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研究成果の概要（和文）：本研究では、多様な臨床像を示す神経芽腫について最適な治療戦略を構築するため、
神経芽腫組織の網羅的ゲノム・エピゲノムデータのメタオミックス解析を行った。臨床試験に登録された高リス
ク症例のターゲットシークエンス解析と、610例の過去症例から抽出された超高リスク例92例のゲノム解析か
ら、高リスク神経芽腫の特徴が抽出された。得られた情報をもとに、小児がんに特化したがん遺伝子パネルを作
製した。また、145例のメチロームデータからは高リスク神経芽腫に相関の高いメチル化ゲノム領域を抽出し
た。

研究成果の概要（英文）：Neuroblastoma (NB) is the most common pediatric extracranial solid tumor 
with a wide range of clinical phenotypes. Although recent multidisciplinary treatment for NB 
improved patient outcomes, there still exists ultra-high-risk subset. In this study, meta-omics 
analysis of NB were performed to identify genomic signatures which characteraize high-risk type 
tumors. Target sequencing of high-risk NB cases registered in clinical studies and genome analysis 
of 92 ultra-high-risk NBs revealed certain genomic features characteristic in high-risk tumors. 
Based on these data, we designed a customized cancer gene panel which can survey gene alterations 
frequently observed in NB. In addition, from the 145 methylome data, several genomic regions which 
are highly methylated in high-risk NB were selected. The pediatric cancer panel and methylome 
markers will provide beneficial information for considering a subsequent therapeutic strategies for 
high-risk NBs.

研究分野：がんゲノム解析

キーワード： 神経芽腫　ゲノム解析　エピゲノム解析　マイクロアレイ解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られたデータは、今後国際神経芽腫リスクグループ（INRG）が構築している神経芽腫リスク分類デー
タベース(iINRGdb)と共有し、国内外での関連領域の研究や臨床への還元に活用される予定である。また、小児
がんに特化したがん遺伝子パネルは神経芽腫のがんゲノム医療に貢献するものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小児の代表的な固形腫瘍である神経芽腫は、小児がんの約 80％が治癒する時代を迎えた今日にお
いても未だに難治性である。1 期 2 期の予後良好群は、しばしば自然退縮がみられる一方で、全症例
の約半数を占める 4 期症例の生存率は未だ低いままである。神経芽腫組織でみられる代表的なゲ
ノム異常としては、2pの MYCN がん遺伝子の増幅、ALK 遺伝子の増幅と変異、1p36 領域の欠失、
11q 欠失、17q の増加などが知られているが、1p、11q、17q の領域からの病態関連遺伝子は未
だはっきりと特定されていない。また、現在臨床で用いられている神経芽腫の予後マーカーに
は、病期、診断時年齢、DNA プロイディ、病理組織分類の他、11q 領域の欠失、MYCN の増幅な
どの染色体変化等があるが、しばしばこれらの既存予後マーカーでは悪性度予測が困難な症例
群が存在する。我々のこれまでの解析から、予後不良群はゲノムパターンにより大きく 2 つに大別さ
れ、強力なドライバー遺伝子のMYCNがん遺伝子が増幅した腫瘍（MYCN増幅群、全症例の約25%、
全生存率 38%）は治療抵抗性で増殖能が極めて高く、急速に進行する。もう一つの予後不良群は、高
ステージの MYCN 非増幅例のうち、染色体部分的増減のゲノム異常をもつサブグループ（MYCN 非
増幅高リスク群、全症例の約 30%）であることが判明し、長期にわたって再発を繰り返し結果的には
MYCN 増幅群同様予後不良であることが示された（全生存率 40%）。これらの難治性がんの病態理解
と治療法の開発が臨床における喫緊の課題である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれまでに取得した神経芽腫組織バンクを解析対象とした網羅的ゲノム・エピゲノムデー
タ（44K ゲノムコピー数、60K 遺伝子発現データ、全エクソーム解析による遺伝子変異データ、450K メ
チロームデータ）を組み合わせることにより、臨床経過の異なるサブグループ毎の詳細な解析を行い、
新規分子標的遺伝子の同定と解析を行うとともに、統合データを用いたメタオミックス解析による精度
の高い神経芽腫リスク分類システムの構築を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)解析症例の選択と臨床情報の収集 
小児がん診療施設にて分子診断用に生検または手術により採取された神経芽腫検体のうち、診
断後の余剰検体の研究使用に対する同意が得られたものを対象とした。症例は各小児がん臨床
施設にて匿名化処理されたのち、日本小児がん研究グループ（JCCG）神経芽腫委員会（JNBSG）に
登録されている。分子診断データ（腫瘍検体の MYCN コピー数、DNA プロイディ）と診断時月齢、
病期、予後も検体ごとにデータベース化されている。本研究では、これらの検体から調製した
DNA と RNA を使用した。これらの試料ならびに付随する臨床情報の使用については JCCG-JNBSG
の付随研究として JCCG 研究審査委員会からの承認を受け、また研究内容については埼玉県立
がんセンター倫理審査委員会から承認を受けて行った。 
 
(2) アレイ CGH 解析 
腫瘍由来 DNA を調製し、アジレント社製ゲノムアレイ（244K, 8x60K, 4x44K）を用いたアレイ
CGH 解析を行った。データ出力には Genome Work Bench 解析ソフトを用いた。 
 
(3)遺伝子発現マイクロアレイ解析 
腫瘍RNAに対しアジレント社製8x60Kv2遺伝子発現アレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行
った。データ出力はアレイデータ解析ソフト GeneSpring GX を用いた。 
 
(4)次世代シークエンサーを用いたターゲットシークエンシング 
腫瘍由来 DNA と、対照としての患者血液由来 DNA を用いて、小児がんに高頻度に変異が報告さ
れている遺伝子コーディング領域（約 1.1Mb）をアジレント社 SureSelect によりキャプチャー
し、精製後イルミナ社 NextSeq によりシークエンシングを行った。変異コールは cisCall、変
異のアノテーションは wANNOVAR を用いた。 
 
(5)エピゲノム解析 
腫瘍由来 DNA を用いて Human Methylation 450 BeadChip（Infinium450K）によるメチローム
解析を行った。 
 
 
４．研究成果 



(1) 高リスク群の予後と相関するゲノムマーカーの抽出 

まず、日本小児がん研究グループ神経芽腫委員会（JCCG-JNBSG委員会）との共同で過去の登録症

例 610 例の追跡データをクリーニングし、アレイ CGH 解析により得られた 1p や 11q の部分欠失、17q

部分増加、MYCN 増幅などの腫瘍部のゲノムコピー数異常データを加えデータベース化した。これら

は日本のデータとして国際神経芽腫リスク分類データベースと連携させる予定である。 

 高リスク群の予後と相関するゲノムマーカーの抽出においては、以下を明らかにした。57 例の

MYCN 増幅群（典型的高リスク群の一つ）の全エクソーム解析では、ALK 異常の他にも、RAS/MAPK、

axon guidance、Wnt 経路に関与する遺伝子群の変異がエンリッチされており、悪性化に何らかの寄与

をしていることが示唆された(Li Y et al, Oncotarget)。ベルギー・ゲント大とのアレイ CGH国際共同研

究では、高リスク群の 6q27 欠失が不良な予後と強く相関し、MYCN 以外の領域の増幅と合わさるとさ

らに予後不良であることが示された(Depuydt P et al, J. Natl. Cancer Inst.)。また、JCCG-JNBSG 委員

会の高リスク群臨床試験（JN-H-07）の登録例 45 例について、詳細なゲノム・エピゲノムデータの取得

を完了した。代表的な遺伝子変異は ALK :11%、ATRX :7%、MYCN :2%、また、テロメラーゼ高発現群

は 41%であり、ALK 変異を除き、これらの変異やテロメラーゼ高発現は相互排他的であり、腫瘍サブグ

ループの存在が示唆された。メチロームデータから取得した CpG island methylator phenotype

（protocadherinβ遺伝子のメチル化レベル）は 93%で高く、低い症例は全て長期生存例であった。

MCYN 非増幅群 27 例における予後不良ゲノム因子としては、MYCN、ATRX 変異に加え、1p と 11q

の両方の欠失例と 12q 増幅、chromothripsis 様のゲノム異常、1q、12q の gain が高頻度に見られた。 

 以上の解析結果から、難治性神経芽腫においては、MYCN 増幅のほか、特徴的なゲノムコピー数

異常パターンとメチル化パターン、ALK、ATRX、MYCN などの変異、テロメラーゼの高発現等が高頻

度に見られ、次世代のリスク分類に有用であると考えられた。 
 
(2) 超高リスク群の分子生物学的特徴の抽出 

多様な臨床像を示す神経芽腫について、化学療法抵抗性で診断後２年以内に死亡した、いわゆる超

高リスク群の分子生物学的特徴を抽出した。これまでに JCCG-JNBSG委員会との共同により予後フォ

ローアップを行った約 2000 例のうち、アレイ CGH による染色体網羅的ゲノムコピー数異常解析デー

タを取得した 610 症例の中では、前述の超高リスク群にあたる症例は 92 例であった。当研究所で行

ってきた MYCN コピー数解析、DNA プロイディ解析による中央分子診断結果と臨床情報を用いた単

変量解析（Logrank-test）では、これら超高リスク群に相関する臨床因子は、骨転移＋、骨髄転移＋、

肝転移＋、高フェリチン、高LDHであり、腫瘍DNAの特徴としては、MYCN癌遺伝子増幅＋、diploidy、

1p loss、17q gain であった（p<0.05）。MYCN増幅＋の超高リスク症例ではALK変異を有する２例は特

に治療抵抗性であった。一方、MYCN 非増幅例については、通常高頻度に 11q loss を伴うことが知ら

れているが、MYCN非増幅の超高リスク群（41例）では、MYCN増幅例で高頻度に見られる 1p loss が

強く相関していたほか（p=0.018）、ゲノムコピー数異常として 12q 領域の増幅をもつ症例、一部の染色

体が高頻度に増減パターンを示す chromothripsis 様の不安定な領域が見られる症例、6q 領域の遺

伝子変異をもつ症例が複数見られた。 
 
(3)小児がん遺伝子パネルの作製と高リスク臨床試験登録例の解析 

国立がん研究センター研究所、国立成育医療研究センターとの共同研究により、実臨床でがんゲノム

遺伝子パネル検査に使用されている国立がん研究センターNCC オンコパネルをベースに追加改変

する形で、固形小児腫瘍に高頻度に変異が報告されている 211 遺伝子と 9 種類の融合遺伝子が検

索可能な小児がんに特化したがん遺伝子パネルを新たに作製した。神経芽腫細胞株を用いた性能

試験を行ったのち、高リスク神経芽腫臨床試験に登録された 28 例の解析を行った。シークエンシング

はイルミナ NextSeq で行い、15.1〜23 メガリード、平均読み取り深度は 613〜906 のデータが得られ

た。各遺伝子の相対リード数から計算された各遺伝子のゲノムコピー数データは、先行して行ってい

たアレイ CGH 解析のコピー数結果と同様のパターンが得られ、特に診断に重要な MYCN 遺伝子増

幅については、リアルタイム定量 PCR の結果と良好な相関を示すことが確認された。パネル解析から

は MYCN 増幅以外にも、CCND1 や CDK4 など細胞周期調節関連遺伝子群の増幅やホモ欠失、細



胞増殖因子受容体遺伝子群の増幅などが検出され、これらは特異的阻害剤による分子標的治療の

適用可能性が考えられた。今後さらに解析を追加し、小児がん遺伝子パネル検査の最適化を目指し

て JCCG-JNBSG と連携した開発を進める。 

 
(4) 網羅的メチロームデータからの予後不良マーカーの抽出 

超高リスク神経芽腫症例について網羅的メチロームデータとの相関解析を行った。これまでに取得し

た145例の神経芽腫の約450,000箇所のゲノムDNAメチル化パターンから差異の多いプローブ5000

箇所を抽出したのち非負行列分解クラスタリングすると、予後の異なる４つのサブクラスターに分類さ

れたが、MYCN 非増幅の超高リスク症例は、MYCN 増幅群とは異なるメチロームクラスターに集積した。

これら 2 群間でメチル化レベルが異なり、かつ予後良好な残り２つのサブグループともメチル化レベル

に差が見られるゲノム領域を 367 箇所抽出し、症例予後との関連性、遺伝子発現レベルとの相関、海

外のグループから報告されたメチロームデータでの再現性などについて検索を行った。MYCN 増幅

群が含まれるサブグループには、予後と相関する CpG island Methylator Phenotype マーカーの

protocadherinβのファミリー遺伝子 23 箇所も抽出されており、今回抽出した領域は、新たな予後マー

カーの候補となると期待される。今後は遺伝子発現データを追加するため、RNA を組織バンクから取

り寄せ、100 例を目標に発現アレイ解析を進めるとともに既知データベースとの統合解析も進め、抽出

したゲノム領域の予後マーカーとしての検証を進める。 
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