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研究成果の概要（和文）： 

膠芽腫をはじめとする神経膠腫の検体よりDNAを抽出し、遺伝子プロモーター領域のメチル化
や、基本的なゲノム遺伝子解析(IDH変異や1p19q欠失など)を行い、さらにDNAメチル化の解析を
ゲノム網羅的に行った。神経膠腫におけるCpG island methylator phenotype(G-CIMP)を同定し、
IDH変異との強い相関を確認した。CIMP陽性腫瘍で特異的にメチル化されるCIMPマーカーを検出
し、さらにそれらが特徴的なヒストン修飾を有していることが示唆され、新たなターゲットに対
する個別化療法の可能性を示すことができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We extracted DNA from the glioma samples including glioblastoma and performed a 
methylation analysis of DNA promoter region and genetic anlaysis such as mutation of IDH 
and 1p19q codeltion. Genome-wide DNA methylation analysis identified G-CIMP and its 
strong association with IDH mutation. We selected CIMP markers which were differentially 
methylated in CIMP positive gliomas. CIMP marker genes showed distinct patterns of 
specific histone modification, suggesting the possibility of personalized treatment for 
the new targets. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) Epigenetics とは、DNA の塩基配列の変
化を伴うことなく、遺伝子の発現を活性化し
たり不活化したりする後生的修飾機構であ
る。これは、細胞の分化や発生などにおいて
重要な役割を果たすのみならず、その異常は
腫瘍形成や癌の治療感受性などにも強く関
与することが知られるようになり注目を集
めている。癌における epigenetics の中心的

分子機構のひとつが、DNA のメチル化であり、
細胞周期調節、DNA 修復、アポトーシス、血
管新生などに関わる既知の遺伝子 p16, RB, 
PTEN, p53 などは、プロモーター領域のメチ
ル化により発現が制御され癌化に関与する
と考えられている。Epigenetics にはヒスト
ン修飾機構も重要であり、このメチル化やア
セチル化により遺伝子発現の制御が行われ
るが、癌においてその異常が報告されている。 
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(2) 膠芽腫においても種々の epigenetic な
異常が存在することが報告されてきたが、近
年 治 療 に 関 連 す る も の と し て O6 
methylguanine DNA methyltransferase 
(MGMT)遺伝子のプロモーター領域のメチル
化が、標準的化学療法剤 temozolomide の感
受性に強く相関していることが報告された。
しかしながら、この DNA のメチル化を認める
にもかかわらず治療に不応性の患者が存在
し、抗癌剤抵抗性となった再発腫瘍において
もメチル化を認めるなど、MGMT 以外の多数の
因子が治療反応性に関連していることは明
らかであり、これら因子（遺伝子）を同定す
ることは、今後の治療戦略構築において非常
に重要であると考える。 
(3) 近年、膠芽腫の化学療法抵抗性の原因と
して、抗癌剤に対する耐性が高いと考えられ
ている脳腫瘍幹細胞の役割が注目されてい
る。腫瘍幹細胞は、自己複製能および多分化
能を有する腫瘍前駆細胞で、腫瘍細胞を産み
出すもとになる細胞である。膠芽腫は不均一
な悪性細胞の集合体であることが治療を困
難にしている大きな要因であるのだが、この
不均一性の原因としても腫瘍幹細胞があげ
られ、治療抵抗性克服のためには、この腫瘍
幹細胞に働きかける薬剤を開発することも
大切と思われる。もともと幼弱な細胞の発生
や分化に重要な働きをもつ epigenetic な機
構が、腫瘍幹細胞の働きと関連していること
は十分予測されており、実際に、膠芽腫幹細
胞 の 維 持 お よ び 分 化 に EZH2 (histone 
metyltransferase enhancer of zeste 2)が
関与していることも報告され、epigenetic な
機序が解明されつつある。しかしながら、こ
の様な知見を治療に応用するためにはさら
なる基礎研究の進展が望まれている。 
 
２．研究の目的 
膠芽腫およびその幹細胞の epigenetic 

profile を様々なレベルで解明し、それと特
に治療反応性との関係を明らかにすること
で、epigenetic status に応じた個別化医療
を実現すると共に、将来の epigenetic な
modifier を併用した治療の礎を築くことを
目的として本研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) 脳腫瘍幹細胞の樹立と解析 

腫瘍組織は、手術の際に病変摘出のために
取り出され、診断に利用された残りの組織を
使用。膠芽腫幹細胞から腫瘍懸濁液をつくり、
EGF, bFGF, N2, B27 入り neurobasal medium
で細胞を培養し、sphere を形成した細胞を得
る。これまでに樹立された腫瘍細胞も含め、
CD133 などの細胞表面マーカーを用いた検討、
分化能の評価を行い、また腫瘍形成能をマウ
ス xenograft などを用いて評価する。 

 
(2) 主に MSPを用いた既知の遺伝子のメチル
化と化学療法感受性の解析 
 遺伝子のプロモーター領域について、
bisulfite 処理（シトシンがウラシルに変換
されるがメチルシトシンではこの反応が起
きない）後の DNA 試料を用いて行う。実際の
解析にはシークエンス判読、Methylation 
specific PCR あるいは、リアルタイム PCR を
用いた定量法も用いる。 
 
(3) メチル化以外の遺伝子異常(IDH 変異、
1p19q LOH、10qLOH、p53 変異など) 
 神経膠腫に高頻度に認める遺伝子変異と
して最近発見され注目されている IDHの変異
は、DNA やヒストンのメチル化に影響するこ
とが知られており、CIMP との強い相関が近年
報告された。この遺伝子変異について、ダイ
レクトシークエンシング法を用いて全ての
検体の解析を行った。また、神経膠腫の発生
や悪性転化に関わる重要な遺伝子異常とし
て、p53 変異、1p19q 欠失、10q 欠失などがあ
り、これらについても microsatellite 法も
しくは MLPA 法により解析を行った。 
 
(4) Infinium450K BeadChip を用いたゲノム
網羅的なメチル化解析 
 網羅的メチル化プロファイルの取得には、
東京大学先端科学技術研究センター・ゲノム
サイエンス部門の協力のもと、DNA を
bisulfite conversion 後、Illumina 社の
Infinium 法(HumanMethylation450 BeadChip
使用)にて解析を行う。この方法では、45 万
個以上の CpGサイトのメチル化を半定量評価
することができるため、神経膠腫の発生や悪
性転化に関わる未知のメチル化異常の検出
が可能と思われる。 
 
４．研究成果 
(1) 幹細胞の樹立 
 新たに、膠芽腫13検体から幹細胞の樹立に
成功しており、そのうち11種の細胞株をマウ
スに移植し、そのうち4種類で腫瘍の形成を確
認した。 
 
(2) MGMTメチル化と各グレードの神経膠腫
の予後との関係 
 Grade2, 3, 4の神経膠腫のMGMTプロモータ
ーのメチル化と予後の関係を解析してみると、
Grade4の膠芽腫において、MGMTメチル化群で
全生存期間、無再発生存期間共に有意な延長
が認められた(図1, 図2)。ほとんどの症例に
おいて、アルキル化剤での治療をされている
ため、MGMTメチル化は、化学療法反応性の予
測因子と言うことができる。 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1 膠芽腫の全生存期間(MGMTメチル化有無

で比較) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2 膠芽腫の無増悪生存期間 

(MGMTメチル化有無で比較) 
 
Grade 3の神経膠腫の無増悪生存期間がMGMT
プロモーターメチル化群で有意に延長された。 
一方、Grade 2の神経膠腫では、MGMTメチル化
と予後との相関は認められなかった。 
 
(3) 各グレードの神経膠腫におけるIDH変異 
 網羅的メチル化解析に先立ち、神経膠腫検
体を用いてIDH変異の解析を行った。Grade2
神経膠腫の66％、Grade3神経膠腫の45％、
Grade4神経膠腫の10％にIDH変異を認め、
Grade3神経膠腫において、IDH変異が予後予測
因子であることを報告した(Mukasa et al.  
Cancer Science, 2012). 
 また、Grade2およびGrade3の神経膠腫にお
いて、IDH変異とMGMTメチル化の間に相関がみ
られた。 
 
(4) 網羅的メチル化解析 
 膠芽腫19例、Grade3 神経膠腫14例、Grade2
神経膠腫 42例について、Infinium 450K 
BeadChipを用いてゲノム網羅的メチル化解析
を行った。階層的クラスタリングにより、CIMP
と非CIMPの2群に分類され、IDH変異との強い
相関がみられた。また、MGMTメチル化および
1p19q欠失とCIMPとの相関もみられた(図3)。 
膠芽腫の多くは非CIMP群に分類され、Grade2
神経膠腫から進展した二次性膠芽腫はCIMP群

に分類された。また、二次性膠芽腫はCIMPの
中でも部分的に脱メチル化を呈する特徴的な
クラスターを形成しており、初発時の腫瘍と
比べてもメチル化の変化を来すことがわかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3 神経膠腫75検体の網羅的DNAメチル化解

析の階層的クラスタリング 
 
 さらに、CIMP群と非CIMP群のGrade 2/3の神
経膠腫で予後を比較してみたところ、CIMP群
で生存期間が有意に長いことが示された(図
4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4 Grade 2/3 gliomaにおける生存期間 
   (CIMP +/-で比較) 
 
(5) CIMPマーカー 
 CIMPで特異的にメチル化している遺伝子に
ついて、以下の基準で抽出したところ、表1
に示すような代表的なCIMPマーカーが抽出さ
れた。 



 

 

 マーカープローブ抽出基準 
① CIMP+ 50例すべてにお

いてβ値が0.3以上で
あること 

② CIMP- 25例すべてにお
いてβ値が0.2未満で
あること 

 
 これらは、CIMP陽性腫瘍で
特異的にメチル化されている
遺伝子であり、神経膠腫の発
生に関与している可能性があ
る。よって、CIMP陽性腫瘍に
対する個別化治療のターゲッ
トとなりうると考えられる。 
 
 
 
表1 CIMPマーカー 
 

 
さらに、胚性幹細胞において知られている

ヒストンのリジンメチル化statusをCIMPマー
カーとして抽出したプローブに当てはめてみ
ると、CIMPマーカーのepigenetic statusにつ
いて興味深い事実が判明した。すなわち、ヒ
ストンH3の4番目のリジンのトリメチル(me3)
マークのあるプローブがCIMP陽性腫瘍では特
異的にメチル化されており、特定のヒストン
修飾がゲノムワイドなDNAメチル化を誘発し、
神経膠腫の発生に関与していることが示唆さ
れた。 
 特定の遺伝子のみならず、ヒストン修飾な
どのepigenetic statusに影響を及ぼす治療
法への礎となるデータを示すことで、
epigenetic modifierによる治療の可能性を
示すことができた。 
 
治療のターゲットとなりうる分子の検出およ
び、epigenetic modifierによる新たな治療の
可能性を示すことができた。 
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