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研究成果の概要（和文）：小児の代表的な腹部固形腫瘍である神経芽腫には、しばしば自然退縮を起こす予後良好タイ
プがある一方で、１歳以降に生じ、非常に予後不良な難治例も存在する。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ことを目的に、腫瘍のゲノムコピー数異常、エピゲノム異常、マイクロRNAを含む遺
伝子発現パターンなどの分子プロファイル解析を行い、悪性化腫瘍に強く関連する分子的特徴を探索した。進行神経芽
腫の予後に強く相関するマーカーの候補が複数見いだされ、これらは今後難治性神経芽腫の早期診断、治療法開発のた
めの標的遺伝子の同定につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：Neuroblastoma is one of the most common cancer in children, and is known to exhibi
t wide ranges of clinical behavior, from spontaneous regression to highly resistant to chemotherapy. In th
is study, to construct better therapeutic strategies for each tumor subtype, we conducted integrated molec
ular profiling to find genome copy number aberrations, mRNA/miRNA expression patterns as well as epigeneti
c changes occurred frequently in aggressive neuroblastomas. A set of markers we found showed significant c
orrelations with patient prognoses and could add new insights to develop a novel diagnostic system or to s
elect suitable clinical treatment by using them.
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１．研究開始当初の背景 
小児の代表的な腹部固形腫瘍である神経芽
腫には、１歳未満で発症し、しばしば自然
退縮を起こす予後良好タイプがある一方で、
１歳以降に生じ、非常に予後不良な難治例
も存在する。近年のがん治療法の進展によ
り、小児癌の治癒率は目覚ましく向上した
が、進行神経芽腫については５年生存率は
約 30%と依然として予後不良である。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癌遺伝子の増幅、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
だはっきりと同定されていない。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、1p36 領域の欠失、
MYCNの増幅などの染色体変化と、TRKA遺伝
子などの発現レベルがあるが、しばしばこ
れらの既存予後マーカーでは悪性度予測が
困難な中間予後群が存在する。 
千葉県がんセンター研究所では、小児の代
表的な難治性固形腫瘍である神経芽腫につ
いて、約 2400 検体からなる全国規模の研究
用組織バンクが整備されている。また神経
芽腫、肝芽腫、腎芽腫の 3 つの胎児性固形
腫瘍から単離された13,000遺伝子を搭載し
た自家製遺伝子発現解析用 DNA チップを作
製し、神経芽腫については約 250 例の遺伝
子発現データが蓄積されている。これらの
システムを活用し、これまでに神経芽腫の
予後の異なるサブセット間でmRNA発現量に
差を示す約 700 遺伝子を同定した。また、
神経芽腫のアレイ CGH 法によるゲノムコピ
ー数異常の解析から、難治性神経芽腫の一
部で ALK チロシンキナーゼ遺伝子の遺伝子
増幅あるいは遺伝子変異を同定、ALK の異常
な活性化が腫瘍悪性化に関与することを報
告してきた。 
予後良好群と不良群の間で発現に差のある
700 個の遺伝子の染色体マップから、必ずし
も遺伝子発現変化がゲノムコピー数変化と
リンクしないこと、恐らく遺伝子の転写調
節領域のゲノムメチル化などのエピジェネ
ティックな変化も関わっていること、が示
唆された。また、特定の遺伝子の 3’UTR に
結合し、その発現を抑制するマイクロ RNA
の発現が、がんの病態に関与するという報
告が多数示されており、手元にある遺伝子
発現データを有効に利用し、マイクロ RNA
の発現パターンやゲノムメチル化等のエピ

ゲノム解析を行うことにより、新たな神経
芽腫の悪性化メカニズムが明らかになる可
能性がある。 
 

２．研究の目的 
以上の背景から、本研究では上述のように
多様な臨床像を示す各サブセットの神経芽
腫について最適な治療戦略をたてることを
目的に、ゲノムと遺伝子発現プロファイル
の観点から悪性化腫瘍に強く関連する分子
的特徴を明らかにする。これまでに蓄積し
てきた神経芽腫組織バンクを解析対象とし
た網羅的ゲノムコピー数異常解析および遺
伝子発現解析の結果を、エピゲノム解析と
マイクロ RNA 発現解析を組み合わせること
によりさらに発展させ、分子プロファイル
を用いた腫瘍リスク分類の構築、新規治療
標的遺伝子の同定とその解析を目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）解析対象症例 
小児がん臨床施設にて研究使用への同意取
得後連結可能匿名化処理され、千葉県がん
センター研究所に供与された神経芽腫腫瘍
組織と、そこから調製した DNA と RNA を本
研究に使用した。臨床情報、予後情報は 2005
年に供与施設に対して予後調査を行い、収
集した情報を用いた。これらの試料ならび
に資料の使用については千葉県がんセンタ
ー倫理審査委員会に申請し、承認を受けて
行った。 

 
（２）MYCN増幅群、1p 欠失群、11q 欠失群の 
高密度ゲノムおよび発現アレイ解析 
MYCN 増幅群 30 例（長期生存例 20、死亡例
10）を当初の解析対象とした。これらの腫
瘍由来 DNA を調製し、アジレント社製ゲノ
ムアレイ（244K）を用いたアレイ CGH 解析
を行った。また同症例群由来の腫瘍 RNA に
対し市販遺伝子チップ（アジレント社製 44K
遺伝子発現アレイ）ならびに 13000 遺伝子
を搭載した小児癌由来自家製 DNA チップを
用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。結
果の検証には、100 例の追加症例を用いた定
量 RT-PCR を行うとともに、過去に当研究室
で解析済みの 250 例の遺伝子発現ならびに
ゲノム異常データベースも活用した。 
 

（３）マイクロ RNA 発現解析 
約 800 種類のマイクロ RNA を搭載したアジ
レント社 18K miRNA チップを用いて 40 症例
（病期 1または 2の典型的な予後良好群 20



症例、病期 3または 4の進行例 20 例）の発
現プロファイルを行い、統計解析により患
者予後と相関するプローブを抽出した。結
果の検証には 120 例の独立症例由来の RNA
を対象としたリアルタイムRT-PCR法を用い
た。これらのマイクロ RNA の染色体上の位
置と、同症例のゲノム異常パターン（既に
データ取得済み）との相関を検討した。ま
た同40症例についてアジレント社44K発現
チップを用いてmRNAの発現レベルデータも
取得し、上記と同様に患者予後に相関する
遺伝子の抽出を行った。予後に強く相関す
るマイクロ RNA については、予想標的遺伝
子の候補を TargetScan/PicTar などのデー
タベースから検索、抽出し、アレイデータ
解析ソフト GeneSpring GX を用いて、実際
にmRNA発現レベルが予後と強く相関する遺
伝子群と重複するものを検索した。 

 
（４）エピゲノム解析 
神経芽腫細胞株 12 種類を脱メチル化剤であ
る 5-aza-deoxycitidine 存在下で培養して
DNA の脱メチル化を行い、RNA を調製した。
未処理細胞の RNAとともに DNAチップを用い
た遺伝子発現解析を行い、各遺伝子の発現レ
ベルを比較した。また、メチル化による発現
抑制が起こっているものを絞り込むため、細
胞株のゲノム DNA を調製し、重亜硫酸ナトリ
ウム処理によりメチル化シトシンをウリジ
ンに変換させ、変換前後の配列特異的なプラ
イマーを用いたメチル化特異的PCR用のパネ
ルを作製した。メチル化部位の決定には
Bisulfite sequence 法を用いた。遺伝子を絞
り込んだ後の結果の検証には、プライマリー
腫瘍 100 例由来の DNA を Bisulfite 処理し、
パイロシーケンサーを用いてメチル化特異
的PCR産物の配列ごとの定量と数値化を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）MYCN増幅群の高密度ゲノムおよび発現
アレイ解析と予後に関与する分子マーカー
の抽出 
典型的難治性タイプの MYCN増幅群 30例（長
期生存例 20、死亡例 10）について、244K ア
レイ CGH と網羅的遺伝子発現解析を行った。
アレイ CGH データと、患者予後との相関解析
を行ったところ、MYCN増幅群においては、1p、
11q、17q の欠失、増加の有無を組み合わせた
ゲノムコピー数の特定のパターンが有意に
予後に相関していることが示された。この結
果の検証のため症例を 300 例追加し、予後因

子としての評価を行った。網羅的遺伝子発現
解析からの予後予測マーカーは、MYCN増幅群
に関してその大部分を予後不良と予測する
ため、この症例群の詳細なリスク分類には性
能を発揮できなかったが、このゲノムパター
ンを導入すると MYCN 増幅症例の中でも特に
予後不良な群の予測が可能であることが再
現性をもって示された。 
 一方、長期生存群と早期死亡群の２群間で
有意差のある複数箇所のゲノム領域と遺伝
子発現データを抽出し、マップされる遺伝子
の共通性を検討したところ、両者の強い相関
は見られなかった。 
 以上の結果は過去の症例（登録期間：1997
年から 2005 年まで）を用いた後方視的解析
であり、現状の臨床プロトコールに登録され
た独立症例を用いた検証とマーカーの評価
は引き続き必要であるが、ゲノムコピー数の
特定のパターンの予後への強い相関が見い
だされ、今後の腫瘍リスク分類への適用が期
待される。 
 
（２）予後関連マイクロ RNA の抽出 
約 800 種類のマイクロ RNAに対応するプロー
ブを搭載した miRNA チップを用いて、40 症例
（内訳：典型的な予後良好群 20 症例、予後
不良群 20 例）の発現プロファイル解析を行
い、患者予後と発現レベルが有意に相関する
マイクロ RNA を 80 種類抽出した(p<0.05)。
上位 14 個のマイクロ RNA について、
TargetScan データベースから GeneSpring を
用いて標的となる遺伝子の候補を抽出した
ところ、約 4500 遺伝子が抽出された。一方
同 40 症例の 42000 プローブの遺伝子発現解
析データからは予後と相関する遺伝子が約
890 個抽出された(p<0.05、FC>1.5)。マイク
ロ RNA からの 4500 遺伝子と上記 890 遺伝子
の重複は 136 遺伝子であった。このうち、マ
イクロ RNA の発現パターンと mRNA 発現レベ
ルが逆相関する遺伝子群は 78 個であり、45
遺伝子が予後不良群で、33遺伝子が予後良好
群で高発現のパターンであった。同症例のゲ
ノム異常パターンとこれらの遺伝子群の相
関はほとんど見られなかった。 
 患者予後に最も相関の高かった2種類のマ
イクロ RNA については、リスク分類マーカー
としての性能を確認するため120症例の新規
追加独立検体を用いた定量 PCR を行った。こ
れら 2つのマイクロ RNAは再現性をもって患
者予後と強く相関し(p<0.0001)、診断時年齢
等の既知予後マーカーに独立な予後因子と
なることが示された。さらに、予後予測の困



難な MYCN 非増幅型中間予後群においても、
よいマーカーとなりうることが示唆された。 
今後はこれらのマイクロRNAを神経芽腫細胞
株に導入し、遺伝子発現解析を行い、発現レ
ベルが調節される遺伝子群を抽出するとと
もに、マイクロ RNA を導入した細胞株の増殖
能ならびに細胞死における効果について確
認する予定である。 
 
2. 予後関連エピゲノム変化の抽出 
神経芽腫細胞株を用いたBisulfite sequence
と、100 例の腫瘍検体を用いたメチル化特異
的 PCR から絞り込んだ候補遺伝子のうち、予
後不良群で発現低下が見られる一つについ
て、上流プロモーター領域のメチル化特異的
PCRおよび Bisulfite sequence によりメチル
化レベルが上昇していることを確認した。2
種類のプライマーセットを作製し、パイロシ
ーケンサーによる定量 Bisulfite-PCR を 50
例の独立症例について行った。本エピゲノム
マーカーは、前述のゲノムコピー数異常ある
いはマイクロRNA発現マーカーに比して患者
予後との相関は低く、検出時のメチル化バッ
クグラウンドも高いため、予後マーカーとし
ては後者2つのマーカーの方が有効であるこ
とが示された。神経芽腫では既報の知見
（Asada et al,Jpn J Clin Oncol 2013）か
ら、CpG アイランドメチレーターフェノタイ
プ（CIMP）と呼ばれるグルーバルなメチル化
レベルが予後と強い相関が見られることが
示されており、神経芽腫では遺伝子のプロモ
ーター部位のメチル化レベルより、むしろカ
ドヘリンベータなどの遺伝子本体（gene 
body）のメチル化レベルの方が CIMP に強く
相関していることがわかってきた。今回抽出
した遺伝子についても、プロモーター部位の
メチル化レベルより遺伝子発現レベルの方
が予後と強く相関しており、また、CIMP によ
る予後マーカーを超えることはできなかっ
た。今後は予後の異なるサブセット毎のグロ
ーバルなエピゲノム変化のプロファイルを
検出するため、イルミナチップ等を導入する
ことを計画している。 
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