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緒緒  言言  

 
神経膠腫（グリオーマ）は難治性脳腫瘍であり革新的な治療法の開発が急務となっている。グリオーマの代表的な遺

伝子異常として IDH 変異が挙げられる。IDH 変異（主に IDH1R132H）は低悪性度グリオーマの約9 割に存在する。

一方原発性の膠芽腫（グリオブラストーマ）では9割が IDH野生型で、残りは低悪性度 IDH変異グリオーマが悪性転

化することで二次的にグリオブラストーマ様の表現型となったものである。このような背景を基にグリオーマは現在

IDH 野生型、IDH 変異型に分子分類化されている。高悪性度グリオーマに対する現在の標準治療は外科治療、放射線

治療とアルキル化剤テモゾロミド（TMZ）を用いた化学療法の併用である。TMZはDNA修復に関わるミスマッチ修

復機構（MMR）の消耗を通じて細胞毒性を発揮する。これに対し、特に IDH変異グリオーマでは、TMZの長期投与

により高率に MMR 関連遺伝子変異が細胞内に生じることが知られている。この結果 MMR を通じた DNA 修復が妨

げられ、腫瘍細胞DNA内に変異が蓄積し（DNA hypermutation phenotype (HM)）、更には悪性転化が生じると考え

られている。すなわち本来治療薬であるはずのTMZにより、DNA修復障害を通じて悪性転化を惹起することが IDH
変異グリオーマに対する現行の治療上の課題として挙げられる。これに対してFDA がHM を呈する腫瘍や MMR 欠

損腫瘍に対して免疫チェックポイント阻害剤を承認したように、TMZ 投与後に HM を呈した再発 IDH 変異グリオー

マに対する免疫チェックポイント阻害剤を用いた治療が新たな治療法として期待されてきた。しかしながら近年の報告

によるとその効果は限定的であることが判明している［1］。重要な点としてHMが IDH変異型でなぜ高率に生じるの

か機序は不明なままであり、逆にこの分子機序が明らかになれば、独創的な治療法の開発につながることが期待される。

特にDNA修復機構や免疫応答機序に関しては IDH変異による直接的な影響［2］とともに、HMを通じて大きく変化

していることが予想されることから、この機序を応用した強力な治療法が見いだされる可能性がある。研究代表者らは

これまでに世界最大規模の患者由来 IDH1変異グリオーマ細胞株（patient-derived xenograft：PDX）の樹立に成功し

ており［3，4］、また最近では、内因性のDNA 高変異状態を呈する腫瘍を由来とした IDH1変異グリオーマ細胞株の

樹立に成功した［5］。本研究では内因性、外因性にHMを呈したグリオーマ細胞株を用いてHMに関連する遺伝子異

常パターンを検証した。またコントロールと比較して HM が腫瘍形成促進に寄与するか検討した。さらには全エクソ

ームシークエンス（whole exome sequencing：WES）を通じて変異パターンを解析するとともに、ドライバー遺伝子

候補を検討した。加えてhigh throughput drug screening（HTS）を行い、コントロールモデルとの対比を通じて治療

薬剤候補を探求した。その他内因性DNA 高変異グリオーマ（YMG6R）に対して、経時的に採取した腫瘍から細胞株

樹立を行い、ドライバー遺伝子異常の同定とDNA高変異がどのように変化するか検討した。 
  

方方  法法  

  

１１．． 外外因因性性 IIDDHH11変変異異DDNNAA高高変変異異状状態態神神経経膠膠腫腫モモデデルルのの作作製製（（ミミススママッッチチ修修復復遺遺伝伝子子抑抑制制モモデデルル））    
我々が初発の臨床検体から独自に樹立した IDH1変異グリオーマ細胞株であるMGG152を用いて［4］、MMR遺伝

子の一つであるMSH6を knockdownした上でDMSO またはTMZ（200μM）を4ヶ月間長期投与した［6］。治療

後の細胞を用いて生存分析を行うとともに DNA を採取後、WES を施行した。遺伝子異常と DNA 高変異状態発現の
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関連付けを図った。 
22．．外外因因性性 IIDDHH11変変異異DDNNAA高高変変異異状状態態神神経経膠膠腫腫モモデデルルのの作作製製（（ミミススママッッチチ修修復復遺遺伝伝子子保保持持モモデデルル））  

MGG152（TMZ未治療）に対してnon-silencing（NS）gene をknockdownした後DMSOまたはTMZ（200μM）

を1と同様のプロトコールにて4ヶ月間投与した。DNAを採取後、WESを施行した。 
33．．内内因因性性DDNNAA高高変変異異ググリリオオーーママモモデデルル（（YYMMGG66RR））のの樹樹立立  
悪性転化後、研究機関内の附属病院にて採取したグリオーマ（YMG6R）から初代培養細胞、PDXを作製するととも

に次世代シークエンス法によりドライバー遺伝子異常の同定を図った。 
44．．標標的的薬薬のの探探索索  

2 で作製したDMSO もしくはTMZ 治療細胞に対してDNA 高変異 IDH1 変異グリオーマ細胞とコントロール細胞

に対して1,280化合物を用いてHTSを行い、有効な化合物の探索を図った。 
  

結結  果果  

  

MGG152細胞に対しMSH6 knockdown（MGG152-MSH6）及びnon-silencing gene knockdown（MGG152-NS, 
コントロール）細胞を作製した（図1）［6］。MGG152-MSH6細胞に対しTMZの感受性を検討したところコントロー

ルと比較してTMZ抵抗性が確認された。これらの細胞（2種）に対しDMSO、TMZ 200μMの4ヶ月間に及ぶ連続

投与を行った。 

 
図1．mismatch repair gene抑制後のTMZ感受性試験 

MSH6 knockdown細胞の樹立（左）とTMZ耐性の存在を確認（右）。 
 

4 種類の細胞株からDNA を抽出後、全エキソン解析を施行した。その結果、MGG152-MSH6 細胞ではコントロー

ルと比較してTMZ治療細胞における追加 single nucleotide variant（SNV）は10,330箇所、tumor mutational burden 
（TMB）はコントロールと比較して 83.7 倍の上昇を認めた。遺伝子変異パターンは G＞A 変異が 48.89％、C＞T 変

異が48.27％と97％以上がG：C＞A：T変異パターンであり、TMZ誘発性DNA高変異を示唆する結果であった。な

おMMR遺伝子（MSH6、MSH2、MLSH1、PMS2）の変異は検出されなかった。Clinical Significance（CLNSIG）

でpathogenic（もしくは likely pathogenic）と位置づけられた変異としてSCN5A、PPTN11、CYP4F22、PRKCG、

COL1A2、ARHGEF10、ACVRL1、F9の8種類が挙げられ、そのいずれもG：C＞A：T変異パターンを呈していた。

なおmicrosatellite instability（MSI）の存在は指摘されなかった。 
次に MGG152-NS 細胞でも同様の解析を行った。コントロールと比較して TMZ 治療細胞における追加 single 

nucleotide variant（SNV）は12,024箇所、tumor mutational burden（TMB）はコントロールと比較して83.5倍に

上昇していた。遺伝子変異パターンはG＞A変異が45.63％、C＞T変異が49.54％と95％以上が同様のG：C＞A：T
変異パターンであり、こちらも TMZ 誘発性 DNA 高変異を示唆する結果であった。MSI は同様に指摘されなかった。

なおMMR遺伝子であるMSH2、PMS2のmissense変異（いずれもC＞T）を認めた（表1）。CLNSIGでpathogenic
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（もしくは likely pathogenic）と位置づけられた変異としてSLC22A5、PEX7、ABHD12の3種類が検出され、上記

と同様にそのいずれもG：C＞A：T変異パターンであった。 
 

表1．遺伝子変異数と変異パターン 

 
MGG152 細胞に対しnon-silencing gene、MSH6 gene を抑制後DMSO あるいはTMZ 投与後に施行し

た全エキソン解析結果。 
 

HMが腫瘍形成能に及ぼす影響を探索すべく4ヶ月間のDMSOもしくはTMZ治療後のMGG152-MSH6細胞10５

個を免疫不全マウス（SCID Beige）の大脳基底核へ定位的に移植した。生存曲線を用いて比較検討を行ったものの、 

両群間に明らかな有意差は認めなかった。 
HMを呈した細胞に対する新規治療アプローチの探索を図るため、ドラッグスクリーニングを施行した。具体的には

MGG152-MSH6細胞をDMSOもしくはTMZ（200μM）を4ヶ月投与した。それぞれの細胞（3×10４/each well）
を1,280化合物（5μM、Tocris max2.0、Tocris）を添加した96 well plateに散布した。72時間後、CellTiter-Gloを
用いて cell viability assayを行い、DMSOコントロール細胞と比較して、cell viability値が80％以上（不応）でTMZ
治療細胞の cell viability が 20％以下（高感受性）の細胞をピックアップした。その結果 27／1280（2.1％）の化合物

が標的候補として抽出された。現在 MGG152-NS 細胞に対しても同様の解析を進めており、再現性のある化合物を特

定した上で更に検討を進める予定である。免疫応答に関連する薬剤についても検討を図っている。 
YMG6R（anaplastic oligodendroglioma, IDH1 mutant）から再発 （YMG6R3T）、再再発 （YMG6R4T）検体を

採取し, がんゲノムパネルを用いた解析 （MGH-SNaPshot）を施行した。その結果、YMG6R4TではYMG6R3Tと

比較して変異数が著明に低下していた。一方ドライバー変異と考えられる PIK3CA（E542K）変異は YMG6R3T、
YMG6R4Tのいずれからも検出された。更にこれらの細胞からPDXを樹立し、同様の解析を行ったところYMG6R4T
由来のPDXではoligodendroglioma形成に必須の IDH1、TERT変異以外にはPIK3CA変異のみが検出された。一方

YMG6R3TではPIK3CA変異以外にG：C＞A：T変異パターンを呈する複数の変異が検出され、これらのうち約半数

の変異は患者検体と共有していた。 
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考考  察察  

  

IDH 変異は低悪性度グリオーマに最も高頻度に認められる遺伝子異常であり、DNA、ヒストンのメチル化を誘導す

ることで腫瘍発生の初期段階における重要な役割を果たす。グリオーマに対する第一選択の治療薬は TMZ であるが、

特に IDH 変異グリオーマに対し TMZ は治療効果をもたらす反面、“DNA 高変異状態（HM）を引き起こし、悪性転

化を誘導する”とされている。しかしながらその詳細な機序の解明には至っていない。これに対して本研究成果として、

モデルの樹立を通じて IDH1 変異グリオーマに対する HM への移行プロセスの評価が世界に先駆けて研究レベルで可

能となった。またHMを呈した IDH1変異グリオーマに対する、新規治療法の開発を行う研究基盤が確立された。 
本研究では、独自に樹立したMGG152 細胞を用いて、最初にMMR 遺伝子であるMSH6 をノックダウンし、その

後TMZ の長期投与を図った。その結果DNA レベルでのHM が認められた。次に比較検討を図るため non-silencing 
（NS）geneをknockdownし、TMZを長期投与したところ、こちらも同様にHMが生じた。なお、前者では他のMMR
変異は検出されず、後者では MMR 遺伝子の MSH2, PMS2 に変異が新たに出現していた。このことは TMZ による

MMR 変異（恐らく G：C＞A：T 置換）が起点となり、そこに TMZ による刺激が継続的に加わることで急激な HM
化が生じた可能性が示唆された。今後TMZ治療中に経時的にDNAを採取しWESによる解析を行うことでHMに対

する理解が更に深まり、またHM発生を抑制する治療法の開発につながることも期待される。一方でHM化が腫瘍形

成促進に寄与するとした仮説は MGG152-MSH6 細胞を用いた今回の検討では立証されなかった。確証実験として今

後 MGG152-NS 細胞を用いて同様の実験を予定している。なお内因性 HM 細胞である YMG6R を用いた検討では、

変異数は時系列で減少していたことからも、HM細胞は経時的に淘汰されうる、言い換えれば変異の大多数はパッセン

ジャー変異である可能性が疑われた。一方でPIK3CAE542Kのようなドライバー遺伝子異常がHMに伴い出現するこ

とで急激な腫瘍形成促進・悪性化につながる可能性が示唆された。このことからも HM に伴い生じたドライバー変異

こそが重要な分子標的治療候補であることが考えられ、このような遺伝子異常を非侵襲的に評価でき、更には分子標的

治療が発展することで IDH 変異グリオーマの治療にパラダイムシフトが生じる可能性がある。一方 HTS の結果から

複数の治療候補剤が同定された。今後これらの候補薬剤が HM そのものに対する治療標的かを含め更なる検討が必要

である。今後本研究を更に進めることで IDH変異グリオーマに対する新たな知見を創出することを目指したい。 
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