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研究成果の概要（和文）：MRスペクトロスコピー(MRS)とメタボローム解析で得られた2HG濃度を比較すると、MRSでは2
HGを測定できない症例や過大評価してしまう症例が存在した。グリオーマ細胞にIDH1変異遺伝子を導入すると、グルタ
ミン酸がIDH1変異による代謝変化に最も寄与し、2HGと共に有用なバイオマーカーになりうると考えられた。47例のグ
リオーマでのMRS解析で、IDH1変異陽性グリオーマでは2HG濃度の増加とともにグルタミン酸濃度の低下を認め、2HGと
グルタミン酸の組み合わせでIDH1変異の有無の予測精度は向上した。このことからグルタミン酸はIDH1変異予測の新た
なバイオマーカーとなりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to determine the additional value of other metabolites in 
predicting IDH1 mutations with conventional MRS.
RESULTS: A metabolomic analysis demonstrated higher levels of 2HG in IDH1 mutant glioma cells and 
surgical tissues. Interestingly, glutamate levels were significantly decreased in IDH1 mutant gliomas. 
Through an analysis of metabolic enzyme genes in glutamine pathways, it was shown that the expressions of 
branched-chain amino acid transaminase 1 were reduced and glutamate dehydrogenase levels were elevated in 
IDH1 mutant gliomas. Conventional MRS detection of glutamate and 2HG resulted in a high diagnostic 
accuracy (sensitivity 72%, specificity 96%) for IDH1 mutant glioma.
CONCLUSIONS: IDH1 mutations alter glutamate metabolism. Combining glutamate levels optimizes the 
2HG-based monitoring of IDH1 mutations via MRS and represents a reliable clinical application for 
diagnosing IDH1 mutant gliomas.

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： glioma　metabolome　IDH　glutamate
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１．研究開始当初の背景 
 
癌細胞がグルコースを活発に取り込み解

糖系が亢進していことは Warburg 効果として
広く知られている。この癌細胞の代謝のリモ
デリングは、癌細胞が ATP のみならず増殖に
必要な核酸、タンパク質、脂質などの生体高
分子を豊富に必要とするためと考えられて
いる。悪性グリオーマでは PI3K-AKT-mTOR
のシグナルが亢進して mTOR の下流で
SREBP や HIF1a を介してダイナミックな代
謝の変化が生じている。このように腫瘍それ
ぞれで異なる代謝を行い、産生される代謝物
も異なるため、代謝物の解析は腫瘍診断、予
後予測のバイオマーカーとなる可能性があ
る。 
生命活動に関連する代謝産物の全体像をメ
タボロームと呼び、生命活動の表現形である
メタボロームの変化から疾患の本質を理解
しようとする研究が進められている。中でも
細胞、組織や血液などに含まれる全代謝物質
を網羅的・包括的に解析するメタボロミクス
が、今世紀になって急速に発展している。ヒ
トにおける全代謝産物の数は約 3～4 千個と
考えられている。疾患に関連するメタボロー
ムの変化を詳細に解析することで、診断・病
態についての新たな知見が得られ、新たな治
療のアプローチに発展し得るのではないか
と期待されている。現在グリオーマの術前診
断は、MRI などの画像検査でなされているが、
術前に組織型や悪性度、腫瘍の生物学的性質
の診断ができれば、治療計画や予後予測など
に非常に有益である。メタボローム解析は腫
瘍の代謝異常をとらえることができ、より的
確な情報が得られると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
グリオーマは脳実質に発生する脳腫瘍の

中で最も頻度が高い。術前診断や腫瘍範囲の
把握には MRI などの画像検査が施行される
が、治療反応性の予測は困難である。病理組
織検査における分子生物学的異常はごく一
部の組織を解析したもので、必ずしも腫瘍の
特性を反映しているとは限らない。申請者ら
は、グリオーマの代謝が、 IDH(Isocitrate 
dehydeogenase)変異等により他の脳腫瘍と異
なることに着目し、組織やで包括的網羅的な
メタボローム解析を行い、術前にグリオーマ
の組織型、悪性度、遺伝子変異の有無等を反
映する代謝産物のバイオマーカーの発見を
目指して本研究を計画した。 

2-ハイドロキシグルタレート(2HG)は IDH
変異蛋白により産生される癌代謝物であり、
近年 3-テスラ（3-T）や 7-T の高磁場 MRS を
用いた2HGの非侵襲的な測定の有用性が報告
されている。しかし、これらの標準的な 3-T 
MRS による 2HG の測定は、IDH1 変異の予測
においては偽陰性率、偽陽性率が高い。最近
では、2HG をより正確に測定するために、

two-dimensional correlation spectroscopy や
J-difference spectroscopy といった 2HG の同定
に特別な機器の調整や測定条件の変更を伴う
測定方法が報告されているが、いずれも広く
臨床で用いられることは難しい。そのため広
く臨床で用いられる標準的な 3- T MRS によ
る IDH1 変異の診断精度の改善と、その他の
代謝物の測定を組み合わせた方法による
IDH1 変異の診断精度の解析は臨床的に重要
である。本研究では、術前に MRS、術後にメ
タボローム解析を行い腫瘍組織の2HGを含む
種々の脳内代謝産物や mRNA、タンパク量の
比較・検討を行い、MRS における IDH 変異を
有するグリオーマの術前予測精度を調べた。 
 
３．研究の方法 
 
対象・試験プロトコール 
神戸大学医学部附属病院で 2013年 8月から

2015 年 8 月の間に診断された頭蓋内のグリオ
ーマ患者連続 57 例を対象にした。すべての患
者に対して脳腫瘍摘出術前に 3-T MRI (Philips、
Achieva)を使用して MRS による腫瘍内代謝産
物の測定を行った。MRS の設定条件は
point-resolved spectroscopic sequence (PRESS)
法、シングルボクセル（ボクセルサイズ 1.5 × 
1.5 × 1.5 cm3）、TR/TE = 2000/35 ms に設定した。
解析ソフトとして LC-model を用い各代謝物
の定量解析を行った。57 例のうち、10 例は壊
死や出血による低い信号雑音比や高い半値全
幅によって除外し、最終的には 47 例が登録さ
れた。術中ナビゲーションシステムを用いて
VOI の中心部の腫瘍標本を正確に採取した。
IDH1 変異の診断は免疫組織染色と DNA シー
クエンスによって解析した。MGMT のプロモ
ーターのメチル化解析も行った。 
摘出した腫瘍組織を質量分析計 (GC-MS; 

GCMS-QP2010 Ultra)を用いて 2HG を含む代
謝物のメタボローム解析を行い、MRS で得ら
れたデータと比較した。また、腫瘍組織の
mRNA の発現量をリアルタイム PCR 法、タン
パク量をウエスタンブロット法で比較した。
さらに腫瘍組織標本の免疫組織染色を行った。
さらに in vitro の実験として、グリオーマ細胞
（U87MG）に IDH1 変異遺伝子を導入しメタ
ボローム解析を行い代謝物の変化を調べた。
MRS による IDH1 変異予測の有用性を検討す
るために、2015 年 9 月から 2016 年 1 月まで
の間に診断された 10 例の頭蓋内腫瘍症例で
前方視的に IDH1 変異の術前予測精度を検証
した。 
本研究は当院倫理委員会の承認を得ている
（承認番号 #782、#1497、#1579）。 
 
４．研究成果 
 



MRS と GC-MS による 2HG 濃度の比較 
47例中 18例は IDH1変異陽性、29例は IDH1

野生型であった。平均年齢は IDH1 変異陽性
が 47 才、IDH1 野生型が 55 才で両群間に有意
差は認めなかった。47例中34例においてMRS
とメタボローム解析で得られた2HG濃度を比
較すると、MRS では IDH1 変異陽性症例にお
いても 2HG を測定できない症例（偽陰性）や
IDH1 野生型症例において 2HG を過大評価し
てしまう症例（偽陽性）が存在した。これら
の結果は標準的な 3-T MRS を用いると 2HG
のみの測定では十分に IDH1 変異の状態を診
断できないことが示唆された。 
 
IDH1 変異陽性グリオーマ細胞と IDH1 野生型
グリオーマ細胞の代謝の違い 
そこで 2HG 以外の IDH1 変異予測のバイオ

マーカーを探索すべくグリオーマ細胞（U87 
MG）に IDH1 変異遺伝子を導入し代謝変動を
解析した(in vitro)。多変量解析を行うと、2HG
とともにグルタミン酸が IDH1 変異陽性細胞
の代謝変化に最も寄与する代謝物であった。
IDH1 変異陽性細胞では 2HG 濃度の増加とと
もにグルタミン酸濃度の低下を認めた。この
ことからグルタミン酸は IDH1 変異予測の新
たなバイオマーカーになりうることが示唆さ
れた。 

 
腫瘍組織の代謝産物、mRNA およびタンパク
発現の検討 
腫瘍組織標本のメタボローム解析(ex vivo)

では、グリオーマ細胞実験の結果と同様に
IDH1 変異陽性の腫瘍でグルタミン酸濃度の
低値を示した。さらにグルタミン酸代謝につ
いてリアルタイム PCR 法で関連する mRNA
の発現を調べると、glutamate dehydrogenase 1 
and 2 (GDH1/2)の発現が IDH1変異陽性腫瘍組
織で有意に高く、branched chain amino-acid 
transaminase1 (BCAT1)の発現が有意に低下し
ていた。同様にウエスタンブロット法による
タンパク発現の解析においても IDH1 変異陽
性腫瘍組織で GDH1/2 の発現が亢進し BCAT1
の発現は低下していた。また免疫組織標本に
よる GDH1/2 陽性細胞の測定では、IDH1 変異
陽性腫瘍組織で GDH1/2 の陽性細胞比率が有
意に高かった。これらのことから IDH1 変異
陽性腫瘍ではGDH1/2とBCAT1が関連するグ
ルタミン酸代謝の変動が示唆された。 
 
MRS を用いたグルタミン酸と 2HG 測定によ
る IDH1 変異同定の有用性 
次に我々は臨床MRSデータを再評価した。

IDH1 変異神経膠腫で 2HG 濃度の上昇ととも
に、グルタミン酸濃度が低下していた。グル
タミン酸濃度は腫瘍悪性度が増すにつれて
増加したが 2HG 濃度に有意な関連は認めな

かった。また 2HG とグルタミン酸濃度は、腫
瘍組織系や MGMT のメチル化には有意な関
連は認めなかった。Receiver Operatorating 
Characteristic (ROC) 曲線分析を用いて 2HG
のみ測定、グルタミン酸のみ測定、2HG とグ
ルタミン酸の両代謝物の測定による IDH1 変
異の予測精度について解析した。2HG 単独の
測定に比べて 2HG 測定にグルタミン酸測定
を加えることにより IDH1 変異有無の予測精
度は向上した。特に低悪性度神経膠腫（WHO 
grade Ⅱ、Ⅲ）においては、グルタミン酸の
付加的測定がより IDH1 変異予測に有用であ
った。さらにこの 2HG とグルタミン酸測定に
よる IDH1 変異予測の有用性を検討するため
に、ROC 曲線分析によって得られたカットオ
フ値を用い、新たに 10 例の症例で前方視的
に IDH1 変異の術前予測精度を検証すると、
高い診断精度であった。 
 
【考察】 

IDH1 変異の術前診断において MRS を用い
た非侵襲的な2HGの検出の有用性については
いくつか報告されている。過去の報告では
MRS によって 2HG をより正確に測定するた
めには 7Tなどより高磁場なMRIを用いるか、
2HG の同定に特別な機器の調整や測定条件の
変更を加える必要があるとされる。しかし本
研究のように標準的な 3-T MRS を用いて
IDH1 変異を同定する際に 2HG 以外の他の代
謝物を使用している報告はない。 
本研究では IDH1 変異陽性細胞や腫瘍組織

でグルタミン酸濃度が低下した。IDH1 変異に
よりグルタミン酸代謝を含む細胞内代謝が変
化するといった報告があり、本研究の結果と
も一致する。本研究ではさらに IDH1 野生型
腫瘍に比べて IDH1 変異陽性腫瘍では GDH1
と GDH2 の mRNA 発現が亢進し、BCAT1 の
発現が低下していた。またタンパク発現にお
いても同様の結果であった。これらの結果は
IDH1 変異がグルタミン酸代謝に関連するこ
とを示唆する。また IDH1 変異により αKG か
ら 2HG が産生され、αKG 消費を補充するよう
にグルタミン酸が消費されている可能性があ
る。 
本研究ではグルタミン代謝の変動が、腫瘍

の悪性度の違いに起因する可能性は否定でき
ないが低悪性度グリオーマ（WHO grade Ⅱ、
Ⅲ）において IDH1 変異グリオーマと IDH1 野
生型グリオーマのグルタミン酸濃度を測定し
てみると、IDH1 変異陽性腫瘍でグルタミン酸
が低値を示していた。さらにグリオーマ細胞
(in vitro)と腫瘍組織のメタボローム解析(ex 
vivo)において、IDH1 変異によりグルタミン酸
濃度が低下しており、IDH1 変異によってグル
タミン酸代謝が変動することが強く示唆され
た。これらの結果から、グルタミン酸がグリ
オーマにおける IDH 変異予測の新たなバイオ



マーカーとなりうる可能性が示唆された。グ
ルタミン酸は2HGに比べて脳内や腫瘍内に比
較的高濃度で存在するので、MRS によって高
い信頼性をもって検出することが可能であり、
2HG 測定に加えてグルタミン酸濃度を測定す
ることは IDH1 変異の術前診断において有用
と考えられた。 
  
【結論】 
IDH1 変異にともなってグルタミン代謝の変
動が推測され、術前 MRS を用いた 2HG と付
加的なグルタミン酸の濃度測定は IDH1 変異
予測の有用な補助マーカーとなる可能性が
ある。 
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