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研究成果の概要（和文）：グリオーマ微小免疫環境の評価を含めた包括的リキッドバイオプシー確立の為、末梢
血由来直接誘導ミクログリア様細胞（iMG細胞）を追加し検討をおこなった。iMG細胞と脳内ミクログリア(pMG)
におけるM1/M2関連遺伝子発現の相関を明らかにし、CD206が有用な血中マーカーとなりうることを報告した。さ
らにiMG貪食能の検討により機能面のモニタにも有用であることが明らかとなった。WHO2021に基づく分子診断ア
ルゴリズムを確立し、リキッドバイオプシーによる検討を行った。血液、髄液を対象にデジタルPCR、MLPA法に
よる解析を検証し、髄液を対象にデジタルPCR、MLPAによる分子診断が可能であった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the usefulness of induced microglia-like 
(iMG) cells derived from peripheral blood to establish a comprehensive liquid biopsy including the 
evaluation of the glioma immune microenvironment. 
We clarified the correlation of the gene expression of M1/M2 microglia markers between iMG cells and
 primary microglia (pMG), and reported that CD206 could be a useful blood marker for glioma 
patients. In addition, iMG phagocytosis is also useful for monitoring functional aspects of pMG.  We
 established a molecular diagnostic algorithm for WHO2021 classification and re-evaluated it by 
using liquid biopsy. We investigated digital PCR and MLPA method for blood and cerebrospinal fluid, 
and were able to perform molecular diagnosis using digital PCR and MLPA for cerebrospinal fluid.

研究分野： 脳神経外科学　脳腫瘍

キーワード： グリオーマ　リキッドバイオプシー　免疫微小環境　直接誘導ミクログリア様細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グリオーマは、他のがん種と比較し非常に高い免疫抑制状態であることが明らかで、その微小免疫環境を包括し
た評価が極めて重要である。本研究では、革新的なiMG解析を追加した包括的リキッドバイオプシーによりゲノ
ム多様性、微小免疫環境を評価できるかを検証した。腫瘍本体の遺伝子異常と免疫環境を同時に評価し、微小免
疫環境を加味した評価の可能性を示した。リキッドバイオプシーは、理論的に腫瘍全体を非侵襲的に評価できる
可能性を秘めており、多様性の解明に繋がる。iMG解析はpMGの機能をモニタリングできる可能性が示唆され、腫
瘍細胞のみならず微小免疫環境を同時に評価できる包括的診断法確立に繋がる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんゲノム医療時代を迎えグリオーマにおいても遺伝子異常に基づく治療戦略が考慮されるべ

き時代を迎えていた。がん種横断的治療開発に伴い、他の固形がん同様、免疫療法が導入されつ

つあったが、グリオーマは他のがん種と比べても非常に高い免疫抑制状態であることが明らか

で、腫瘍細胞のみの解析では治療検討には不十分であり、その微小免疫環境を包括した解明が極

めて重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、従来のリキッドバイオプシーに末梢血由来直接誘導ミクログリア様細胞（iMG 細胞）

の解析を加えた包括的リキッドバイオプシーによりダイナミックに変貌するゲノム多様性、微

小免疫環境を評価できる診断方法を確立することを目的とした。腫瘍本体のゲノム背景と免疫

環境の関連を紐解き、免疫療法導入にむけ適切な評価システムを検討する。リキッドバイオプシ

ーは他のがん種では既に臨床応用段階にあり、理論的に腫瘍全体を非侵襲的にモニタできる可

能性を秘めており、多様性の解明に繋がる有力な方向性として我々も早期に導入してきた。血液

によるリキッドバイオプシーはグリオーマの生物学的特性より現時点ではその有用性は低く他

のがん種とは一線を画した独自の展開が必要であり、本研究では血液、髄液中の循環遊離

DNA(cfDNA)を対象に解析をおこなった。 

さらに共同研究者グループが独自に開発した iMG 細胞を用いることで、グリオーマ症例におけ

る脳内ミクログリア(pMG)活性化との関係を検証し、グリオーマ微小免疫環境構築における意義

を解明する。グリオーマにおける腫瘍細胞、ミクログリアの相互作用を中心に構築されている微

小免疫環境の評価を目的に iMG 解析を加えた新規リキッドバイオプシーによる統合的診断法確

立を目指した。さらに臨床経過とあわせ解析することにより臨床上有用な新規バイオマーカー、

治療標的の同定を目指し、新規治療薬導入に向けた適格な評価法を確立し、適正な治療戦略構築

に有用な診断法の確立を目的とした。 

 
３．研究の方法 
摘出脳腫瘍標本より核酸抽出、分子診断、バイオバンクの構築、ミクログリア分離: 

九州大学病院脳神経外科で施行されたグリオーマ手術症例に対し、摘出標本より核酸を抽出し

蓄積し、分子診断、臨床データを蓄積し、バイオバンクを構築する。改訂された WHO2021分類に

対応できるよう診断アルゴリズムを構築する。脳腫瘍手術時に周囲正常脳組織を採取すること

ができる症例に対し摘出した脳組織よりミクログリアを分離、培養する。 

脳腫瘍症例体液（血液・髄液）解析: 

脳腫瘍症例より採取した血液、髄液より、cfDNA を抽出、精製する。cfDNA に関しては、デジタ

ル PCR 法によるドライバー遺伝子解析を確立しており、新たに WHO2021 分類に対応可能な

Multiple Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)法による解析を検証する。末梢血

液からは単球を分離、培養し、iMG 細胞を誘導する。（図１） 

iMG 遺伝子発現解析、貪食能評価: 

確立した iMG 細胞と同一症例の pMG ペアより核酸を抽出し、M1/M2 マクロファージ関連遺伝子

（12遺伝子）に関して定量的 RT-PCRによる発現解析を継続した。さらに 1wellあたり 5ulの蛍

光標識ビーズを添加し 24時間培養後に蛍光強度を測定し貪食能の評価をおこなった。 

 



 

図１：iMG作成 

 

４．研究成果 

WHO2021分子診断アルゴリズムの確立:  

2021 年度の 1 年間で 47 例のグリオーマ症例に対し摘出術をおこない、従来の HRM 法に加え

MLPA 法による解析を検討した。統合診断の結果、Glioblastoma 17 例、Astrocytoma IDH-mut 

13 例 、Oligodendroglioma 1p19q codel 8 例 、Diffuse midline glioma H3K27-altered 2

例、その他 7 例となった。 MLPA 法により Astrocytoma IDH-mut において CDKN2A/B ホモ欠失

を確定し、2 例を grade4と診断した。さらに後方視的に 360 例に対し MLPA 法による解析を検

証し、WHO2021 改訂に対応できる解析アルゴリズムを構築した。（図２） 

2021 年 WHO分類に対応した分子診断を 2022 年度の 44 例に継続した。新たに FGFR1に対しシー

クエンス、HRM 法、MLPA 法による遺伝子異常の検出が可能となった。 

MLPA 法では、CDKN2A/Bのコピー数を同定することが可能で、ヘミ欠失、ホモ欠失の評価も可能

となった。IDH変異型グリオーマで CDKN2A/Bのホモ欠失は強力な予後不良因子であるが、ヘミ

欠失の効果は不明である。コピー数解析によりホモ欠失、ヘミ欠失、正常の 3 群に分類し全生

存期間(OS)/無増悪期間(PFS)を評価すると astrocytoma ではヘミ欠失は正常と比較して有意に

OSの短縮をみとめた。さらに p16と MTAPに対する免疫染色を評価することでヘミ欠失を診断

可能であることを見出した。（図３） 

   

図２：グリオーマ統合診断アルゴリズム      図３：CDKN2 欠失による予後への影響 

 

 

 

 

⼀部保存

深部のgliomaなどの病変に
対して摘出術を⾏う際に
tractとして切除する脳組織が
発⽣する症例を対象とした。

脳組織からミクログリア(pMG)を誘導した。同⼀患者から術前に採⾎しiMGを作製した。
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組織診断に分⼦診断を加味した統合診断断確⽴

IDH-mutant 神経膠腫における
CDKN2A/B 欠失の予後への影響

九州大学大学院医学研究院脳神経外科
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iMG 細胞誘導および腫瘍原発巣の微小免疫環境の評価:  

11 例のグリオーマ症例に対し、新たに末梢血より iMG 細胞を培養、誘導した。（図１）のべ 33

例の脳疾患患者(グリオーマ 20 例、その他 13 例)の病変周囲組織と同一患者の末梢血由来 iMG

細胞を解析した。我々が同定した iMG 細胞における CD206発現の解析を継続、蓄積した。初期

22 症例(グリオーマ 9 例、その他 13 例)の解析により pMG と iMG 細胞における M1、M2マーカー

の遺伝子発現の有意な相関性を認めた。その中で CD206がグリオーマ症例の pMG と iMG 細胞に

おいて相関して高発現しており、有意な末梢血マーカーとなりうる可能性があることを報告し

た。（図４） 

 

 

図４：pMG と iMG 細胞の M1/M2関連遺伝子発現の相関 

 

免疫微小環境のバイオマーカーとして有用である iMG 細胞における貪食能について検討した。

グリオーマ 25 例、てんかん 4 例、髄膜種 1 例、GIST1 例、そのうちグリオーマ 8 症例を含む脳

外科疾患 11 例に対し pMG の貪食能も同時に解析した。同一患者での pMG、iMG 細胞との間には

正の相関関係がみられ、機能面においても iMG 細胞が pMG の機能を反映している所見であっ

た。（図５）また、星細胞腫や膠芽腫は乏突起膠腫と比較して有意に貪食能が高く、組織型に

より pMG、iMG 細胞の貪食能に差を認めた。 （図６）iMG 細胞は pMG の貪食能を反映している

ことが明らかとなり機能面においても微小環境の理解に有用なマーカーとなる可能性が示唆さ

れた。 

 

  

図５：pMG と iMG 細胞の貪食能の相関     図６：組織型による iMG 細胞貪食能の比較 
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脳腫瘍症例体液(血液・髄液)解析:  

髄液を対象としたリキッドバイオプシーを 23 例のグリオーマ症例におこなった。IDH1、

H3F3A、BRAF、pTERTについて Digital PCR解析を行った。2 例で IDH 1 R132H mut、1 例で 

pTERT C228T、1 例で pTERT C250T、1 例で H3K27M mutを正確に判定することができた。脳幹部

の腫瘍 2 例のうち、1 例に H3F3A 遺伝子変異を認めた。  

 

髄液循環遊離 DNA(cfDNA)を用いた MLPA 法によるコピー数解析: 

術前に採取した髄液を用いてコピー数変化を MLPA 法で解析した。髄液 cfDNA濃度(中央値

0.213 ng/uL) は MLPA 法の推奨濃度を著しく下回ったが、条件を探索し濃度 0.15ng/uL 以上か

つ 100 bp 以上の DNA長で反応することを確認した。条件を満たす症例では全例 MLPA の 反応は

成功し、EGFR 増幅、Ch 7+/10-、PDGFRA、CDK4 増幅、CDKN2A欠失は明確に同定され、感度はそ

れぞれ 75%，88.9%，100%，100%，75%であり特異度は 100%であった。  

新型 digital PCRシステム導入:digital PCRの更なる精度向上を目的に QuantStudio Absolute 

Qデジタル PCRシステムを導入し glioma 患者における血中/髄液中 cfDNA の解析を行った。九

州大学脳神経外科で保存していたサンプルを用いて検討を進めた。従来型の digital PCRでは

変異を検出することができなかった EGFRvIII、HIST1 H3B、H3Cの検出を目的に primer/probe

設計をおこなった。  

 

デジタル PCRの再検証: 

微量 cfDNA収量に関する検討を行った。従来の cfDNA抽出法ではエクソソーム内の cfDNA収量

は不十分であり、その解析が困難であった。採取、抽出、解析の過程を再検討し、採取に関し

て cfDNA の収量向上を目的に STRECK Cell-Free BCT (採血管)を導入した。 さらに、抽出、解

析の過程を再検討することにより、これまで同定することができていなかった pilocytic 

astrocytoma(WHO grade1)症例に おいて初めて髄液 cfDNA から BRAF V600E変異の検出を行うこ

とができた。digital PCRの更なる精度向上を目的に QuantStudio Absolute Qデジタル PCRシ

ステムを導入し、従来型のデジタル PCRでは変異を検出することができなかった EGFRvIII、

HIST1 H3B、H3Cの検出を目的に primer/probe設計をおこなった。 一方で、血中 cfDNA に関し

ては、同様の改良を進め IDH変異などの解析を試みているが、腫瘍と同一の変異検出には至っ

ていない。 

血液より腫瘍の微小環境を推測する方法として iMG 細胞が有用であり、現時点では血中 cfDNA

を対象にしたリキッドバイオプシーではグリオーマの遺伝子異常、微小免疫環境を解析するこ

とは困難であった。デジタル PCRに関するこれまでの報告をまとめ、これまでの我々の取り組

みを総括し報告した。<Liquid Biopsy for Glioma Using Cell-Free DNA in Cerebrospinal 

Fluid: Otsuji, et al Cancers 2024, 16(5), 1009; 

https://doi.org/10.3390/cancers16051009> 

一方、末梢血より作成する iMG 細胞は、脳内の免疫環境のモニタを可能とする有用な非侵襲的

診断法であり、今後臨床経過での微小免疫環境の変化をモニタする有力な方法となる可能性が

示唆された。  
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