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術中迅速変異型 IDH1遺伝子検出のグリオーマ手術への応用

緒　言

　IDH1（染色体 2q34 上）はイソクエン酸脱水素酵素
（IDH: Isocitrate Dehydrogenase）に属して，NADPを
補酵素としてイソクエン酸をα −ケトグルタール酸に
変換するという細胞のエネルギー代謝，クエン酸回路
に関わる機能を持っている．2009 年に，WHO grade2
及びgrade3の星細胞腫，乏突起膠腫，さらに続発性
膠芽腫（secondary glioblastoma）を含めたグリオーマ
の50 -70％以上に IDH1の点突然変異がみられること
が明らかになった 1 -3)．そして，点突然変異の起こる
アミノ酸はグリオーマではIDH1 遺伝子のR132 変異

（アミノ酸残基 132 番目のアルギニンが他のアミノ酸
に置換）にほぼ限られていることが判明した 1)．この
IDH1 遺伝子の点突然変異は正常細胞やグリオーマ
以外の固形癌では観察されないことが報告されて
おり 1)，また，この変異はグリア細胞が低悪性度グリ
オーマから高悪性度グリオーマへと進展する過程の
比較的初期の段階で出現することもわかっている 1, 4)．
従って，このIDH1 遺伝子変異が検出されればグリ
オーマであることは間違いなく，グリオーマの遺伝子
診断への応用が可能になると考え，これをグリオーマ
手術時の迅速診断に応用させるべく本研究を行った．

材料と方法

　 画 像 診 断 で グ リ オ ー マ が 疑 わ れ た 患 者 を
対 象 と し 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．必要な腫
瘍組織は径約 2ミリ（10 -15 mg 相当）であった．DNA
抽出から精製に要する時間は約 15 分を要した．精製
DNAをLightCycler480システム（ロシュ・ダイアグノ
スティクス）を用いて高解像能融解曲線分析法にて
IDH1遺伝子のR132点突然変異の有無を解析した．

　高解像能融解曲線分析法は以下の様に行った．まず，
目 的 のIDH1 遺 伝 子 R132を 夾 ん でPCRで 増 幅し た．
PCRのプライマーはPardanani5)らの報告に基づいて
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，総反応液量 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である．

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）．

　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．以上，全経過約50〜60
分で解析結果が得られた．IDH1 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システムで解析しIDH1 遺伝
子変異が検出された（図 1）．以上設定した迅速診断用
プロトコールで得られた結果と，通常の解析（アニー
リング時間とDNA 伸長時間が上記の2 倍）で得られた
結果と比較した．

結　果

　6 例のグリオーマ症例（びまん性星細胞腫 2 例，乏突
起膠腫 2 例，退形成性星細胞腫 1 例，膠芽腫 1 例）で，
IDH1 変異について通常の解析と迅速診断用の解析の
両者を行ったところ，全ての症例で通常法と迅速法い
ずれでも同じ結果が得られた（表2，図2）．

考　察

　IDH1 変異の同定には，我々の用いた方法以外に直
接 DNAシークエンス法，免疫染色法がある．前者では
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解析に数時間を要するため迅速診断には使えない．
後者では，現在の市販の抗体がR132H 変異タンパク質
のみの検出のため，R132 変異の全てを網羅できない．
我々の方法では，組織採取から約 50 -60 分で全ての

IDH1R132 変異陽性グリオーマを判定できた．また，
本法はIDH1 変異陽性低悪性度グリオーマとグリオー
シスなどの非腫瘍性組織との鑑別において，術中病理
診断の補助として有用と考えられた．
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