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研究成果の概要（和文）：神経膠腫の悪性化機序を理解し、これに対応した治療戦略を構築するため、次世代シ
ークエンサーなどを用いたオミクス解析技術を駆使し、再発・悪性転化を遂げた神経膠腫の初発・再発時の計
122腫瘍検体の比較解析を行った。悪性転化に伴うメチル化の変化では、G-CIMPの特定のゲノムDAN領域の脱メチ
ルが特徴的であった。これら脱メチル化領域は遺伝子の転写調整には無関係である部位に多かった。悪性化に伴
い発現変化している遺伝子は、細胞周期に関連したもの多かった。Temozolomide治療後の hypermutator 
phenotype が観察されるほか、PI3K-AKT経路関連分子の遺伝子異常を高率に認めた。

研究成果の概要（英文）：To understand the changes of the molecular profile during tumor progression 
and to develop a proper treatment strategy, multi “omics” analysis was performed in approximately 
122 gliomas that includes 22 paired samples of primary and recurrent tumors with exome sequencing 
and RNA-sequencing, as well as Infinium 450K methylation chip. The integrated bioinformatics 
analysis revealed that a large proportion of recurrent tumors had markedly different set of 
mutations and showed branched evolution pattern. Some malignantly transformed diffuse astrocytomas 
previously treated by temozolomide acquired numerous de novo mutations accompanying mutations in 
mismatch repair genes and showed a “hypermutator phenotype”. Genome-wide DNA methylation analysis 
revealed characteristic DNA demethylation during malignant progression in a subset diffuse 
astrocytomas. Interestingly, we found that most loci that were demethylated during malignant 
progression were located outside of CpG islands.

研究分野：脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
悪性神経膠腫は、種々の治療に抵抗性の難
治性の悪性腫瘍であるが、その原因としては、
腫瘍の極めて多様な性質が 1つにあげられる。
神経膠腫の治療抵抗性の根源の一つは、種々
の治療に抗することの出来るようなゲノ
ム・エピゲノム変化に基づく腫瘍進化が、腫
瘍内で絶えず生じていることによると考え
られる。研究代表者（武笠）らは、以前より
悪性神経膠腫の腫瘍内不均一性に着目し、そ
の病態をゲノム・エピゲノム解析を基軸に解
析してきた。具体的には、網羅的ゲノム及び
エピゲノム解析にて、低悪性度神経膠腫の初
発時腫瘍検体と悪性化・再発時検体をペアで
比較、腫瘍内に高悪性度と低悪性度の部分を
併せ持つ単一腫瘍内での比較、膠芽腫の初発
時と初期治療後再発例の手術検体の比較を
行ってきた。そこで本研究は、これまで行っ
たゲノム・エピゲノム解析を統合的に発展さ
せることを目的として立案した。 
 
２．研究の目的 
研究代表者（武笠）らは、これまで、次世
代シークエンサーによる網羅的ゲノム異常
解析及びゲノムワイドメチル化解析により、
腫瘍進化の過程である組織内多様性と、悪性
化に伴うゲノム・エピゲノムの変化の病態の
解析研究を遂行してきた。本研究ではそれら
成果をさらに発展させ、１）悪性化・治療抵
抗性の原因となる腫瘍進化のメカニズム解
明、２）腫瘍進化により生じる生存・増殖・
治療抵抗性賦与シグナルの同定を行う。そし
て、それら知見をもとに、３）腫瘍進化とそ
れによる悪性化シグナルを特異的・効率的に
阻害できる治療法の開発を行うことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
１）これまでに同定した腫瘍進化・悪性化
に関連して生じるゲノム・エピゲノムプロフ
ァイルの原因を同定するため、腫瘍内不均一
のモデルとなる検体ペアを、全ゲノムシーク
エンス、RNA-seq、ChIP-seq などにて比較解
析することで、ゲノム非コード領域 (lncRNA
等)を含めたゲノム・遺伝子異常を同定する。 
２）腫瘍進化・悪性化に伴う生存・増殖・
治療抵抗性賦与シグナルの同定を行うため、
トランスクリプトーム解析及び、主要なシグ
ナル伝達経路の活性化につき検証を行う。 
３）上記１）、２）にて同定された、腫瘍
進化・悪性化に関連したゲノム・エピゲノ
ム・蛋白異常や、これらが関連するシグナル
伝達経路異常に対する標的療法を開発する
ため、細胞及び動物モデルを利用し、これら
異常が引き起こす病態解析と、それに対する
抗腫瘍治療の効果を評価する。 
 
４．研究成果 
（１）悪性転化に伴うメチル化変化の同定 
 神経膠腫の治療抵抗性の原因となってい

る、治療または自然経過による腫瘍進化に伴
うゲノム・エピゲノム変化を同定するため、
これまで、網羅的ゲノム配列解析（エクソー
ムシークエンス）やゲノムワイドメチル化解
析（Infinium beadchip）による解析を施行
してきた。今回、これらに加えて、次世代シ
ークエンサーである Illumina HiSeq による
RNA シークエンシングを施行して、神経膠腫
悪性転化や腫瘍内悪性化進行にともなう、遺
伝子発現の変化につき lncRNA の発現変化も
含めて解析を施行した。 
網羅的ゲノム変化によると、悪性転化に伴
い hypermutator という著明に遺伝子変異
が蓄積する一群が存在することをこれまで
明らかにしてきたが、網羅的 DNA メチル化プ
ロファイル解析では、これらの症例を含む一
群は、G-CIMP として知られる低悪性度神経膠
腫のゲノムワイドDNAメチル化領域の一部に、
特徴的なゲノムワイドな脱メチル化を認め
る症例を認め、これらの症例が IDH 変異を有
するアストロサイトーマの悪性化例である
ということを確認した。 
特徴的な脱メチル化をゲノム領域に認め、
かつ脱メチル化された遺伝子がRNA-seq解析
結果にて高発現している分子の数は極めて
少なかったが、これは、多くの脱メチル化が、
プロモーターなどの遺伝子制御領域に生じ
ることが少ないためであると考えられた。神
経幹細胞のRepli-seq解析データを用いてさ
らに解析すると、脱メチル化が生じている領
域は細胞分裂時にDNAの複製が遅れている部
位に多いことが分かり、悪性化にともなう 
passive な現象であると推察された。この仮
説は、DNMT など DNA メチル化に関わる分子の
発現は大きな変化がなかったことからも支
持される。DNA 脱メチル化と発現上昇の両者
を認める遺伝子は数が少なかったが、なかに
は、IGF2BP3 遺伝子のようにグリオーマの悪
性化と関連が示唆される分子の上昇も認め
ている。悪性化したグリオーマには、RB 経
路や Akt-mTOR 経路の異常に加え、MET の融合
遺伝子も認められ、これらの異常がグリオー
マの悪性化に関与していると考えられ、治療
標的の候補として、今後のさらなる検討が期
待された。 
 
（２）腫瘍内悪性化進行に伴う遺伝子発現の
変化の検討 
神経膠腫悪性転化や腫瘍内悪性化進行に
伴う遺伝子発現の変化につき検討を行った。
RNA-seq の結果では、低悪性度神経膠腫は 
proneural type の遺伝子発現パターンを示
していることが明らかになり、これが悪性化
に伴って、同じ proneural type ではあるも
のの、悪性度の高い膠芽腫型の proneural 
type と共通した、特徴的な遺伝子発現変化
を示すことがあきらかとなった。このような
特徴的な遺伝子発現に代表される経路は、こ
れら悪性転化した神経膠腫の良い治療標的
になるものと期待された。 



初発時と比較して再発時に発現が変化す
る遺伝子を抽出し、オントロジー解析を行う
ことで、悪性転化に伴い発現が上昇する遺伝
子は、細胞周期制御や有糸分裂に関連したも
のが多いことが明らかとなった。また、幹細
胞に発現している遺伝子の発現上昇が認め
られることも明らかになった。オミクス統合
解析を行うことで、これら分子の発現亢進を
認める腫瘍の多くで、ゲノムの脱メチル化と
RB 経路関連の遺伝子異常を認めており、これ
らの経路が新たな治療標的になる可能性が
示唆された。 
 
（３）腫瘍内多様性の検討 
 同一腫瘍内の複数箇所から検体サンプリ
ングを行い、遺伝子変異の腫瘍内比較解析を
することで、グリオーマ単一腫瘍内のゲノム
進化が branched evolution の様式で引き起
こされていることが明らかとなった。この際、
共通して認められる遺伝子変異はごく少数
で、低悪性度神経膠腫に共通に認められる
IDH1 遺伝子変異の他、星細胞腫では p53 遺伝
子変異、ATRX 遺伝子変異が主立ったものであ
った。 
 
（４）オリゴデンドログリオーマの解析 
オリゴデンドログリオーマにおける比較オ
ミクス解析においては、アストロサイトーマ
同様に、初発時・再発時に共通した遺伝子変
異やゲノム異常は少数で、IDH 遺伝子変異、
染色体 1p19q 欠損、TERT プロモーター変異程
度しか、高頻度に共通してみられるものはな
く、多くの再発腫瘍は、独自に新たな遺伝子
変異を有しており、branched evolution の
様式をとっていることが明らかとなった。ア
ストロサイトーマにおいては、遺伝子変異の
数が、治療後の再発時に急激に増加した 
hypermutator phenotype が生じることを、
以前の研究結果より見いだしていたが、オリ
ゴデンドログリオーマにおいては、放射線や
化学療法の治療後の再発であっても 
hypermutator になっている症例は認めなか
った。 
網羅的なメチル化解析の結果においても、
初発時と再発時のパターンは非常に似てお
り、オリゴデンドログリオーマは、アストロ
サイトーマと比較して、急激な増殖へと至る
ような遺伝子やゲノムの変化を来しづらい
ことがわかった。同一腫瘍（オリゴデンドロ
グリオーマ）の複数箇所からの比較オミクス
解析において、時間的な変化と同様、空間的

に著明な遺伝子変化を来すことが明らかと
なった。オリゴデンドログリオーマの再発時
に共通して認める異常は、FUBP1 遺伝子変異
や、9p21 の欠損など少数であったが、これら
は治療標的の候補として、今後の検討が期待
された。 
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clinical application (シンポジウム・
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⑤ Mukasa A. Spatial Heterogeneity of 
Molecular Profiles in Gliomas and its 
Implications for Cell-of-Origin and 
Targeted Therapy (招待講演)(Oral) The 
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招待講演 
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議（福岡県・福岡市）2016-09-30 
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クローン進化に及ぼす抗がん治療の影響
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Tumor Research and Therapy 万国津梁館
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東京脳腫瘍治療懇話会 東京都
2015-06-19 招待講演 

22 Mukasa A, Saito K, Aihara K, Nagae G, 
Omata M, Otani R, Takayanagi S, Tanaka 
S, et al. DNA methylation profile 
analysis of gliomas revealed a change 
in methylation status during malignant 
progression American Association for 
Cancer Research(AACR) Annual Meeting 
2015 Philadelphia ・米国 2015-04-20 
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