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研究成果の概要（和文）：神経膠腫のメチル化網羅的解析より同定した神経膠腫悪性転化メチル化マーカーの検
証をMassARRAYを用いて行った。Infiniumの結果と高い相関が得られ、多数の臨床検体や神経膠腫細胞株、脳腫
瘍幹細胞を用いて検証を行った。脳腫瘍幹細胞におけるメチル化網羅的解析を行い、神経膠腫の悪性転化に伴い
脱メチル化するプロファイルが脳腫瘍幹細胞のプロファイルと類似していることを示した。また、悪性転化に伴
い脱メチル化する部位は、幹細胞においてH3K4me3マーク、H3K27me3 マークが有意に少ないことが示された。

研究成果の概要（英文）：Methylation markers for glioma malignant progression identified by 
genome-wide methylation analysis were validated using MassARRAY. The result was highly correlated 
with Infinium methylation analysis. Many glioma samples, glioma cell line, and glioma stem cells 
were validated for the methylation markers. Methylation profile of glioma stem cells were similar to
 that of G-CIMP demethylated group, suggesting malignant progression with demethylation was related 
to glioma stemness. Demethylation sites in malignantly progressed samples were poorly enriched in 
Histon methylation marks such as H3K4me3 and H3K27me3 in embryonal stem cells. 

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
悪性神経膠腫は予後不良で治療困難な腫
瘍であり、多くの分子標的治療が効果を示せ
ていない状況にある。近年、神経膠腫の発生
や悪性転化において、DNA のメチル化やヒ
ストン修飾が強く関与していることが示さ
れており、これらのエピジェネティクス機構
の解明による新たな治療戦略の構築が期待
されている。DNA メチル化の網羅的解析に
より CpG island methylator phenotype 
(CIMP)と呼ばれるプロファイルが同定され
(Noushmehr et al. Cancer Cell 2010)、さら
に膠芽腫におけるメチル化 subgroup が報告
されている(Strum et al. Cancer Cell 2012)。
神経膠腫におけるヒストンの特定の遺伝子
変異の関与についても、非常に興味深い報告
が相次いでいる (Schwartzentruber et al. 
Nature 2012, Wu et al. Nature Genetics 
2012)。研究代表者(齊藤)は、自験例 100例の
神経膠腫の DNA メチル化網羅的解析から
CIMPを同定し、さらに CIMP内に悪性転化
に伴い脱メチルを来すプロファイルを新た
に同定した(CIMP-demethylated)。さらに遺
伝子発現とメチル化の統合解析から、発現の
変化を伴う脱メチル遺伝子を神経膠腫悪性
転化マーカーとして抽出した。いくつかの興
味深い遺伝子がこの中には含まれており、膠
芽腫や膠芽腫幹細胞において高発現してい
ることがすでに報告されているものもある
が、メチル化やヒストン修飾などのエピジェ
ネティクスの関与については未だ明らかに
されていない。 
２．研究の目的 
そこで本研究では、悪性転化メチル化マー
カーとして抽出された重要な遺伝子につい
て、臨床検体の解析結果と照らし合わせて治
療標的候補遺伝子を厳選した上で、臨床応用
の可能性を神経膠腫細胞株や、当研究室で樹
立した脳腫瘍幹細胞を用いて検証すること
を目的とした。さらに、幹細胞でのメチル化
網羅的解析やヒストン修飾解析を行い、神経
膠腫の発生に関与するエピジェネティクス
機構の解明とマーカーの抽出を試みたいと
考えた。 
(1) 研究代表者が新たに同定した悪性転化に
伴う脱メチルマーカー候補の、悪性神経
膠腫でのメチルおよび発現を、各種デー
タベースおよび脳腫瘍臨床検体ライブラ
リー、腫瘍幹細胞を用いて検証する。ま
た、予後との関連および既知の遺伝子変
異との関連を統計解析することで、機能
的に重要で、新たな治療の標的になるう
る分子の候補を絞り込む。 

(2) 候補遺伝子のひとつである IGFBP2 は、
神経膠腫において血清への溶出が確認さ
れているため、臨床資料における血清の
メチル化を経時的に解析し腫瘍の再発/
悪性転化との関連を調べることで、血清
マーカーとしての確立を目指す。 

(3) 標的治療候補遺伝子について、当教室に

保存されている神経膠腫細胞株や、当教
室にて樹立済みの脳腫瘍幹細胞における
メチル化と発現を解析し、低メチル/高発
現となっている遺伝子に対して脱メチル
化剤を用いた実験により発現の上昇を確
認し、さらには腫瘍増殖能の変化を in 
vitroおよび in vivoの実験にて明らかに
する。 

(4) 脳腫瘍幹細胞におけるメチル化網羅的解
析、幹細胞および腫瘍検体におけるヒス
トン修飾の網羅的解析を行い、幹細胞と
各グレードの腫瘍検体とのプロファイル
比較を行う。また、メチル化とヒストン
修飾の統合解析を行うことで、神経膠腫
発生と悪性転化に深く関わるエピジェネ
ティックメカニズムや鍵となる分子を特
定する。 

 
３．研究の方法 
(1) メチル化網羅的解析により同定した神
経膠腫悪性転化メチル化マーカーの検
証(臨床検体)  

 東京大学脳神経外科には協力病院の検体
も含めて、過去 10 年以上にわたる数百の神
経膠腫に加え、数千症例にも及ぶ同意取得済
みの脳腫瘍臨床検体が、冷凍保存または病理
解析用にストックされている。抽出済みの
DNA、RNA、蛋白に新たな症例も加えた上
で、本研究対象である神経膠腫悪性転化メチ
ル化マーカーの DNA メチル化および発現量
の解析を行い、さらには予後と関連している
かを明らかにする。メチル化解析には
MassARRAYを用い、発現解析には定量 PCR
を用いる。IGFBP2についてはすでにいくつ
かの検体でメチル化および発現解析を行っ
ており、神経膠腫の gradeに相関した発現と、
逆相関したメチル化を確認している。メチル
化のプライマー設定、解析条件が合わず
MassARRAY では安定した結果が得られな
い 可 能 性 が あ り 、 そ の 場 合 に は
pyrosequensingによる検証を行う。 
 
(2) 神経膠腫悪性転化メチル化マーカーの
検証(神経膠腫細胞株、幹細胞)  

 我々はこれまでに脳腫瘍幹細胞株を 15 例
樹立しており DNA や RNA も抽出済みであ
る。 
既知の脳腫瘍細胞株 (U87MG, U178MG, 
U251MG, U373MG など)および脳腫瘍幹細
胞において、神経膠腫悪性転化メチル化マー
カーのメチル化および発現を解析する。メチ
ル化が高く、発現が低いものに関しては、
5-Aza-2’-Deoxycytidine を用いて脱メチル処
理することで発現の上昇がみられるか確認
する。また脱メチル化処理前後の細胞におい
て、その増殖能、細胞死、運動能の変化など
を解析する。IGFBP2に関しては、幹細胞で
高発現であることが preliminaryな解析でわ
かっており、機能阻害により増殖、自己複製
能の維持、多分化能、腫瘍形成能にどの様な



影響を与えるかを、神経幹細胞での同様の実
験との比較により行う。 
 
(3) 脳腫瘍幹細胞を用いたメチル化網羅的
解析 

 東京大学先端科学技術研究センター・ゲノ
ムサイエンス部門との共同実験により、脳腫
瘍幹細胞から抽出したDNAを bisulfite変換
し、 Illumina Infinium 450K BeadArray 
Chipを用いて網羅的DNAメチル化解析を行
う。腫瘍幹細胞と、もともとの腫瘍検体や、
神経幹細胞との比較を行うことにより、腫瘍
幹細胞特異的なメチル化の異常を検出し、幹
細胞を標的とした治療につなげていく。メチ
ル化プロファイル解析や、腫瘍検体との比較
などの解析に関して研究代表者は多くの経
験があり、比較的短時間に解析可能と思われ
る。膨大なデータとなるため、コンピュータ
ーの性能によっては解析が困難になること
が予想されるため、高性能のコンピューター
による解析も予定している。 
 
(4) ヒストン修飾網羅的解析 
 研究代表者は、メチル化網羅的解析により
同定したメチル化プロファイルと、胚性幹細
胞のヒストン修飾との関連性を見出した(投
稿準備中)。しかし、実際の腫瘍検体や脳腫瘍
幹細胞におけるメチル化とヒストン修飾の
関連性については未知である。そこで、ヒス
トン修飾プロファイルについて、東京大学先
端科学技術研究センター・ゲノムサイエンス
部門との共同実験により Chip-seq 法にて網
羅的に解析する予定である。既にメチル化プ
ロファイルを取得済みの臨床検体および脳
腫瘍幹細胞において、ヒストンリジンメチル
化 マ ー ク (H3K4me3, H3K9me3, 
H3K27me3) や 、 ア セ チ ル 化 マ ー ク
(H3K27ac)のデータを取得し、メチル化デー
タと比較する。さらには、脳腫瘍幹細胞と臨
床検体の比較、悪性転化前後の検体の比較を
することで、神経膠腫の悪性化に関与する特
定のヒストン修飾や、エピジェネティックパ
スウェイの同定を目指す。 
 
(5) 標的治療、個別化治療への応用 
 上記(3)、(4)の網羅的解析から新たに同定さ
れた有望なマーカー遺伝子やエピジェネテ
ィックパスウェイに関して、臨床検体や神経
膠腫細胞株、脳腫瘍幹細胞を用いて検証をす
る。検証できたマーカーの中で特に有望と思
われるものに対して、そのエピジェネティッ
クステータスに応じて、メチル化や特定のヒ
ストン修飾を標的とした治療を、個別化療法
とし開発することを目指す。エピジェネティ
クス異常を標的とする治療薬としては、
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。 

 
４．研究成果 
(1) メチル化網羅的解析により同定した神
経膠腫悪性転化メチル化マーカーの検
証 

IGFBP2、MMP2、KLHDC7Aなどのメチ
ル化マーカーについて、MassARRAYのプラ
イマーを作成し、Infiniumの結果との相関を
確認したところ、非常に高い相関が得られた。
これらメチル化マーカーを用いて、神経膠腫
100例以上のクラスタリングを行ったところ、
Infinium によるクラスタリングと同様に
CIMP(-)、CIMP(+)、CIMP-demetylated の
3群にきれいに分かれた(図 1)。 

IGFBP2について、多数の臨床検体を用い
てメチル化と発現の解析を行うと、メチル化
と発現の逆相関が認められ、悪性転化に伴う
メチル化の低下と発現の上昇を確認するこ
とができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 神経膠腫細胞株、幹細胞を用いた検証 
脳腫瘍細胞株(U87, U251, LN229, LN229
⊿EGFR など)において、神経膠腫悪性転化
メチル化マーカーのメチル化および発現を
解析した。IGFBP2に関して、臨床検体と同
様にメチル化と発現を解析してみると、細胞
株においてはメチル化が高く発現が抑えら
れていた。 
続いて、5-Aza-2’-Deoxycytidine を用いて
脱メチル処理を行い、脱メチル前後での発現
の比較を行った。IGFBP2については、U87
で脱メチル処理後に発現の著明な上昇を認
めた。また、LN229⊿EGFRにおいても5-Aza
濃度依存性の発現の上昇が確認された(図 2) 
 幹細胞においては、IGFBP2の発現が上昇
しており、幹細胞を分化誘導すると IGFBP2
の発現が低下することが確認された。 
 次に、U87、U251 の細胞株を脱分化させ
て IGFBP2 の発現の変化を確認したところ、
脱分化処理により著明な発現の上昇を認め
た。 



 これらから、幹細胞においては IGFBP2が
重要な役割を果たしていることが示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 脳腫瘍幹細胞を用いたメチル化網羅的解
析 
 膠芽腫由来の脳腫瘍幹細胞から DNA を抽
出し、Infinium450K Chipを用いてメチル化
網羅的解析を行った。幹細胞のメチル化デー
タと、神経膠腫腫瘍検体のメチル化データを
合わせてクラスタリング解析を行ったとこ
ろ、多くの脳腫瘍幹細胞のメチル化プロファ
イルは、CIMP-demethylated のメチル化プ
ロファイルにクラスターされた(図 3)。また、
G-CIMP demethylated群で脱メチル化され
る部位は、幹細胞において低メチルとなって
いた。つまり、悪性転化して脱メチル化する
腫瘍は、幹細胞に近いメチル化プロファイル
を呈していることがわかった。この悪性転化
の機序に、幹細胞化が関わっていることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) ヒストン修飾とメチル化網羅的解析の
関連 
 メチル化網羅的解析の結果と、ヒストンメ
チル化マークとの関連を検証した。Infinium
の各プローブにおける Embryonal stem cell 
(胚性幹細胞、ES細胞)およびNormal human 
astrocyte (NHA)のヒストンメチル化マーク
をデータベースより取得し、CIMPメチル化
マーカー、CIMP脱メチルマーカーと照合し
た。 
 CIMP メチル化マーカーにおいては、
H3K4me3 マークが enrich しており、
Bivalent markの部位が他と比べて有意に多
かった。一方、CIMP脱メチル化マーカーに
おいては、H3K4me3マークは非常に少なく、
Bivalent マークの部位はほとんど認められ
なかった(図 4)。 
 このことから、悪性転化により脱メチル化
される部位は、他の CIMPマーカーとは異な
るヒストン修飾を受けていることがわかっ
た。悪性転化におけるメカニズムについて、
さらなる検証が必要と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 メチル化マーカーとヒストン修飾との関連 
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