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研究成果の概要（和文）：再発・悪性転化を来たしたペア検体を含む約100例の神経膠腫のメチル化網羅的解析により
、CIMP(CpG island methylator phenotype)を同定し、さらにCIMP内に悪性転化に伴うメチル化の低下(脱メチル)を来
たす群(CIMP-脱メチル群)を同定した。悪性転化の機序のひとつに脱メチル化が関与していることが示唆され、悪性転
化のメチル化マーカーとしてIGFBP2に注目し検証を行ったところ、悪性転化後の脱メチルに伴う発現上昇を確認できた
。IGFBP2のメチル化は悪性転化した神経膠腫の予後予測因子と考えられ、メチル化マーカーとして、また治療標的とし
ての応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide methylation analysis of over 100 gliomas including matched-pairs of in
itial low-grade gliomas and recurrent tumors identified CpG island methylator phenotype (CIMP). Remarkably
, approximately 50% of secondary glioblastomas that had progressed from low-grade tumors with the CIMP sta
tus exhibited a characteristic partial demethylation of genomic DNA during malignant progression. Demethyl
ation might be one mechanism of malignant progression. Specifically, we identified demethylation and upreg
ulation of IGFBP2 after malignant progression of low grade gliomas. IGFBP2 methylation was prognostic fact
or of malignantly progressed gliomas, and could be used as a methylation marker and a therapeutic target.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 悪性神経膠腫は脳腫瘍全体の約 25%を占
め、様々ながんのなかでも治療が特に困難な
もののひとつである。神経膠腫の発生や悪性
転 化 、 ま た 治 療 感 受 性 に は 様 々 な
genetic/epigeneticな制御が関与している。 

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修飾機構であり、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注目を集めている。
がんにおける epigenetics の中心的分子機構
のひとつが、DNA のメチル化であり、プロ
モーター領域のメチル化では遺伝子の発現
が抑制される。 
悪性神経膠腫において、DNA 修復酵素で
ある MGMT遺伝子のプロモーター領域のメ
チル化が予後と強く相関していることが報
告された(Hegi ME et al. N Eng J Med. 
2005)。研究代表者らも、methylation specific 
PCR 法(MSP 法)を用いて東京大学脳神経外
科教室の腫瘍検体について、MGMT プロモ
ーターのメチル化の有無と化学療法奏効率
および予後との相関を解析し、その関連性を
確認した。 
近年、ゲノムワイドなメチル化の網羅的解
析が可能となり、膠芽腫 272例の網羅的メチ
ル化プロファイル解析において、G-CIMP 
(glioma-CpG island methylator phenotype)
と名付けられた、多くの領域に過剰なメチル
化を有する一群が存在することが明らかと
なった(Noushmehr H et al. Cancer Cell  
2010)。また、網羅的なゲノムシークエンス
解析の成果として、神経膠腫におけるイソク
エン酸脱水素酵素 isocitrate dehydogenase 
(IDH)の変異が報告され (Parsons et al. 
Science 2008)、神経膠腫の発生初期に重要な
役割を果たす必須の異常と考えられている。
IDH 変異を有する神経膠腫においてゲノム
ワイドなメチル化増加を来すことが示され、
先に述べた MGMT のメチル化や、G-CIMP
においても IDH 変異との間に強い相関が認
められる。当教室における grade2, 3の神経
膠腫においても、IDH変異とMGMTのメチ
ル化が強く相関していることが確認された。
また、悪性神経膠腫のメチル化を網羅的に解
析したところ、preliminaryな結果であるが、
メチル化プロファイルが IDH 変異と強く相
関することが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 メチル化をはじめとした epigenetics の包
括的な解析によって、今後さらに体系的な異
常の解明がなされていくものと期待される。
そこで今回我々は、神経膠腫の epigeneticな
profileを様々なレベルで解明し、神経膠腫の
発生や悪性転化に関わる分子機構に迫るこ
とで、 epigenetics マーカーの確立や
epigenetic statusに応じた個別化治療の実現
を目指し、本研究を計画した。 

1）  これまでpreliminary に行ったメチル
化網羅的解析の結果をさらに体系的に理
解するため、症例数及び腫瘍の種類を追
加して、Illumina 社の Infinium 450K 
chipを用いた 45万個以上のCpGサイト
の網羅的なメチル化解析を行う。Grade
や IDH 変異の有無に応じた神経膠腫の
メチル化プロファイルを明らかにすると
共に、10症例程度の悪性転化を来たした
神経膠腫のペア検体を用いて、悪性転化
に伴ってメチル化が共通して変化する遺
伝子を抽出する。 

2） 網羅的解析により抽出した特定の遺伝子
群に関して、当教室に保存されている多
くの神経膠腫検体を用いた validationを
行う。Mass arrayや pyrosequence法を
用いて多数の検体におけるメチル化解析
を high-throughputに行うことで、効率
的に予後や化学療法反応性との関連を明
らかにして、有用なメチル化マーカーの
同定を行う。 

3） 当教室にて樹立済みである腫瘍幹細胞に
おいてもメチル化をはじめとした
epigenetic profileを解析し、脳腫瘍幹細
胞における増殖、分化に関わる遺伝子の
解明を行う。 

4） epigenetic profileに応じて、epigenetic 
statusを globalに変化させる薬剤を用い
たり、特定の遺伝子の epigeneticsを標的
とした治療法を開発し、個別化療法の確
立を目指す。 

 
３．研究の方法 
1) 悪性神経膠腫のメチル化網羅的解析によ
るメチル化プロファイルの解析 
 最近の IDH 変異細胞株及び腫瘍の代謝産
物および臨床検体の検討により、ゲノムワイ
ドな epigeneticsの変化が、IDH変異により
引き起こされる可能性が報告されている
(Figueroa et al. Cancer Cell 2010)。そこで、
この事実を検証し、かつ実際に引き起こされ
ている変化の様式を抽出することを目的と
して、我々が所有する臨床検体のうち grade2
から 3 の神経膠腫(星細胞腫と乏突起膠腫)お
よび悪性転化をきたした膠芽腫を含めた約
100検体を用いて、網羅的なメチル化プロフ
ァイルを取得する(preliminary な解析は実
施済み）。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)にて解析を行い、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。これらの検体は、すでに
IDH変異の有無や TP53変異、染色体 1p/19q
欠失、MGMTメチル化など、基本的な DNA
プロファイルの解析を終了しており、またそ
の大半において予後のデータも有している。
またその一部においては、アフィメトリクス



社の発現アレイを用いて、遺伝子発現プロフ
ァイルの取得済みである。今回得られるメチ
ル化プロファイルデータを、DNA 解析結果
と遺伝子発現解析データと統合解析するこ
とにより、IDH 変異が及ぼす、エピジェネ
ティックな変化とこれによる遺伝子発現の
変化を同定し、影響のおよんでいる信号伝達
経路の同定を行いたい。また、可能であれば、
IDH の変異による腫瘍形成に関連する鍵と
なる分子の同定を目指したい。 
2) IDH変異及びMGMTプロモーターメチ
ル化、メチル化プロファイルと化学療法反応
性の検討 
これまでに同定したメチル化プロファイル
と、予後や化学療法反応性との関連が示唆さ
れている、MGMT プロモーターメチル化や
IDH変異の相互関係を、臨床データと照らし
合わせて詳細に検討することで、最も予後に
関連した因子をさらに抽出し、これによる個
別化治療の実現を目指す。 
3) 悪性転化に関与する遺伝子の同定 
膠芽腫や Grade3の神経膠腫に悪性転化した
症例において、悪性転化前後の腫瘍検体を 15
ペアほど保有しており、これらのメチル化網
羅的解析を行うことで悪性転化前後のメチ
ル化プロファイルを比較し、共通して変化す
る遺伝子群を抽出する。同一症例の検体にお
いては、悪性転化後にメチル化が大きく変化
するCpGサイトはそれほど多くはないため、
3 ペアの解析から、悪性転化の鍵となる候補
遺伝子を既にいくつか抽出した。今後、多数
の検体の解析を進めていき、より確からしい
候補遺伝子を絞っていく予定である。 
4) 悪性転化に関与する遺伝子の検証 
 上記 3)で抽出した遺伝子群について、当教
室で保有している悪性神経膠腫の検体を用
いて、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
MassARRAYまたは pyrosequence法にて多
数の検体の解析を行い、臨床経過と照らし合
わせて予後や悪性転化との関連について検
証する。さらに、遺伝子発現についても解析
を行い、プロモーターのメチル化による遺伝
子の発現抑制を確認する。 
5) 悪性神経膠腫幹細胞における網羅的
epigenetics解析 
 現在までに、当教室にて樹立された 15 株
程度の悪性神経膠腫幹細胞が利用可能であ
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
幹細胞の分化機構を解明し、腫瘍幹細胞を標
的とした薬剤を開発することも重要と思わ
れる。腫瘍幹細胞に分化誘導を行った場合な
どにおいて、腫瘍検体の DNA と、腫瘍幹細
胞との epigenetic profile の違いについても

検討する。 
6) Epigeneticな変化をもとにした、個別化
療法の開発 
化学療法感受性を高めるために、epigenetic 
profileに応じて epigenetic statusを変化さ
せて行う patient-specific therapy を考案す
る。Epigenetics 異常を標的とする治療薬と
して、5-aza-deoxycytidineなどのメチル化阻
害剤や、suberoylanilide hydroxamic acid 
(SAHA)などの histone deacetylase(HDAC) 
inhibitors, さらにはDZNepといったEZH2 
complex阻害剤が開発されている。神経膠腫
およびその腫瘍幹細胞の epigenetic profile
と、その化学療法反応性や予後との相関を解
明し、メチル化マーカーを確立することによ
り、個々の epigenetic profile に応じた
patient-specific な individualize epigenetic 
therapyの開発、確立を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) 悪性神経膠腫のメチル化プロファイル 
 100例以上の神経膠腫のメチル化網羅的解
析をクラスタリング解析した結果、IDH変異
とほぼ一致して CIMP(+)と CIMP(-)に分か
れた(図 1)。CIMP(+)の腫瘍内にはさらに、
メチル化の比較的低い 1 群が存在した(図 1; 
左端のクラスター )。この群の腫瘍は、
CIMP(+)の低悪性度神経膠腫から悪性転化
した腫瘍で、悪性転化後に一部メチル化が脱
けてくることから CIMP-脱メチル群と名付
けた。一方で、悪性転化した神経膠腫でもメ
チル化プロファイルが CIMP のままの腫瘍
も存在し、悪性転化には少なくとも 2種類の
機序があることが示唆された。 
 米国のプロジェクト、TCGA (The Cancer 
Genome Atlas)のデータにおいても、
CIMP(+)の膠芽腫はメチル化プロファイル
で 2つに分かれてくることが検証された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2) 脱メチル-悪性転化に関与する遺伝子 
 TCGAのデータを用いて、CIMP(+)膠芽腫
と、CIMP(+)脱メチル膠芽腫の 2群において
メチル化を比較し、脱メチル群でメチル化の
低下する遺伝子を抽出した。さらに、遺伝子
発現についても 2群間で比較をした。メチル
化と発現の比較を統合してグラフにしたも
のが図 2である。脱メチル群でメチル化が低
く、かつ発現が上がっている遺伝子を選出す
ると、IGFBP2, MKI67, PLATなどがあげら
れた。 
 IGFBP2は、膠芽腫において発現が上昇し
ている代表的な遺伝子であり、膠芽腫の発生
や維持に重要な役割を担っていることが報
告されている。脱メチル群の悪性転化におい
て発現が上昇していることから、この悪性転
化においても重要な役割を果たしているこ
とが考えられた。この IGFBP2 については、
メチル化を MassARRAY にて、発現を定量
PCR にて解析して悪性転化に伴う変化や予
後との相関について検証を行った。 
 また、その他の脱メチル-発現上昇遺伝子に
ついても、神経膠腫の悪性転化におけるメチ
ル化マーカーとして有用である可能性が示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) IGFBP2についての検証 
 IGFBP2について、プロモーターのメチル
化をMassARRAYにて解析し、遺伝子発現を
定量 PCRにて解析して検証した(図 3)。 
 Grade 2およびGrade 3の神経膠腫におい
ては総じてメチル化が高く、発現が低いとい
う結果であった。CIMP(-)の一次性膠芽腫に
おいてはメチル化が低く発現が高く、
CIMP(+)の GBMにおいては、メチル化が高
く発現が低いものと、メチル化が下がって発
現が上昇するものの 2パターンを認めた。 
 悪性転化前後のペア検体にて比較すると、
メチル化が低下して発現が上がるペアと、メ
チル化も発現も変化しないペアが存在した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 悪性転化後の神経膠腫において、IGFBP2
のメチル化の有無で 2群に分けて、予後との
関係を Kaplan-Meier法にて解析した。 
 悪性転化群全体での比較では、メチル化の
ある症例の方が予後がいいという結果であ
ったが(p=0.012; 図 4A)、Grade4への悪性転
化症例 (secondary GBM)のみで比較すると、
メチル化の有無で予後の差は認めなかった
(p=0.45; 図 4B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 膠芽腫幹細胞のメチル化解析 
 当教室にて樹立した膠芽腫幹細胞 6例につ
てもメチル化網羅的解析を行ったところ、幹
細胞においてもいくつかのメチル化プロフ
ァイルに分かれることが示唆された。詳細な
解析は、今後症例数を増やして検討していく
予定である。また、IGFBP2のメチル化と発
現を計測したところ、幹細胞においては
originとなる膠芽腫に比べても高い発現を認



めた。この幹細胞を接着培地にて分化誘導し
たところ、IGFBP2の発現の低下を認めたこ
とから、IGFBP2が膠芽腫における stemness
に関与していることが示唆された。 
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