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研究室紹介

　国際医療センター教員研究棟 7階に位置する脳脊髄
腫瘍科の研究室は，2007年4月のセンター開設時点に，
それまでの毛呂の埼玉医科大学脳神経外科研究室から
分離移転する形で発足した．分子遺伝学，病理学，細
胞培養などに対応する体制を確立し，脳腫瘍に見られ
る遺伝子異常の解析を中心に研究を行っている．
　脳腫瘍研究における遺伝子解析には以下に述べる
ように大きく2つの意義がある．第 1には，特定の遺伝
子異常が診断，治療感受性，予後と相関することが確
認されていて，こうした遺伝子異常の解析は，脳腫瘍
を専門に扱っている施設では今や必須の情報となっ
ている．第 2に，変異 EGFR遺伝子や変異BRAF遺伝
子の特異的な阻害剤がそれぞれの異常を有する肺非
小細胞癌や転移性悪性黒色腫に奏効することが示さ
れたように，脳腫瘍にみられる特異的な遺伝子異常
が治療に応用され成功を収める可能性を秘めている
からである．神経膠腫をはじめとする悪性脳腫瘍は
浸潤性が高く，放射線照射や化学療法などの治療に
も抵抗性を示す極めて難治性の腫瘍である．脳という
臓器の特殊性ゆえ外科的に全摘出をして治癒を期待
するのは困難であり，新たな治療法の開発が急務と
なっている．
　研究室を構成するメンバーは国際医療センター
脳脊髄腫瘍科医師の他に，研究助手の遠竹恭子
と渡邊こずえ（非常勤）が試料作製や保存，免疫
染色などの基礎的実験業務に携わっている．以下
に当研究室にて過去に行ってきた，あるいは現在
遂行中の研究について簡単に紹介する．

＜神経膠腫の診断や予後に関連する分子マーカーの
解析＞
　神経膠腫の治療反応性と予後を規定する重要な
因子として，（1）染色体 1p，19qの欠失の有無，（2）
O6 -methylguanine-DNA methyltransferase（MGMT）

遺伝子プロモーターのメチル化の状態，（3）Isocitrate 
dehydrogenase 1（IDH1）遺伝子の変異の有無が重要
であることが知られている．これらの分子マーカーの
解析をルーチンに行い，例えば染色体 1p，19q欠失に
関してはFluorescence in situ hybridization（FISH）法
にて検出を行っている．MGMT遺伝子プロモーター
のメチル化を持つ膠芽腫は抗腫瘍薬テモゾロミドへ
の感受性が期待でき，生存期間の延長効果がみられる
ことが知られている．このMGMT遺伝子のプロモー
ターのメチル化については，メチル化感受性高解像能
融解曲線分析法にて定量的に検索している．
　メチル化感受性高解像能融解曲線分析法とは，
まず神経膠腫組織由来のDNAにbisulfite処置を施
した後に，飽和型インターカレート色素の存在下で
MGMT遺伝子プロモーター領域をLightCyclerシステ
ムを用いてPCR増幅する．その後，引き続き融解曲線
データを微分プロットに変換してピークとして表示
するTm callingアルゴリズムにより解析して，非メチ
ル化とメチル化DNAの割合を算出する定量的な解析
法である．我々はこの方法をIDH1遺伝子の点突然変
異の有無についての解析にも応用している．IDH1遺
伝子の突然変異の検出においては，Sanger DNAシー
クエンス法（正しい結果を得るのに腫瘍純度が約 20％
以上必要）よりも，1塩基変異を高感度に検出できる
（腫瘍純度が約 1％で変異の検出可能）．また，小児の
主に脳幹に発生するびまん性神経膠腫で高頻度に異常
がみられることが最近のゲノム解析によって明らか
になった，Histone H3.3遺伝子の変異や毛様細胞性星
細胞腫の一部にみられるBRAF遺伝子のV600E変異に
ついても同様の方法で解析している．

＜中枢神経悪性リンパ腫におけるMGMT 遺伝子プロ
モーターメチル化の定量的解析とテモゾロミドへの治
療反応性の検討＞
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　中枢神経悪性リンパ腫に対する化学療法は大量メソ
トレキセート療法が標準治療であるが，再発や治療抵
抗性の症例の一部には，前出のテモゾロミドが有効な
例が存在する．再発中枢神経悪性リンパ腫にテモゾロ
ミド治療をおこなった症例でこれが有効であった症
例はすべて，メチル化感受性高解像能融解曲線分析法
にてMGMT遺伝子のプロモーターが高メチル化を示
していた．従って，MGMT遺伝子のプロモーターメ
チル化は膠芽腫だけでなく，中枢神経悪性リンパ腫に
おいてもテモゾロミド治療効果を予測する分子マー
カーになりうる．

＜マイクロアレイ解析を用いた神経膠腫のポルフィ
リン代謝経路の解析＞
　境界不明瞭で浸潤性腫瘍である神経膠腫の摘出には
5アミノレブリン酸（5 -ALA）を用いた蛍光診断下の摘
出が有効であり広く用いられている．しかしすべての
腫瘍で蛍光発光が得られるわけではなく，また5 -ALA
を投与することにより，悪性腫瘍細胞が特異的に発光
する機序についての詳細は不明である．そこで，我々
はマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析
から，5 -ALAによる蛍光発色メカニズムに関わる遺
伝子の探索と蛍光発色における機能解析を行った．
　神経膠腫患者の腫瘍において，同一症例で蛍光診断
陽性・陰性腫瘍部が併存して認められた検体を用い，
その蛍光陽性・陰性腫瘍部それぞれより抽出した
RNAを使用して，マイクロアレイによる遺伝子発現解
析を行った．解析によって策定した蛍光陽性・陰性規
定候補遺伝子については，real-time RT-PCR法によっ
て詳細な遺伝子発現レベルの確認を行った．
　遺伝子発現解析の結果，Cadherin 13（CDH13）が
蛍光陰性腫瘍において蛍光陽性腫瘍に比べ，有意に
高発現していることが示された．CDH13は神経細胞
の成長抑制，乳癌，卵巣癌，肺癌における過剰メチ
ル化や欠失による発現低下などが報告されており，
腫瘍細胞増殖の抑制に関与していると考えられてい
る分子である．さらに，膠芽腫細胞株であるU251に
対してCDH13のノックダウン実験を行ったところ，
発光物質であるPPIXの細胞内含有量が有意に増加
した．また，CDH13をノックダウンしたU251細胞を
用いたマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析
を行ったところ，PPIXの輸送に関与するATP-binding 
cassette transporter（ABCG2）が減少し，Oligopeptide 
transporter 1（PEPT1）は上昇していた．ABCG2は
薬物排出に関わる物質であり，ポルフィリン代謝に
おいては，ヘムやポルフィリンを細胞外へ排出する
トランスポーターの一つと考えられている．一方，
PEPT1はポルフィリンの細胞内流入に関わるトラン
スポーターとして働いており，5 -ALAによる蛍光発色
において，ポルフィリンの輸送に大きく関わっている

と考えられる．
　以上の結果から，神経膠腫の蛍光陽性部位では
CDH13遺伝子の発現が低下しており，それに伴う
ABCG2の発現抑制とPEPT1の発現亢進によって，細
胞内へのPPIX蓄積が促進されているのではないかと
推測された．

＜希少脳腫瘍における遺伝子プロファイリングの
確立＞
　脳腫瘍のなかで，中枢神経悪性リンパ腫，頭蓋内胚
細胞腫，髄芽腫，上衣腫は頻度も少なく，そこに存在
する遺伝子異常は十分に明らかにされていない．
　また，難治性で特に再発時に有効な治療法が極め
て少ないのが現状である．そこで，多施設共同研究
体制を組んで症例を集積し網羅的遺伝子解析を行っ
ている．その結果が，遺伝子プロファイリングに基
づいた新たな病型診断，治療法の選択に役立つことが
期待され，さらに新規分子標的薬の開発の契機となる
可能性がある．
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