
１６－１４ 「放射線・化学療法が有効な悪性神経膠腫の遺伝子学的

特徴の解析と新規治療法の開発」に関する研究 

主任研究者 国立がんセンター中央病院脳神経外科医長 渋井壮一郎 

 

研究成果の要旨 

 癌の中でも最も予後の悪い膠芽腫(Glioblastoma)を含む悪性神経膠腫について FISH 法と、

Micoarray を用いた網羅的な腫瘍細胞の遺伝子発現の解析を行うことにより、化学療法や放射線治療

が有効な症例の遺伝子学的特徴を特定し、新規治療法を開発することを目的とした。 

 Glioblastoma 症例の 1p LOH(+)/19q LOH(-)群では、ニトソロウレアによる初期治療から再発まで

の期間が他の群に比べて有意に延長していることが明らかとなった。1p LOH(+)/19q LOH(+)群では、

ニトロソウレアにより再発しても CBDCA/VP-16 また Temozlomide 投与により生存期間が延長し、1p 

LOH(+)症例では積極的に化学療法を行う必要があることが示唆された。これらの LOH に関連する遺

伝子や、予後悪化遺伝子を特定するために Microarray を用いた解析をおこなった。 

 本研究により多数の悪性神経膠腫の遺伝子発現プロファイルを蓄積することができ、今後も脳腫

瘍遺伝子プロファイルデータベースとして活用することが可能となった。 
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研究報告 

１ 研究目的 

  悪性脳腫瘍の中で最も多い膠芽腫(Glioblastoma) 

の５年生存率は１０％以下であり、手術・放射線化学

療法の進歩にもかかわらず、あらゆる癌の中でも最も

予後の悪い腫瘍である。本研究においては、手術症例

の FISH 法による遺伝子解析や、Micoarray を用いた網

羅的な腫瘍細胞の遺伝子発現の解析を行い、ニトロソ

ウレア等の化学療法や放射線治療が有効な症例の遺伝

子学的特徴を特定する。これらの解析から得られた悪

性神経膠腫の遺伝子学的特徴を他の癌腫で得られた

Microarray のデータと比較検討することにより、他の

癌腫で投与された抗癌剤の中で悪性神経膠腫にも有効

と考えられる抗癌剤を見いだし、悪性神経膠腫に対す

る新規治療法を開発することを目的とする。 

  現在 Microarray を用いた様々な癌の遺伝子プロフ

ァイルの大規模な構築が国内のいくつかの施設で進行

中であるが、脳腫瘍は分類が複雑なため、いずれの研

究においても脳腫瘍は含まれていない。したがって、

Diffuse Astrocytoma（ DA:Grade II 星細胞腫）・

Anaplastic Astrocytoma（AA:Grade III 悪性星細胞

腫）・Oligodendroglioma（OD:Grade II 乏突起膠腫）・

Anaplastic Oligodendroglioma / Anaplastic  

Oligoastrocytoma （AO/AOA Grade III 悪性乏突起膠

腫／悪性乏突起星細胞腫）・Glioblastoma（GBM:Grade 

IV 膠芽腫）を含む神経膠腫についても、症例数の多い

今回の共同研究施設から腫瘍検体を集め、Microarray

を用いて腫瘍の遺伝子学的特徴を解析し、国内におけ

る脳腫瘍の遺伝子プロファイルデータベース構築の基

礎を固める。 

 

２ 研究方法 

 各施設の倫理審査委員会の承認をえて、脳腫瘍の手術

標本・凍結組織・臨床情報を匿名化したうえで提供をう

け、国立がんセンター研究所で検体の解析を行った。 

 脳腫瘍組織の FISH は、未染色標本を用いて、Vysis 社

の1p/19q probe, EGFR probe, PTEN probeを用いて行い、

蛍光顕微鏡で観察した。LOH の判定は、DAPI で染色した

腫瘍細胞の核を 200 個以上数え、50%以上に LOH が見られ

る症例を LOH ありと判断した。Microarray 解析は、

Affymetrix 社の Human HG 133 plus を用いて解析を行っ

た。FISH の結果と、Microarray 解析による遺伝子発現プ

ロファイルを治療効果・生存期間などの臨床情報をもと

に解析を行った。 

 

３ 研究成果 

(1) GBM（膠芽腫）における 1p/19q LOH と予後との相関 

  Glioma の中で、AO/AOA Grade III においては、染色

体 1p/19q の LOH のあるものが、PCV (Procarbazine, 

CCNU, Vincristine )に対する感受性が高く、予後が良

いことはこれまで報告されてきた。しかしこれまでの

ところ、GBM や AA Grade III については 1p/19q LOH

と予後との相関は明らかにされていない。これまでの

LOH の解析は、腫瘍細胞から DNA を抽出し、Gene Scan

を用いた PCR 法で主におこなわれてきたが、この方法

の問題点は、腫瘍細胞それぞれの LOH は判別できず、

GBM （多形性膠芽腫）のように、細胞によって遺伝子

発現が異なる腫瘍の解析は困難であった。また GBM は

血管内皮の増生が特徴的であるが、Gene Scan による

解析では、血管内皮等の正常細胞の混在を排除するこ

とが難しかった。そこで、未染色パラフィン標本を用

いて FISH 法により細胞それぞれの LOH 解析を Glioma

症例 60 症例を用いて解析した。Probe は Vysis 社の

1p36 (LOH 対 象 )/1p25(control), 19q13(LOH 対

象 )/19p13(control) を 用 い て 未 染 色 標 本 と の

hybridization を行い、蛍光顕微鏡で観察し、200 個以

上の細胞内をカウントし、LOH が見られる割合が 50%

以上の検体を LOH ありと判断した。 

  この方法の妥当性を検証するために、OA, AO / AOA

についてまず、LOH を解析した。Glioma は主に

Astrocytoma系腫瘍とoliogodendroglioma系腫瘍に大

き く 分 類 さ れ る が 、 1p/19q LOH は 比 較 的

oligodendroglioma 系腫瘍に特徴的であるとされ、

Gene Scan での解析結果が、HE標本を用いた病理診断

の補助診断になっていた。FISH 法による OA, AO / AOA

の 1p/19q LOH の割合は、それぞれ、100%/100%、67%/50%

で、さらに腫瘍細胞の 75%以上に LOH がみられる腫瘍

細胞は、それぞれ、67%/56%、50%/34%と、これまでの

報告とほぼ同様であった。 

  GBM については、その腫瘍細胞の多様性を反映し、

1p/19q LOH の割合は、68%/48%であった。GBM に対して

は、手術後初期治療として局所放射線照射(60Gy)と

Nitrosourea (ACNU)が用いられ、再発するまで ACNU

を 2 ヶ月おきに投与する。再発後は Carboplatin 

(CBDCA) / Etoposide (VP-16)あるいは、最近では国外

で標準的に使用されているものの日本国内では未承認

の Temozolomide (TMZ)も個人輸入による治療も行われ

ている。そこで、GBM における 1p/19q LOH の有無と予
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後との相関について、TTP (time to progression)・OS 

(overall survival)を用いて分析した。ACNU による初

期治療からの Median TTP は 1p LOH(+)群/1p LOH(-)群

および 19q LOH(+)群/19q LOH(-)群で、6.2 ヶ月/3.3

ヶ月 (Logrank p=0.06)、3.7 ヶ月/4.1 ヶ月 (Logrank 

p=0.33)とあきらかな有意差は見られず、OS について

は全く差が認められなかった。GBM においては、1p 

LOH(+)/19q LOH(+)群、1p LOH(+)/19q LOH(-)群、1p 

LOH(-)/19q LOH(+)群、1p LOH(-)/19q LOH(-)群はそれ

ぞれ、40%、28%、4%、24%であったが、図 1に示すよう

に、1p LOH(+)/19q LOH(-)群では、有意に ACNU による

TTP が延長していた(Logrank p<0.01)。また、OSにつ

いては図 2に示すように、1p LOH(+)/19q LOH(+)群と

1p LOH(+)/19q LOH(-)群は、1p LOH(-)群に比較して生

存期間の延長をみとめた。これらのことより、1p 

LOH(+)/19q LOH(-)群は ACNU を用いた初期治療による

再発までの期間が延長していることが明らかになり、

これらの症例においては ACNU による初期治療が有用

であることが明らかとなった。1p LOH(+)群では、1p 

LOH(-)群に比べ生存期間が長かったが、特に 1p 

LOH(+)/19q LOH(+)症例では、ACNU による再発後、

CBDCA/VP-16 また TMZ を使用することにより生存期間

の延長が得られ、化学療法による積極的な治療が必要

であることが示唆された。これらの結果について現在

論文準備中である。 
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 (2) Microarray 解析 

  初年度(2004 年)に 40症例、本年度にさらに 40症例

の悪性神経膠腫症例の凍結腫瘍組織および腫瘍組織の

含まれていなかった腫瘍周辺組織から RNA を抽出し、

Affymetrix 社の HG U-133 plus Microarray probe を

用いて約４万個の腫瘍細胞の遺伝子発現の解析を行っ

た。解析手順は、遺伝子発現量を RMA(Robust Murtichip 

Average)法により正規化を行い、各プローブのシグナ

ルの中央値のばらつきを補正し、解析対象群の遺伝子

発現量が、コントロール群の 2倍または 1/2 の遺伝子

の中で t検定を行い、p<0.01 または p<0.001 の遺伝子

を抽出した。抽出された遺伝子のクラスター分析を行

い、さらに遺伝子マイニングソフト BioCompass を用い

て、意味のある遺伝子を検索した。コントロールとし

て、腫瘍組織が含まれなかった摘出腫瘍周辺脳組織 

(control)を用いた。解析対象は(1) 予後良好 GBM 症例 

vs 予後不良 GBM 症例 (2) 放射性感受性 GBM vs 放射

線照射中に増大した GBM 症例 (3)抗癌剤感受性 GBM vs 

抗癌剤抵抗性 GBM (4) Control vs GBM / AA / DA で

ある。 

  GBM の生存期間中央値(MST)は約 15 ヶ月であり、1

年以上再発のない症例を予後良好群、１年未満を予後

不良群として(1) 予後良好 GBM 症例 vs 予後不良 GBM

症例の解析を行った。予後不良群の半数以上の症例で

2 倍以上の亢進または半分以下に抑制されている遺伝

子は、それぞれ 2565、2990 遺伝子であった。t検定を

行い、p<0.01 の亢進または抑制されている遺伝子は、

それぞれ 304、69 遺伝子であった。GBM における細胞

内増殖の亢進・高い浸潤性・血管増生を反映し、発現

が亢進している遺伝子は、cell cycle 関連遺伝子：8・

アポトーシス抵抗性遺伝子：9・DNA 修復遺伝子：1・

細胞内接着関連遺伝子：10・angiogenesis 関連遺伝

子：1・神経発達関連遺伝子：10 などが抽出された。

抑制されている遺伝子は、cell cycle 関連遺伝子：4・

アポトーシス遺伝子：4・DNA 修復遺伝子：1・細胞内

接着関連遺伝子：4・angiogenesis 関連遺伝子：1・神

経発達関連遺伝子：2が抽出された。FISH 法の結果、

GBM においても、1p LOH, 19q LOH は予後との相関が見

られたが、染色体上の 1p, 19q 上の遺伝子で、t 検定

結果が p<0.01 であった遺伝子はそれぞれ 18、20個で

あった。これらの発現の増減がみられた遺伝子につい

て、RT-PCR 法や免疫染色等にて発現の増減の妥当性を

検証している。本研究を開始して２年経過したが、今

後生存が 3年以上の症例を予後良好群として解析可能
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であり、FISH の結果とあわせて予後に関する遺伝子を

絞り込む予定である。 

  同様に(2)(3)についても、t検定結果が p<0.01 の亢

進・抑制 遺伝子が約 300 個程度抽出された。初期治療

としてニトロソウレアで治療し再発した腫瘍に対して

は、今回の多施設共同施設では CBDCA/VP16 あるいは

Temozolomide により治療を行っているが、CBDCA/VP16, 

Temozolomide に対する感受性を検討し、脳腫瘍の化学

療法の効果に相関する遺伝子群を検索している。 

  GBM の中には DA grade II -> AA Grade III ->GBM

と段階的に悪性化するものがある。GBM vs control, DA 

vs control、AA vs control、GBM vs AA、GBM vs DA、

AA vs DA の解析も行ったが、いずれも抽出された遺伝

子が 500 個以上あり、悪性化に関する遺伝子を特定す

るためにさらにデータを解析している。 

 

  本研究では、これまで AO/AOA で報告されて来たよう

に、GBM においても染色体上の 1p/19q LOH が抗癌剤感

受性・予後と相関があることを示唆する結果が得られ

たが、Microarray の解析は継続中であり、GBM におけ

る予後相関遺伝子・悪性化の責任遺伝子は、いまだ解

析中である。しかし、多数の悪性神経膠腫症例の

Microarray による遺伝子プロファイルを蓄積するこ

とができ、今後も脳腫瘍遺伝子プロファイルデータベ

ースとして活用することが期待される。 

 

４ 倫理面への配慮 

 本研究は、臨床検体提供者が決して不利益を被る事の

無いように計画段階から倫理面を考慮し、腫瘍検体の提

供に当たり、各研究者の施設の倫理委員会に申請し承諾

を得た。研究に当たり「脳腫瘍のゲノム・プロテオーム

解析とその臨床応用を目指す多施設共同研究」として国

立がんセンター倫理委員会に申請を行った。遺伝子解析

について手術・腫瘍摘出前に患者に対して十分なインフ

ォームドコンセントを取得し、連結可能な臨床検体の匿

名化を行い、放射線・化学療法の効果判定を含め、患者

のプライバシーが第三者に知り得ることがないように注

意した。 
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