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研究成果の概要（和文）：神経芽腫の臨床検体において、TERT-PR（プロモーター領域）のrearrangement（再構
成）について検討を行った。TERT- PR rearrangementは，Chr5.p15.33領域内のTERTの上流と下流にそれぞれ違
った蛍光の標識したプローブを設計して多重染色FISH法にて検討をした。MYCN非増幅症例の2例でTERT-PR 
rearrangementを認めた。それぞれの症例でTERT mRNAの発現量を測定したところ，4513，5359 copies/GAPDHと
明らかにTERTの発現量が増幅していた。この2症例とも治療が奏功しておらず予後不良であった。

研究成果の概要（英文）：　TERT-PR (promoter region) rearrangement was examined in cultured cells 
from clinical neuroblastoma samples. TERT-PR rearrangement was observed in 2 of 11 MYCN 
non-amplified cases. The expression levels of TERT mRNA in each case were measured: 4513 and 5359 
copies/GAPDH in the TERT-PR rearrangement-positive group and 0-139.5 copies/GAPDH (mean 53.6) in the
 TERT-PR rearrangement-negative group. The TERT expression level was clearly amplified in the 
TERT-PR rearrangement-negative group. Both patients had a poor prognosis due to lack of response to 
treatment. While, FISH could be detected in the same way in FFPE.

研究分野：小児がん

キーワード： 神経芽腫　テロメア　TERT　FISH法　MYCN　CTC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
いまだ予後不良な小児がんの一種である神経芽腫の分子生物学的バイオロジーの検討のため、テロメアに注目し
て研究を行った。ごく一部の症例でTERT-PR rearrangementを認め、予後不良因子となっていると考えられた。
その判定方法として、多重染色FISH法の有用性について検討を行い検出は可能と考えられた。早期診断のための
スクリーニング手段として有用であるが、その判定には主観を伴い、Realtime-PCR法などによる確認を要した。
テロメアに関連して、1例でMYCN増幅と変異が初診時に共存した症例を認め、世界的にも稀な症例としてこれを
報告した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 神経芽腫は、その予後が腫瘍の生物学的特性に大きく依存し、時に自然退縮が認められる予後
良好群がある一方，予後不良群があり、腫瘍特性からの治療の層別化が必要である。小児外科に
おいては，前者は手術法の縮小による合併症軽減を、後者は早期発見と適切な手術や新規治療を
駆使した集学的治療による治癒率向上が必要である。従来，この腫瘍特性にテロメア長とテロメ
ラーゼ活性の関与を指摘し、最近は ATRX変異によるテロメア伸長と TERT rearrangementに
よるテロメラーゼ活性化が見いだされ，予後不良因子と考えられてる。TERT rearrangementの
検出には従来リアルタイム PCR法にて検出を行ってきたが、検出には時間が掛るのが問題であ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではMYCN増幅を含め、テロメアバイオロジーに規定される神経芽腫の腫瘍特性層別
化を短時間に確実に行える多重染色 FISH 法を確立するとともに、これらの腫瘍細胞の特性を
一細胞解析にて検討し、新たな分子標的を見出すことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 神経芽腫の臨床検体を用いて、多重染色FISH法を行い、TERT rearrangementの検出を試みる。
またその他の神経芽腫の予後不良因子である MYCN 増幅についても検討を行い、全ゲノムシーク
エンスによっても TERT rearrangement を確認する。MYCN 増幅については digital PCR 法により
判定を行った。併せて広島大学で開発した一細胞分析を併用して腫瘍のヘテロジェナイティに
ついても評価を行う。 
 
４．研究成果 
下図のように TERT の上流と下流にそれぞれプローブを設定し、TERT⁻PR 領域の再構成の有無
について検討を行った。この蛍光が通常であれば同一部位に重なって観察されるが、これが分離
して観察されるものは TERT の再構成ありと判定する。 
 
 

多重染色 FISH 法でのプローベの位置 

 
腫瘍培養検体での検討 
  



 
FFPE 検体での検討：TERT 再構成のある症例では緑と赤の蛍光が分離して確認でき、Wild タイプ
では、接触または黄色の蛍光として確認される。 
 
一部の症例にて培養検体と FFPE 検体ともに本法で TERT⁻PR rearrangement の検出が可能ではあ
ったが、再構成部位が近接している場合には判定は難しいと考えられ、再構成が明らかではない
症例においては、リアルタイム PCR 法などその他の方法での確認を要すると考えられた。研究期
間中に新規に発生した 10 例の神経芽腫の症例を次世代シーケンサーにて検討を行ったが、TERT-
PR rearrangement を認める症例は検出できず、本法のさらなる検討を進めることが出来なかっ
た。 
 
副次的に 1 例にて MYCN 増幅と MYCN 変異が共存している症例を認めた。これまでの定説では、
MYCN 増幅と変異は共存しないと考えられていたため、世界的に稀な症例として報告を行った。 

（ https://doi.org/10.1002/pbc.31115） 
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