
27埼玉医科大学雑誌　第 41 巻　第 1 号　平成 26 年 8 月

学内グラント  報告書

＊国際医療センター　脳神経外科／脳脊髄腫瘍科

緒　言

　 神 経 膠 腫 の 予 後 を 予 測 す る 分 子 マ ー カ ー と
し て 現 在 確 立 し て い る 因 子 と し て は，MGMT

（O6-me thy lguan ine -DNA methy l t rans ferase）
遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 の 有 無，IDH1 

（Isocitrate dehydrogenase 1）遺 伝 子 の 変 異 の 有 無，
染色体 1p/19q の共欠失の有無の3つが挙げられる．
すなわち，MGMT プロモーターメチル化の存在，
或 い は 染 色 体 1p/19q 共 欠 失 の 存 在 は grade 3, 4 
神 経 膠 腫 で，IDH1 変 異 の 存 在 は grade 2 〜 4 
神経膠腫で予後良好因子と言われている 1)．しかし
ながら，これらの事実は成人神経膠腫に当てはまる
ものであり，小児や若年者神経膠腫での解析から
得られたものではない．小児神経膠腫は，その発生
や進展に関与する遺伝子異常は成人神経膠腫とは
明らかに異なり，予後予測因子として確立された分子
マーカーは現時点では存在しない2, 3)．
　最 近，20 歳 以 下 の 小 児 及 び 若 年 者 の 神 経 膠 腫
の う ち， び ま ん 性 脳 幹 神 経 膠 腫 の70 ％ 以 上，
テ ン ト 上 神 経 膠 腫 の 約 30 ％ で ヒ ス ト ンH3.3
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の コ ド ン27か，
コ ド ン34の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る 変 異 の 存 在 が
確認された 4, 5)．ヒストンH3.3の機能に変化が生じる
と，ヌクレオソームの構造や機能が変わり，遺伝子の
正常な転写調節が困難になったり，テロメアが不安定
と な り 細 胞 の 不 死 化 に 繋 が る と 言 わ れ て い る 6)．
Khuong-Quang ら は ヒ ス ト ンH3.3 遺 伝 子 変 異 の
う ち， コ ド ン27の ア ミ ノ 酸 lysine が methionineに
置き換わった（K27M）症例では予後が不良であったと
報告している 7)が，症例数が少ないため予後因子とな
りうるかどうかは現段階では判然としない．
　そこで，今回，我々は当施設での小児及び若年者

神経膠腫 33 例を用い，ヒストンH3.3 遺伝子のコドン
27とコドン34の変異につき解析を行い，臨床データと
の関連を比較して，ヒストンH3.3 遺伝子変異が小児
及び若年者神経膠腫の予後を予測する分子マーカーに
なりうる可能性につき検討することとした．

症例，方法

　画像診断で神経膠腫が疑われ，インフォームド
コンセントが取得できた患者（20 歳未満の小児及び
若年者が患者なので，その保護者から取得）を対象
とした．当科にて手術で腫瘍組織が得られた初発の
小児〜若年のテント上下グリオーマ33 例を対象と
した．内訳は low-grade glioma （LGG）が12 例，high-
grade glioma （HGG）が21 例であった．手術時に採取
し た 腫 瘍 組 織 を，UltraClean Tissue & Cell DNA 
Isolation Kit （MO BIO Laboratories 社）を用いてDNA
を採取した．抽出し精製したDNAを，LightCycler480
システム（ロシュ・ダイアグノスティクス）を用いた
高解像能融解曲線分析法にて，まずヒストンH3.3
遺 伝 子 の コ ド ン27 及 び コ ド ン34に 変 異 が な い か
どうかのスクリーニングを行った．高解像能融解
曲線分析法の詳細は以下の条件とした．まず，目的
の ヒ ス ト ンH3.3 遺 伝 子 の コ ド ン27 及 び コ ド ン34
を 夾 ん でPCRで 増 幅 し た．PCRの プ ラ イ マ ー は
Khuong-Quangら 7)の 報 告 に 基 づ い て デ ザ イ ン
し た（ 表 1）．DNAイ ン タ ー カ レ ー ト 色 素 を 含 む 
LightCycler HRM マスターミックス（ロシュ社）を
使用し，反応液量20 μlとしてPCR反応を進めた．
　PCR サイクルの条件は以下の通りとした．

DNA変成：95℃，3分．
PCR サ イ ク ル：94 ℃，30 秒 （DNA 変 成 ） ／ 57 ℃，
30 秒 （アニーリング）／ 72℃，40 秒 （DNA 伸長）の
条件で30回のサイクル後に72℃，40秒 （最終伸長）．
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　この後に融解曲線へのステップとして95℃ 1 分，
50℃ 1 分，72℃ 5 秒の後，95℃へ向かって1℃につき
30 回連続して蛍光を取得した．ヒストンH3.3 遺伝子
に変異があると，変異の無い野生型と比べて2 本
鎖 DNAにミスマッチが生じてDNA 融解温度が上昇
した．この融解温度の違いをLightCycler480システム
が図 1のように解析してヒストンH3.3 遺伝子変異の
有無が検出された．以上の高解像能融解曲線分析法
にて遺伝子変異の存在が推定されるサンプルに対し
て，引き続き ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer（Life 
Technologies） を用いて直接シークエンス法を行い，

変異の部位と種類を同定した．

結　果

　LGG 例では本遺伝子変異はみられなかった．3 例の
HGGにおいてコドン27でのAAG(K) → ATG(M) 変異
がみられた（表2）．これらの3例は摘出術後に照射，化
学療法を行ったが，全て術後 4 ヵ月以内に播種再発し
全経過 7 ヵ月以内に死亡した．この経過は，ヒストン
H3.3 遺伝子変異のみられないHGGと比して明らかに
悪かった（表3，図1）．

表 1.

図 1. Anaplastic oligodendroglioma case with K27M mutation in histone H3.3. Upper panel show non-enhanced and enhanced 
axial T1-weighted magnetic resonance images in the left cerebellar hemisphere. The lower left panel shows the positive 
derivative of the melting curve allowing visualization of this case harboring K27M mutation, mutiple curves are present 
because reactions were performed at least triplicate; the lower right panels show the DNA sequence trace of this tumor 
and the histone H3.3 wild-type tumor.



29小児及び若年者神経膠腫における予後因子としてのヒストンH3.3遺伝子変異の解析

表 2.

表 3.
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考　察

　ヒストンH3.3 遺伝子変異が見られたグリオーマ
は全てHGGであり，この遺伝子異常は小児〜若年
グリオーマの進展に関与するものと思われた．また，
変異を有する腫瘍は予後不良で，本遺伝子変異が小児
〜若年グリオーマの予後因子としての意義を有する
可能性が示唆された．
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