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研究成果の概要（和文）：高リスク神経芽腫の５年生存率は40%前後と不良である。初発時転移のある神経芽腫
の７割は初回治療に反応し、一旦Complete remissionとなるが、その後やく半数が再発する。一旦再発した腫瘍
は治療抵抗性を獲得することが多く、不幸な転帰をたどる。我々は初発時の腫瘍と再発時の腫瘍に明らかな治療
反応性の差異があることに着目し、網羅的遺伝子解析により治療抵抗性獲得のメカニズムの解明を試みた。初
発・再発の腫瘍がセットで存在する高リスク神経芽腫について、各々の腫瘍組織の全エクソーム解析をおこな
い、すでに報告のあるRas-MAPK経路以外の分子にあらたな体細胞遺伝子変異が生じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of patients with high-risk neuroblastoma is extremely poor 
with a 5-year survival of 40%. Approximately 70% respond to chemotherapy but half of these patients 
experience recurrence. Once the tumor relapses, it gains chemoresistance and the outcome of relapsed
 patients is dismal. We hypothesized that tumors at diagnosis and recurrent tumors have different 
biological features based on different genomic and epigenetic rearrangements. We thus conducted a 
whole exome sequence for the tumors at diagnosis and tumors at recurrence in the identical patient. 
In one case, we found a novel somatic mutation in the recurrent tumor in a molecule that is not 
involved in the Ras-MAP kinase cascade, in which molecules has previously shown to be frequently 
mutated in recurrent tumors. This finding suggests that a somatic mutation in a molecule distinct 
from the Ras-MAPK cascade could also trigger relapse and chemoresistance in neuroblastoma.

研究分野：小児外科学
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１．研究開始当初の背景 
【研究の背景】 
 神経芽腫は脳腫瘍についで多い小児悪性
固形腫瘍であり、年間におよそ 200例前後の
発生があるとされる。乳児期に神経芽腫を発
症した患児の予後は一般に良好であり、なか
には無治療で分化成熟・自然退縮がみられる
ものもある。一方、1 歳以上で発症した神経
芽腫の多くは初発時すでに遠隔転移を来し
ており、造血幹細胞移植併用大量化学療法を
含む集学的治療の進歩にも関わらず今なお
その予後は著しく不良である。本来神経芽腫
は化学療法に対する感受性が高く、進行神経
芽腫の７割で一旦腫瘍がほぼ消失し完全寛
解となるが、その後約半数の症例が再発を来
たし不幸な転帰をたどる。再発腫瘍の治療反
応性は著しく不良であり、種々のセカンドラ
イン治療がなんらかの効果を示す確率は半
分に満たない。 
再発・難治性腫瘍の多くは化学療法・放射線
療法への治療抵抗性を獲得している。それだ
けでなく、従来の治療法により強い骨髄抑制
のほか腎機能障害、肝障害、心筋障害など
様々な副作用が引き起こされ、副作用により
治療継続が困難となるケースも少なくない。 
 そこで我々は再発・難治性神経芽腫に対す
る新規治療の開発をめざし、神経芽腫が再発
に至る分子レベルのメカニズムの解明に取
る組む必要があると考えた。がん細胞の内で
起きている遺伝子レベル・分子レベルの異常
を網羅的に探索し、異常をあぶり出すことに
より効率よくその異常を標的とした新規治
療法を開発する方法が有効であり、これまで
も精力的に神経芽腫のがん化・増悪のプロセ
スに関わる遺伝子異常の探求が行われて来
た。しかし膨大なゲノム情報の中から網羅的
に遺伝子異常を拾いだす作業は容易ではな
く、時間と労力を費やすものであった。数年
来の次世代シークエンサーの革命的な進化
によりゲノムに関する膨大な情報基盤の整
備が飛躍的に進み、かつてはほぼ不可能であ
ったゲノムの網羅的解析が実現可能となっ
てきた。さらにはゲノムの変異ばかりでなく、
エピゲノム解析、ゲノムのコピー数解析、
RNA-seq 解析などが従来よりもはるかに短
時間で解析可能となった。がん細胞の体細胞
変異乃網羅的に解析は、細胞のがん化のプロ
セスに決定的な変化をもたらす点突然変異
を全ゲノムレベルでの探索を可能とした。ま
た遺伝子のプロモーター領域の修飾クロマ
チンを探索し、がん化のプロセスで発現制御
がなされる分子を解明することも可能であ
る。このような網羅的解析はがん細胞の発生
と維持にきわめて重要な標的遺伝子を同定
し、これらを手がかりにして新規分指標的療
法の基盤を築くことを可能とする。神経芽腫
の研究においてもこの数年で次世代シーク
エンサーの技術を用いたゲノム・エピゲノム
解析が内外の研究機関で行われており、その
成果に関する報告が散見されるようになっ

ている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、次世代シークエンサーを用いた網
羅的解析により神経芽腫が再発に至るメカ
ニズムを解明することを目的とする。これま
で再発神経芽腫に的を絞った網羅的解析の
報告はなく、本研究において得られる知見は
神経芽腫増悪のメカニズムを知る上できわ
めて重要であると考えられる。初発時および
再発時の検体がセットで存在する神経芽腫
症例につき、2 点間のゲノム・エピゲノムレ
ベルの変化を解析することによりクローン
進化の機序を明白にし、神経芽腫が再発に至
るプロセスで鍵となる分子の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
①解析の対象となる症例の選択：倫理審査承
認の取得および検体の収集：各機関において
過去に得られた検体の余剰サンプル使用に
つき倫理審査委員会の承認を得、初発・再発
双方の検体がペアで存在する症例につき、
DNA の抽出を行う。 
②アレイ CGH(従来施行されてきた網羅的ゲ
ノム解析法)により MYCN 増幅、1p,11q,17q 等
のゲノム増減の解析を行う。 
③全エクソームシークエンス解析条件検討 
次世代シーケンサーを用いた神経芽腫細胞
株の全エクソーム解析にて条件検討を行う。
細胞株から抽出した DNA を Covaris 社 DNA 
Shearing システムで200bp程度に断片化し、
これを AMPure XP ビーズ精製した。クオリテ
ィチェックには電気泳動システム Agilent 
4200 TapeStation を用いた。Agilent 社
SureSelect ターゲットエンリッチシステム、
Human All Exon V5+UTRs を用いて全エクソー
ム領域のライブラリー調製を行う。 
④臨床検体における全エクソーム解析 
４．研究成果 
①対象症例の選択 
神経芽腫の再発は稀ではないものの、再発時
は通常腫瘍マーカーの上昇と MIBG シンチの
集積により診断可能な場合が多いこと、さら
に再発部位は圧倒的に骨髄が多く、組織採取
の可能な部位の再発が非常に少ないことか
ら、今回解析の対象となりうる初発時および
再発時のセット検体がそろった症例は少な
く、二つの共同研究施設で 25 年前の症例ま
でさかのぼって候補症例を探索したところ、
候補として抽出されたのは６症例のみであ
った。いずれも stage 4 で、４例はすでに腫
瘍死、２例は再発生存中であった。 
②アレイ CGH による網羅的ゲノム解析 
上記のうち MYCN 増幅は 5 例にみとめた。
Genomic signature（アレイ CGH 解析；Tomioka
ら、Oncogene 2008）を４例に対しておこな
った。1p LOH は３例、11qLOH は２例、17q 
partial gain は２例に認められた。いずれお
５年生存率 30%以下と非常に予後の不良なグ
ループに属する腫瘍であることがわかった。 



③全エクソーム解析の条件検討（神経芽腫細
胞株） 
シーケンサーには Illumina 社 MiSeq を使用
し、Reagent Kit v2, 7.5Gb を試薬として用
いることで平均 100 reads 程度の depth を得
ることができた。得られたシーケンスデータ
は CLC Genomics workbench を用いて参照配
列（hg19）にマッピングし、変異解析を行っ
た。Non-synonymous 変異、細胞株であること
から変異頻度が30%以上、多型頻度が1%未満、
蛋白質の機能に影響すると予想される
（PROVEAN, Polyphen, Shift による解析）変
異や、これまでに腫瘍において報告されてい
る変異を候補遺伝子とした。以上、全エクソ
ーム解析に十分な解析結果を得ることがで
きた。 
対象症例のうち年代の古いものはホルマリ
ン固定病理組織検体(FFPE)のみ利用可能で
あったため、FFPE 検体からの核酸抽出を試み
たが、保存状態不良のため全エクソーム解析
に耐えうる質の核酸抽出は不可能であった。 
④凍結検体を用いた初発時・再発時サンプル
の全エクソーム解析 
初発凍結検体、再発凍結検体およびコントロ
ールとして末梢血DNAがそろった２症例に対
して、上記で検討した条件にてそれおれエク
ソームシークエンスを実施した 
１症例は MYCN 増幅腫瘍であり、残りの１症
例はMYCN非増幅腫瘍であった。このうちMYCN
非増幅腫瘍において CLC Genomic workbench
を用いて参照配列(hg19)にマッピングし体
細胞変異解析を行った。初発検体では 26 遺
伝子で再発検体では 77 遺伝子でアミノ酸置
換をともなう体細胞遺伝子変異を見出し、17
遺伝子が初発再発両腫瘍で共通していた。こ
のうち初発の 14遺伝子および再発の 21遺伝
子は以前に腫瘍で変異が報告されている遺
伝子であった。これまでの報告から再発を呈
する神経芽腫において RAS-MAPK シグナルを
活性化すると予測される遺伝子異常（ALK・
NF1・PTPN11・FGFR1・NRAS・KRAS・HRAS・BRAF）
が見出されているが、本症例ではこれらの遺
伝子には変異を生じていなかった。したがっ
て、この症例は RAS-MAPK シグナルの活性化
とは異なるメカニズムによって治療抵抗性
を獲得し再発に至ったと考えられた。 
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