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研究成果の概要（和文）：脳脊髄液には神経膠腫由来のct-DNAが存在することが知られていたが、従来はそのよ
うな微量な核酸では、正確な解析を行うことは困難であった。我々はdigital PCRシステムを用いた解析法を開
発して、グリオーマで重要とされるドライバー変異：IDH,TERT,H3に対して、各々の変異を高感度で検出するこ
とに成功した（J Neurooncol. 2021;152(1):47-54.)。
さらにWHO2021に対応した最新の分子診断項目に対応するために、MLPA法を用いたliquid biopsyを開発した
（Neurooncol Adv. 2023;5:1-11. vdac178）。

研究成果の概要（英文）：Previously, ct-DNA derived from gliomas in cerebrospinal fluid has been 
difficult to accurately analyze. We have developed an analysis method using a digital PCR system and
 succeeded in detecting each mutation with high sensitivity for driver mutations: IDH, TERT, and H3 
(J neurooncol. 2021;152(1):47-54.)
Furthermore, in order to respond to the latest molecular diagnosis corresponding to WHO 2021, we 
developed liquid biopsy using the MLPA method (Neurooncol Adv. 2023;5:1-11. vdac178）

研究分野： glioma
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研究成果の学術的意義や社会的意義
実際の臨床で採取した髄液を用いて、術前診断に繋げる試みを導入しており、一部の患者では臨床に役立つ知見
を得られるようになってきている。具体的には髄液中の微量核酸の遺伝子解析の結果により、diffuse midline 
gliomaの診断が得られて、手術を回避して放射線化学療法を行った症例を経験した。

※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 
 神経膠腫は、他の癌腫と異なり、血中から検出される腫瘍マーカーが存在しないため、早期診
断や病勢の把握が困難であり、治療に難渋する一因となっている。また近年はベバシズマブの導
入により、画像による病勢の把握が一層困難になる状況も生じている。 
 神経膠腫においては、近年の大規模遺伝子解析の成果により、その発生および悪性化の分子メ
カニズムが解明してきた。系統特異的な遺伝子変異（mutation）と染色体欠失（deletionもしく
は LOH）が判明しており、その組み合わせによる分子診断が確立している。分子診断は、従来
の病理診断と比較して予後や治療反応性との相関がより強く、臨床に必須となった。 
 しかしながら、手術で採取した腫瘍検体による分子診断では、治療経過における病勢の評価や、
術前診断へは応用できていないという現状がある。神経膠腫においては、腫瘍発生、悪性化、治
療抵抗性獲得などにおいて各々異なる遺伝子異常が発生する、いわゆる時間的多様性を豊富に
有するという特徴がある。そのため、手術時のみの解析では緻密な治療戦略の構築には不十分と
いえる。よって治療経過中の分子診断が可能となれば、臨床的意義が高い。 
 近年の遺伝子解析技術の飛躍的進歩に伴い、微量の核酸解析が可能となった。その手法を応用
して、血液中に微量に含まれる circulating tumor DNA (ct-DNA)、microRNA(miRNA)といっ
た分子の解析による分子診断：Liquid Biopsyが様々な癌種で注目されている。ct-DNAの腫瘍
マーカーとしての利用は、神経膠腫よりも先に体部の悪性腫瘍で研究が進んでいる。転移性乳癌、
大腸癌、非小細胞性肺癌などの体部の癌では腫瘍組織と血中 ct-DNA の遺伝子プロファイルが
良く一致することが知られ、また、乳癌、大腸癌、メラノーマにおいて生存率と ct-DNA量に負
の相関があることが報告されている。さらに ct-DNA は分子標的薬の治療効果予測にも役立つ
と思われる。そのような研究が進む中で、神経膠腫においては、脳血液関門の存在から、体部の
癌と比較し血中 ct-DNA が検出可能である頻度は顕著に低いため、十分な研究が進んでいない
現状がある。 
２．研究の目的 
 本研究では、digital PCRを用いた微量核酸の定量的解析法を開発することで、手術前、術後、
術後後療法の時期に髄液に対する liquid biopsyを行い、腫瘍発生、悪性化、治療抵抗性獲得、
空間的多様性獲得の予測可能性を探索することを目的とする。また開発した解析法を、MRI,PET
などの画像検査データと統合することで、腫瘍の経時的動態（治療反応性や再発・増勢）を正確
にモニターするシステムを構築することが本研究の最終目的である。究極的には、髄液採取によ
り、神経膠腫の治療反応性や再発を正確に予測することを目指している。 
 脳脊髄液には神経膠腫由来の ct-DNA が存在することが知られていたが、従来はそのような
微量な核酸では、正確な解析を行うことは困難であった。しかし、近年非常に感度が高い digital 
PCRシステムが開発され、微量な検体からも ct-DNAが検出できるようになってきた。 
我々は digital PCRシステムを用いた研究を開始しており、preliminaryな結果が得られてい
る 。 グ リ オ ー マ で 重 要 と さ れ る ド ラ イ バ ー 変 異 ： IDHR132H,TERT promoter 
mutation,H3K27M mutationに対して、digital PCRのプローブを設計して、各々の変異を高
感度で検出することに成功した。さらに、開頭手術を行う際に、術野近傍から採取した髄液を採
取し抽出した核酸を用いて解析したところ、16例中 14例(88%)で実際の腫瘍からの解析による
結果と一致した。 分子診断に必須となる遺伝子変異の組み合わせを各々解析可能なため、髄液
のみによる分子診断法の確立を既に独自に達成している点が、我々の研究の強みである。 
本研究では、これまでに確立した手法をさらに発展させて、経時的な腫瘍の動勢の変化を正確
に把握し得る検査法を構築していく。このようなシステムは未だ神経膠腫では確立していない
ため、非常に独自性・創造性が高く、臨床的意義の高い研究となることが期待できる。 
３．研究の方法 
（１）腰椎穿刺による髄液を用いた定量的解析法の確立 
腰椎より採取した髄液より cell free DNA(cf-DNA)を抽出する。抽出した髄液 cf-DNA に
digital PCR を行い、ct-DNA を検出する。腰椎からの髄液では ct-DNA の濃度が低いため、検出
される変異特異的シグナルが極端に少ないことで、偽陰性の結果が多く出る可能性が想定され
る。よって腰椎からの髄液での検査結果が実際にどのような条件に左右されるのかを検定する
ことが必要である。 
術野から得られた比較的高濃度の ct-DNA を段階的に薄めて解析を行い、濃度による感度、特
異度の変化を ROC カーブなどで検定し、正確に変異陽性を判定できる限界濃度を同定する。 
ターゲットとする遺伝子変異(IDH1/2、BRAF、H3F3A、TERT promoter 変異など)に対して異な
るプローブを用いるため、各々に対しての検出限界に違いがないかを検定する。 
以上の検定を経て、解析に適切な ct-DNA 濃度と、その感度、特異度を決定することができれ
ば、腰椎から採取した検体での解析の信頼性を担保することができると考えられる。また検出に
必要な髄液量を逆算することや、濃縮、genome amplify などの修飾を加えることで、より正確
な解析結果を得られるかどうかを試みる。 
 
 



（２）バイオマーカーとしての髄液中の遊離核酸の利用法の確立 
digital PCR で検出可能となった ct-DNA に対し、術前から手術後の治療経過にかけて、その
推移を定量する。MRI 画像検査などから判断した治療反応性や病勢と ct-DNA 量の推移を比較検
討する。具体的には、下記の要領で進行する。 
①腰椎からの髄液より遊離核酸を抽出し、digital PCR で ct-DNA を定量する。 
②悪性脳腫瘍群と対照群との間でその頻度の差を統計学的に検討すると共に、様々な臨床マー
カー(KPS、病理組織学的分化度、画像所見)の相関を検討する。 
③術前、手術中、術後、放射線化学療法中、治療終了後、再発時といった、臨床的イベントに際
しての解析を経時的に行うことで、バイオマーカーの動態を詳細に把握して、以下のような評価
を行う 
 A)術前後の定量的な変化と、その後の治療経過や予後との相関 
 B)放射線化学療法中の動態と、治療反応性との相関 
 C)再発までの経過中の動態により、再発予測性の評価 
特に、髄液中の遊離核酸の検出は、遠隔再発や播種といった臨床経過を早期発見するために有用
なマーカーとなる可能性があるため、各症例での臨床経過を詳細に追っていき、相関を詳細に検
討する。 
（３） 画像検査との統合システムの確立 
当院臨床放射線科はこれまでに様々な画像シークエンスを撮像することで、神経膠腫の臨床
像や分子診断との関連を解析しており、最近では独自の撮像シークエンスを開発して、神経膠腫
との関連を模索している。これらの知見を我々の liquid biopsy から得られた結果と統合して
解析することで、腫瘍の経時的動態（治療反応性や再発・増勢）を正確にモニターするシステム
を構築する。 
 
４．研究成果 
digital PCR システムを用いた解析法を開発して、グリオーマで重要とされるドライバー変
異：IDH,TERT,H3 に対して、各々の変異を高感度で検出することに成功した（J Neurooncol. 
2021;152(1):47-54.)。 
さらに WHO2021 に対応した最新の分子診断項目に対応するために、MLPA 法を用いた liquid 
biopsy を開発した（Neurooncol Adv. 2023;5:1-11. vdac178）。 
実際の臨床で採取した髄液を用いて、術前診断に繋げる試みを導入しており、一部の患者では
臨床に役立つ知見を得られるようになってきている。具体的には髄液中の微量核酸の遺伝子解
析の結果により、diffuse midline glioma の診断が得られて、手術を回避して放射線化学療法
を行った症例を経験した。 
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