遺伝子群に絞り込むことが
可能と考えている。 
４）新規分子標的治療の開発：絞り込んだ２
０～３０遺伝子の中には神経膠腫の増大や
治療感受性に密接に関わる遺伝子が存在し
ている可能性が高い。これらを標的とした新
たな治療法の開発を考える。 
５）PCR アレイから real time PCR への転
換：PCR アレイによる上記の遺伝子プロファ
イリングを、臨床の現場での実用性を上げる
ために、real time PCR による遺伝子発現プ
ロファイリングに転換し、これによるグリオ
ーマ予後分類を行うことを試みた。  
 
 
４．研究成果 
１）予後予測及び補助療法感受性予測アレイ
の作成：１７０例の神経膠腫サンプルにおい
て３４５６遺伝子の発現についてＰＣＲア
レイを用いて遺伝子発現プロファイリング
を作成し、臨床経過との相関を統計学的に検
討した。その結果、臨床的予後・後療法の感
受性を予測するための５８遺伝子群を同定
した。更に新たな３０例の神経膠腫サンプル
に対してこの５８遺伝子群の発現を調べ、有
用性の再確認を行った。 

★ATAC－PCR を用いた PCR アレイ： 

 RNA をトリゾールで組織から抽出し、ビオ

チン負荷したプライマーを用いて cDNA を合

成。Mbo-1 を用いて処理し、それぞれ長さの

異なるアダプターを付加し、ビーズを用いて

回収した後に PCR をかけ、それぞれのサンプ

ルを 3730 で評価をした。ATAC-PCR の優れた

点は RNA 量が少量で良く、また、質の劣化し

た RNAからも発現が評価できるという点であ

った。 



 

 

ATAC-PCR では、発現値の対数から約 3500

の遺伝子発現量の対数の中央値を引き、FL

をかけて合計した。 

このアルゴリズムから求まる値で 0を閾値

にして再発期間で Kaplan-Meier を作成した。

それぞれの glioma で予後良好群、不良群を

分けられ、また、GB 症例にても同様に 2 群

に分けることが出来た。

 

★主成分分析とアルゴリズムの作成： 

152 例の glioma を ATAC-PCR で解析した

結果で、110 症例で主成分分析を行い、その

2 つの主成分から求まる 2 次元平面図を示す。 

この結果を基に遺伝子発現と progression 

free survival を単変量 cox 解析で遺伝子を選

択し PCA から求まる式の結果で一番結果の

良かった組み合わせの 58 遺伝子を用いて

algorithm を作成した。 

 
                           

２）染色体欠失、ＭＧＭＴ発現と遺伝子発現
プロファイリングとの相関性の検討：予後や
補助療法感受性と相関があると従来報告の
ある 1ｐ・19ｑ欠失及びＭＧＭＴ遺伝子発現
について、上記同一１７０症例を用いて欠失
の有無・発現の有無を調べた。解析では５８
遺伝子の発現パターンは上記の染色体欠
失・ＭＧＭＴ発現パターンとは独立のもので
あり、新たな予後予測・補助療法感受性予測
のための方法として悪性神経膠腫治療に有
用である可能性が示唆された。 
                           

３）58 遺伝子群の蛋白レベルの確認：タンパ
ク質レベルで、同定した遺伝子群が腫瘍組織
に発現していることが確認された。但し、発
現量は定量的ではなく、たんぱく質発現量の
差から新たな結果を得ることはできなかっ
た。但し、58遺伝子群はいずれも腫瘍組織内
で蛋白レベルの発現を有し、これまでの文献



報告と合せ有力な分子標的治療のターゲッ
トとして提示することが出来た。   
   
４）PCR アレイから real time PCR への転換、
real time PCRに基づいたアルゴリズムの作
成：臨床の現場でより簡便に行えるreal time 
PCR を用いて遺伝子発現プロファイリングを
行えるようにシステムを転換した。また、こ
れまでの 58 群遺伝子を用いて real time PCR
基盤のアルゴリズムを作成した。さらに、そ
の予後予測の有用性を確認すると共に新し
い腫瘍サンプルのテストセットを用いて再
評価した。 
 

★real time PCR 法 

SYBR green を用いたインターカレーター

法を用いた。mRNAから生成した cDNAに、

その遺伝子発現に一致したプライマーを作

成し、プライマーと反応して合成される二本

鎖 DNA が色素により発光するため、合成さ

れた遺伝子の分だけシグナルが増加し、それ

を分光蛍光光度計で評価した。 

検量線法で用いた遺伝子の一覧を下記に

提示した。右側の水色の部分が、ATAC-PCR

で glioma に反応させた際に、反応が安定し

ていた遺伝子群である。今回、real time 

PCR で反応させた際に、最も反応の安定し

ていた UBL 5 を standard primer として使

用することとした。 

 

検量線法を用いて発現量を調べた際のア

ルゴリズムを下に提示した。発現値の対数か

ら基準となる遺伝子の反応値の対数を引き、

次にその求まる値の中央値を引いた後に因

子負荷をかけて、合計した数値を示している。 

 

下記の図は、同一サンプル間で、ATAC-PCR

と real time PCR との相関で調べたものであ

るが、相関係数で 0.896 と非常によい正の相

関が得られた。 

 

次に delta delta Ct 法を示す。これは検量

線法に類似した発現量の求め方であり、標的

の相対定量を求める際に、この方法ではプレ

ート上で、検量線を用いないで測定すること

が可能である。これに変更するには、デルタ

CT 値と反応値の対数変換後のグラフで、近

似曲線を求めた際に傾きの絶対値が 0.1 より

小さい事が条件となる。

 



上記に基づいて、今回使用したprimerから、

ddCt に変更可能なもので、反応が glioma に

対して安定したものを選ぶと、下の 30 個と

なった。

 
実際の dd Ct での発現量値の求め方を表し

た。ΔΔCt で、ΔCt(control sample)は Human 

cDNA library に対する反応となるので、

遺伝子ごとで一定の値となる。 

 

ddCt での PC1 を以下に示すが、求まる発現

量から、それぞれの発現量の中央値で補正し、

因子負荷をかけて合計し算出した。 

 

上述した ATAC PCR で求められた PC1 と

比較しているが、相関係数は 0.8605 とやや

検量線法には劣るものの、良い正の相関が得

られた。

 

ここから求められた値で、まず、生存期間

で、0 を閾値に二群に分けて Kaplan-Meier

（KM）曲線を求めた。予後良好群、不良群

に良く分かれており、また、収集した 2008

年 5月の時点の生存期間でも良い有意な結果

が得られた。 

 

 

次に、求まる値で同様に 0 を閾値にして、

腫瘍増大期間で KM 曲線を調べたが、やはり、

予後不良群、良好群を分けられ、経過を経て

も同様に良い有意な結果が得られているの

が示された。

 

 

Test set の臨床経過を各 WHO grade ごと

に散布図を作成した。赤いマーカーが死亡例

を示す。



 

Grade4 の赤い症例で PC1 がマイナスの

ものは、生存期間 15 ヶ月と GB としては生

存期間が長く、PC1 スコアは生存期間を予測

する有用な方法であることが確認された。 
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