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研究成果の概要（和文）：ALK 遺伝子の解析で神経芽腫(NB)では、部分欠損型 ALK も腫瘍化に関
与することが示され、ユーイング肉腫では新規のミスセンス変異の４例は活性化変異であることが判明
した。横紋筋肉腫 50 検体の解析では高頻度に ALK の高発現を確認した。IDH1/2 遺伝子の解析で
は NB を含め４種の腫瘍で変異が同定された。さらに次世代シーケンサーのエクソーム解析と ALK 経
路に関連する遺伝子群の解析で新規異常を複数検出し、ALK経路はNBの発症と進展に重要な役割
を果しており、治療標的になりうることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Partial deficient ALK was found to be involved in tumorigenesis of 
neuroblastoma (NB), and novel activating mutations of ALK gene were found in Ewing Sarcoma. High 
expression of ALK gene was found in 50 cases with rhabdomyosarcoma. Aberrations of ILD1 and 2 
genes were found in 4 pediatric tumors including NB. Furthermore, exome analysis using next 
generation sequencer and analysis of ALK pathway-related genes revealed several new aberrations in 
NB, suggesting that ALK pathway plays an important role in the development and advance of 
neuroblastoma and could be molecular target for treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)近年の治療の進歩により小児がんの治療成
績は著しい向上がみられているが、予後不良な
小児固形腫瘍も多く、さらなる治療成績の向上
が望まれる。化学療法や幹細胞移植では治癒
が期待できない症例に対して新たな治療法の開
発が必須と考えられる。そのためには、腫瘍細
胞のみを選択的に攻撃する分子標的薬の導入

が望まれるが、このような新規薬剤開発の基盤と
なる小児固形腫瘍の発症分子機構の研究は、
その希少性から成人癌にくらべて著しく立ち遅
れている。 
(2)我々は、これまで小児固形腫瘍の分子病態
の解明に取り組んできた。すなわち、小児難治
性固形腫瘍の一つである神経芽腫において高
頻度に欠失を伴う領域を 2q, 9p, 18q に同定し、
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Caspase 8、p16、DCC が神経芽腫の候補癌抑
制遺伝子であることを明らかにした。さらに神経
芽腫で高頻度に欠失がみられる 1p35-36 領域
の 35Mb の tiling BAC アレイを用いた詳細な欠
失マップの作成を行うとともに、更に高密度マイ
クロアレイを用いた神経芽腫の発現プロファイル
解析を行い、 API2 、 p19/INK4D 、 BAF60c 、
CRABP2 が神経芽腫の新規予後関連遺伝子で
あることを報告した。一方、横紋筋肉腫およびラ
ブドイト腫瘍についても、それぞれ MET、
SNF5/INI1 と腫瘍化との関連を明らかにした。近
年、ヒトゲノムに関する膨大な情報基盤の整備が
進み、またゲノム解析技術が格段の進歩をとげ
つつあり、最先端のゲノム解析技術とゲノム情報
を駆使して小児固形腫瘍の網羅的な分子レベ
ルでの解明を試みる研究は重要である。我々は
SNP アレイを用いて神経芽腫 200例を検索し
ALK 遺伝子の増幅領域をみい出し、さらにこの
活性化変異が神経芽腫の進展に関与することを
みいだし報告した(Nature 455:971-974, 2008)。
本研究の成果として、小児腫瘍の発症に関わる
一群の分子の同定と腫瘍化におけるそれらの機
能的役割が解明され、より効果的で副作用の少
ない次世代の分子標的療法を開発するための
分子遺伝学的基盤が構築されることが期待され
る。 
 
２．研究の目的 
近年の分子生物学的解析技術の進歩により、

従来の腫瘍細胞に生じている個々の異常を対
象に研究を進めてゆく手法から、膨大な遺伝子
情報を高速にかつ網羅的に解析する手法が開
発され、様々ながんの研究に応用されている。
またがん細胞ではエピゲノム異常が体系的に生
じ、腫瘍の発症や進展に関与することが知られ
ている。本年度までの研究で、我々は神経芽腫
においては ALK 遺伝子の活性化変異をみいだ
している。本研究の目的は小児固形腫瘍に関わ
るこれまでの成果を踏まえ、小児の神経芽腫、
横紋筋肉腫、ユーイング肉腫、肝芽腫およびラ
ブドイド腫瘍について、発症や進展に関与する
新規がん関連遺伝子を同定し、発症分子機構
を明らかにし、それを手がかりとした新規分子標
的療法の基盤を構築することである。 
本研究では以下の如く、まず神経芽腫におけ

る ALK 遺伝子関連の詳細な解析を行い、さらに
それぞれの疾患の特有の標的遺伝子を同定し、
次世代分子標的薬の創生のための小児固形腫
瘍の分子基盤を構築する。 
1)ALK の上流、下流のシグナルに関与する分
子を明らかにする。 
2)神経芽腫以外の小児固形腫瘍で最新のゲノ
ム解析技術である GeneChip を用いた網羅的ゲ
ノム解析を行う。 
3)MeDIP-on-CHIP とタイリングアレイを用いた網
羅的メチル化解析を行う。 
 

３．研究の方法 
 
①ALK 変異のみられた神経芽腫の細胞株に
対してALK阻害薬、Mek 阻害薬、PI3K阻害薬
を用いて解析し、下流のシグナルに関与する
分子を同定する。 
 
② Affymetrix 社 製 100K/500KGeneChip 
microarray を用いたゲノム異常の網羅的探索 

神経芽腫以外の腫瘍から抽出したゲノム
DNAを適切な制限酵素で消化し、断端に共通
のアダプターを付加した後、PCR により増幅す
る。PCR 産物の精製後に DNaseI 処理によりさ
らに断片化し、biotin ラベルをした後、GenChip 
100K/500K アレイ上でハイブリダイゼーション
を行う。我々が開発した CNAG/AsCNAR アル
ゴリズムを用いてデータを分析し、平均解像度
24kb～6kb でゲノム全域にわたる網羅的なゲノ
ムコピー数の解析を行う(図)。Affymetrix 社製
array の解析でゲノム変異が silent な腫瘍に対
してはさらにAgilent社製 arrayでも同様の解
析を行う。 

Agilent Human Genome 244A array

Affymetrix GeneChip 250K array (StyI)

Agilent Human Genome arrayはsignal noise ratioが
高く，より高解像度な解析が可能である．

Affymetrix GeneChipは解像度の高い解析に加え
てアレル別のコピー数解析が可能である．

copy number

copy number

moving average

moving average

dye swap

allele-specific 
analysis

 

③標的遺伝子の同定と遺伝子性状の解析 
 解析した腫瘍におけるゲノムコピー数の変
化のうちホモ欠失、LOH、UPD、gain および
amplification の共通領域内に存在する有用
な遺伝子(群)につき、real-time PCR を用い
て発現解析を行 う 。 また Heterodyplex 
mobility assay 法、直接塩基配列決定法によ
る変異解析およびコロニーアッセイなどによ
り、腫瘍化との関連性のさらなる検証を行い、
標的遺伝子の同定を試みる。 
 
④in vitro における造腫瘍性に関する検討 
さらに候補がん遺伝子として同定された遺

伝子群ないし変異型遺伝子については、こ
れらを NIH3T3 あるいは c-myc を発現させた
ラットの初代培養系にレトロウィルスを用いて
遺伝子導入し、in virto におけるコロニー形
成能の解析、増殖速度の検討、さらにはヌー
ドマウスにおける可植性の解析を行うことによ
り、それらの造腫瘍性について検討する。ま
た、がん抑制遺伝子の候補については、目
的の遺伝子の不活化を有する当該腫瘍由来



 

 

の細胞株にこれらの遺伝子を強制発現させ
ることにより、造腫瘍能に及ぼす影響を解析
する。機能的性状の知られた遺伝子につい
ては、該当する機能に従って、それらの機能
に当該遺伝子変異が及ぼす効果を検討す
る。 
 
４．研究成果 
我々はこれまで Affymetrix 社の SNP アレイ

を用いて神経芽腫200例の検索で遺伝子の増
幅領域をみい出し、これが ALK 遺伝子である
ことを同定し、さらに ALK 遺伝子の活性化変
異が神経芽腫の進展に関与することをみいだ
した。 

 
(1)まず ALK の発現解析を行い、NB 細胞株
NB-1ではexon 2、3を欠失した部分欠失型転
写産物を発現していることを見出した。NB-1
のこの部分欠損型転写産物はゲノム上の
intron 1から 4の約 300kbのゲノムの欠失によ
り生じていることが判明し、またアレイ解析によ
りこの欠失アレルが有意に増幅していることが
見出された。部分欠失型ALKは強い自己リン酸
化能力をもち、NIH3T3 細胞を使った colony 形
性能やマウスの移植実験でも強い造腫瘍性を
示した。また、ALK 阻害剤により部分欠損型
ALK を発現する NB-1 では野生型 ALK を発現
する細胞に比べて著しい増殖抑制が観察され、
部分欠損型 ALK の活性化が NB-1 の悪性化に
重要であると考えられた。部分欠損型 ALK も変
異、転座、増幅の異常と同様に活性化をきたし、
腫瘍化に関与することが示された。 
 
(2)ユーイング肉腫(Ewing sarcoma family of 
tumors, ESFT) 99検体（細胞株17株、新鮮腫瘍
82例）を用い、RT-PCRによる発現解析、DHPLC
法、直接塩基配列決定法を用いた変異解析、
SNP arrayによるALK領域のゲノムコピー数の解
析、NIH3T3細胞発現系を用いて、ESFTで検出
された変異ALKの機能解析を行った。ALKの発
現はRT-PCRを施行したESFT臨床検体 46例全
例で確認された。ALK遺伝子の変異解析を行っ
たところ、新規のミスセンス変異が４例に認められ
た。その一部について機能解析を行ったところ、
ウェスタンブロットにおける自己リン酸化の
亢進、siRNAによるALK knockdownでの細胞増
殖の抑制、コロニーアッセイにおいて足場非依
存性増殖、ヌードマウスアッセイにて腫瘍形成が
観察された。また、ALK阻害剤の投与にて、ALK
変異を持つESFT細胞株においても高い効果を
認めた。神経芽腫のみでなく、一部ESFTにおい
てもALKが関与することや治療の標的になること
が示唆された。ALKの発現はESFT 46例全例で
確認され、ESFTの中では極めて稀な鼻腔原発
の2例にkinase domainの胚細胞変異（活性型）を
確認した。 
 

(3)横紋筋肉腫 50 検体（細胞株 8 株、新鮮腫瘍
42 例）の解析では、RT-PCR を施行した 29 検体
中 17検体（59%）でALKの高発現を確認し、SNP
アレイでは新鮮腫瘍 1 検体（胞巣型）で ALK 領
域の高度増幅を検出した。ALK 阻害剤により一
部細胞株で増殖抑制効果が認められた。ALK
は横紋筋肉腫の発症・進展に関与している可能
性が示唆された。 
 
(4)Isocitrate dehydrogenase (IDH)はクエン酸回
路の酵素で、脳腫瘍のゲノム解析により変異が
みい出され、変異が悪性度の低い神経膠腫、急
性骨髄性白血病(AML)でみられることが報告さ
れている。平成 23 年度は、IDH1/2 変異の関与
を、神経芽腫、横紋筋肉腫、ユーイング肉腫、
悪性ラブドイド腫瘍、脳腫瘍などの新鮮腫瘍や
細胞株 419 検体で解析を行った。神経芽腫の２
例で 1 塩基挿入による frame shift (FS) 変異
（D143X）とミスセンス変異（ I154V）を見出し、
PNET の１例で変異（S389C）を検出した。また
IDH2は 1塩基欠失による frameshift変異が横紋
筋肉腫の細胞株にみられ、神経芽腫１例
（P23R）、ユーイング肉腫１例（I142L）、神経膠芽
腫１株（V8A）にミスセンス変異が同定された。
IDH 変異の頻度は神経芽腫 132 例中３例(2.3%)、
ユーイング肉腫 55例中１例(1.8%), PNET22例中
１例(4.5%)と低いが、一部の腫瘍の発症・進展に
関与している可能性が示唆された。 
 
(5)次世代シーケンサー(Illumina社)を用いて、エ
クソーム解析と STAT3、AKT など ALK pathway
に関連する遺伝子群の解析を行った。エクソー
ム解析には病期 4 の 神経芽腫３例を、また
ALK pathwayの遺伝子解析には神経芽腫 80例
を検討し、新規異常を複数検出した。ALK 
pathway を阻害する低分子化合物、TAW684、2、
4-PDD(pyrimidinediamine derivative) お よ び
PF02341066 の神経芽腫 24 株とユーイング肉腫、
横紋筋肉腫 16 株で IC50 値と細胞増殖速度を
測定したところ、神経芽腫はユーイング肉腫、横
紋筋肉腫と比べて比較的阻害剤の効果が高い
ことが判明した。ALK pathway は神経芽腫の発
症に重要な役割をはたしており、治療標的にな
りうることが示唆された。 
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