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研究成果の概要（和文）：乏突起膠腫において染色体1p,19qのヘテロ接合性の消失は治療反応性や予後を予測する重要
なバイオマーカーだが、統一された検査法はなく、サロゲートマーカーとしてmyelin transcription factor 1-like (
MYT1L)に着目し、免疫染色で判定可能な抗体の開発研究を企画した。作成済の複数のポリクローナル抗体および市販抗
MYT1L抗体はMYT1L強制発現細胞をウェスタンブロット・免疫染色で認識したが、ヒト腫瘍検体を用いた検証でqRT-PCR
によるMYT1L発現量との相関はなかった。WHO脳腫瘍分類の2016年改訂で必須となった1p/19q共欠失の判定法の標準化が
急務である。

研究成果の概要（英文）：Loss of heterozygosity of choromosome 1p and 19q (LOH1p/19q) is an important 
predictive and prognostic biomarker in oligodendroglioma. Its testing is problematic in that the 
methodology varies among institutions and has not been fully standardized. Therefore, we sought to 
investigate myelin transcription factor 1-like (MYT1L) as a potential surrogate marker on 
immunohistochemistry. Three polyclonal antibodies previously established as well as two commercial 
anti-MYT1L antibodies were able to recognize cells forcibly expressing MYT1L, but MYT1L positivity on 
western blot or immunohistochemistry using any of the above antibodies did not significantly correlate 
with its expression level on quantitative RT-PCR. Now that testing for LOH1p/19q is mandatory as a 
molecular diagnosis of the updated WHO classification, its standardization is urgently warranted.

研究分野： 脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
 乏突起膠腫は、最も多い原発性脳腫瘍であ
る神経膠腫の 5-6％を占める。大多数
（60-80％）に 1番染色体短腕（1p）と 19 番
染色体長腕（19q）におけるヘテロ接合性の
消失（loss of heterozygosity; LOH）を認
め、この染色体異常を伴うものは伴わないも
のに比べ治療反応性が良く、予後良好である
ことが知られている 1。一方、他種の神経膠
腫である星細胞腫では、乏突起膠腫と異なり
1p/19q LOH は稀であるが、実際両者の様相を
呈する乏突起神経星細胞腫も存在し、神経病
理学者間でも上記三者で病理学的診断の不
一致を見ることも少なくない。したがって、
むしろ 1p/19q LOH の有無によって分類する
べきという主張もあり、米国では実際にその
分類に基づく第III相臨床治験が進行中であ
る(NCT00887146, NCT00626990)。以上のよう
に乏突起膠腫の診断・治療に欠かすことので
きない 1p/19q LOH であるが、染色体転座に
伴う欠失であることが近年報告された 2。し
かし残念ながら、こうした染色体レベルの異
常から腫瘍発生までの分子生物学的メカニ
ズムの詳細は、未だ解明されていない。 
我々は先に、マイクロアレイを用いた網羅

的遺伝子発現解析で 1p/19q LOH を認める乏
突起膠腫の遺伝子発現プロファイルを調べ、
神経細胞に特異的な遺伝子群が高発現して
いることを報告したが（図 1）3,4、最近にな
り同様の知見が相次いで発表されている 5。
一方、神経系の細胞分化において神経細胞と
乏突起膠細胞は相互に高い関連性を持って
いることが知られるようになった。例えば神
経細胞で発現するASXL1/MESH1は乏突起膠細
胞の分化に必要であるし 6、乏突起膠細胞に
特異的なOlig2陽性の前駆細胞が神経細胞に
分化しうることも報告された 7。以上より、
乏突起膠腫の起源は乏突起膠細胞および 
神経細胞の双方に分化しうる機能を持った
前駆細胞であるという仮説が立てられてい
る。 
こうした知見を鑑み、乏突起膠腫に特徴的

な遺伝子発現、ここでは高発現している神経
細胞特異の遺伝子群を探求することが、
1p/19q LOHを伴う乏突起神経膠腫の腫瘍発生
メカニズムの解明の糸口になるのではない
かと、我々は考えた。その中でも特に、myelin 
transcription factor 1-like(MYT1L）(図 2)
は神経細胞の分化・増殖への関与が示唆され
る転写因子で、ヒト線維芽細胞に MYT1L を含
む 3つの転写因子を加えることで神経細胞に
分化転換可能であることが近年証明され 8,9、
非常に興味深い。 
また、神経膠腫においてプロモーター領域

のCpGアイランドに広範なメチル化が見られ
るサブタイプ（CpG island hypermethylation 
phenotype; CIMP）は予後良好であることが
知られており 10、乏突起膠腫では CIMP と
1p/19q LOH との間に相関が見られる 11。我々
の神経膠腫に対する網羅的メチル化解析で

も CIMP の中に乏突起膠腫のクラスターがあ
り、さらに正常脳と比べて乏突起膠腫クラス
ターで hypermethylation となるプローブの
うちヒストン関連遺伝子がenrichしていた。
DNA の ゲ ノ ム ワ イ ド な メ チ ル 化 に は
isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1)遺伝子
変異の影響が大きいと考えられるが、これに
加え、MYT1L を含めた MYT1 ファミリーもヒス
トン脱アセチル化酵素を介し転写制御に関
与するという近年の報告 12を踏まえると、乏
突起膠腫の発生におけるエピジェネティッ
クなプロファイル変化に関与している可能
性がある。 
MYT1L を初めとした神経細胞特異的な遺伝

子群の高発現と患者予後との相関の検証を
手始めに、乏突起膠腫における染色体転座に
関連する遺伝子異常とMYT1Lとの関係を解析
し、また腫瘍発生における IDH1 及び MYT1L
の関与をメチル化解析・ゲノム解析との統合
解析のなかで探究する。診断のみならず治療
に役立つ重要な知見がもたらされるものと、
大いに期待している。 
 
（ 図 1 ） LOH の あ る 乏 突 起 膠 腫 に て
proneuronal 遺伝子が高発現であった 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（図 2）MTY1L の高発現が特徴的であった 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



２．研究の目的 
 乏突起膠腫で染色体のLOHを伴うタイプは
治療反応性で予後良好である。我々がマイク
ロアレイによる遺伝子発現解析で同定した、
そのサブタイプで特異的に高発現する遺伝
子群は、腫瘍の生物学的特性を反映し、LOH
以上に鋭敏なバイオマーカーたり得る。免疫
染色法でより簡便な乏突起膠腫の予後予測
を可能にし、臨床応用したい。 
  その遺伝子群の中で神経前駆細胞の分
化・増殖に関与する MYT1L は、ヒストン関連
タンパクを介しエピジェネティックな転写
制御を行い、乏突起膠腫の発生や性質決定へ
の寄与が示唆される。我々が現在進める神経
膠腫全般のメチル化プロファイルの網羅的
解析、次世代シークエンサーを用いたゲノム
解析との統合解析を行い、検証する。 
 
３．研究の方法 
1p/19qLOH より簡便な予後マーカーを確立

すべく、LOH を有する乏突起膠腫にて特異的
に高発現を示す遺伝子群、特に MYT1L に着目
し、その免疫染色法を確立する。複数の抗体
を比較し、最も特異性の高い抗体を選択し、
それを用いた免疫組織化学染色を確立する。
その後、多数の臨床検体の免疫染色を行い、
臨床データと合わせ患者予後との相関を検
証する。また既存のデータから得られる
1p/19q LOHの有無と予後との相関性と比較し、
どちらがより有用な予後予測マーカーとな
りうるか統計学的検討を加える。 
MYT1L の免疫染色の有用性が示された場合、

乏突起膠腫に頻発することが知られる遺伝
子異常(CIC,FUBP1）を我々の検体で検査し、
MYT1L 発現との関連性を検証する。また、
MYT1L により発現調節される遺伝子群を、候
補遺伝子のプロモーター領域の解析および、
遺伝子導入あるいはノックダウンによる遺
伝子発現の変化やプロモーター活性の測定
で検討する。さらに乏突起膠腫のゲノムワイ
ドな DNAメチル化解析を行い MYT1L 発現との
相関を検討する。最終的には遺伝子導入やノ
ックダウンの方法で、MYT1L の神経前駆細胞、
腫瘍細胞の増殖・分化に及ぼす影響を探究す
る。 
 
４．研究成果 
乏突起膠腫において染色体 1p,19q LOH は

治療反応性や患者予後を予測するうえで重
要なバイオマーカーであるが、その確実な判
定は必ずしも容易でない。そこでそれに替わ
るバイオマーカー分子として我々はマイク
ロアレイによる先行研究からMYT1Lに着目し、
免疫染色にて容易に判定できる抗体の開発
研究を企画した。 
まず、患者腫瘍検体における MYT1L の発現

を quantitative real-time PCR にて検証し
た。発現には大きなばらつきがあるものの、
LOH 1p/19q を有する腫瘍における発現は LOH
を有しない腫瘍に比べて有意に高かった（図

3）。これは、先行する研究におけるマイクロ
アレイ遺伝子発現解析の結果に合致するも
のであった。 
 
（図 3）臨床検体における MYT1L 発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
次に、MYT1L を強制発現させた細胞を作成

し、先行研究で作成したいくつかのポリクロ
ーナル抗体が正常に認識することを確認し
た。まず、Cos7 および 293T 細胞に MTY1L を
トランスフェクションさせた vector を作成
した。タグには GFP または V5 を用いた。抗
体には、先行する研究で作成済みの、異なる
抗原部位に対する3種の抗ウサギポリクロー
ナル抗体（A抗体・B抗体・C抗体）を用いた。
V5・MYT1L をトランスフェクションした Cos7
細胞に対する免疫染色では、抗タグタンパク
抗体、抗 MYT1L 抗体とも核に局在するシグナ
ルが観察された（図 4）。GFP・MYT1L をトラ
ンスフェクションした 293T 細胞に対する
Western blottingでは、A抗体・C抗体でMYT1L
のバンドが観察された（図 5）。 
 
（図 4）V5+MYT1L をトランスフェクションし
た Cos7 細胞に対する免疫染色 
 
 
 
 
 
 

 
 
（図 5）MYT1L を強制発現させた 293T 細胞に
対する Western blotting 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
MYT1L 強制発現細胞を A 抗体・C 抗体が正



常に認識しうることが確認されたため、腫瘍
検体を用いて同様に免疫染色および Western 
blottingを行い、qRT-PCRの結果と照合した。
qRT-PCR 上の MYT1L 発現量をもとに高発現グ
ループ 3検体と低発現グループ 3検体を抽出。
Western blotting に関しては、どの抗体を用
いても、また高発現グループに対しても低発
現グループに対しても、293T 強制発現細胞と
同じ部位にバンドを認めなかった。免疫染色
に関しては、A抗体のみで染色されたものの、
低発現グループでも強度の染色が見られ、
MYT1L 染色性は発現量に相関していなかった。 
引き続いて市販の抗MYT1L抗体でも同様の

検証を行った。N 末端抗体でウェスタンブロ
ットのバンドを認めたがqRT-PCRでの発現量
と相関せず、免疫染色で高発現群を染色する
ことはできたが、低発現群でも染色が見られ
た。以上の結果から、作成したポリクローナ
ル抗体を用いても市販の抗MYT1L抗体を用い
ても、Western blotting でのバンドの有無と
qRT-PCR 上の MYT1L 発現量、あるいは免疫染
色での染色性と qRT-PCR 上の MYT1L 発現量の
間に、有意な相関は見られなかった。 
MYT1L 以外に、先行研究にて神経系中間系

線維 INA も LOH1p/19q と関連していたため、
INA の発現を qRT-PCR にて解析した。LOH の
ない群に比べてある群で有意に発現が高く、
MYT1L 発現との相関が見られた。ただし、正
常脳と比較した INAの発現の差は LOHのある
群でも小さく、MYT1L と同程度であった。 
WHO 脳腫瘍分類が 2016 年に改訂となり、分

子病理診断として IDH 遺伝子変異と
LOH1p/19q の有無の検索が求められることと
なった。INA など LOH1p/19q のサロゲートマ
ーカーとなりうる分子の探索は引き続き重
要であるが、WHO 分類に LOH 検査が必須にな
る以上、LOH1p/19q のより正確な判定法・標
準化に関する研究も必要不可欠であると思
われる。 
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