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研究成果の概要（和文）：本研究は小児がんである神経芽腫をモデルに、GREB1のがん発症・悪性化における生
物学的役割を示し、成人がんに比べ少ない遺伝子変異によって小児がんが発症する分子機序を解明することを目
的とするものである。神経芽腫においてGREB1は、MYCN遺伝子の増幅と、特定の神経芽腫サブタイプを背景とし
て発現することが分かった。またGREB1はヒストン脱メチル化酵素と相互作用し、神経芽腫のアイデンティティ
ーを制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aims to demonstrate the biological role of GREB1 in cancer 
development, especially in neuroblastoma, and to elucidate the molecular mechanisms of tumorigenesis
 in pediatric cancers, which progress without accumulating many genetic mutations as in adult 
cancer. In neuroblastoma, GREB1 was found to be expressed under MYCN gene amplification and a 
specific neuroblastoma subtype. GREB1 also interacts with histone demethylases and switches the 
identity of neuroblastoma by regulating transcription.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 小児がん　遺伝子発現制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児がんにおいても、成人がんと同様にゲノム解析や遺伝子発現解析といった網羅的なデータが蓄積されてきた
が、それらの異常がどのように連続的に関連するのか、その分子実体は不明のままである。そのため、介入可能
な標的分子の同定が難しく、小児がんにおいて使用可能な分子標的治療薬が現状では少ない。本研究は小児がん
特有の発がん機構を分子レベルで明らかにすることで、成人がんと異なる治療戦略を開発する端緒となりうる点
で大きな意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がんゲノム解析が盛んに行われるようになり、がんの発生や進展に寄与するゲノム異常が幅

広く知られるようになった。成人がんにおいては多くの遺伝子変異が蓄積し、多段階的にがんが
発生する機序が明らかになった。一方で、小児固形がん（以下、小児がん）では遺伝子変異の蓄
積が明らかに少ないこともわかった。また小児がんは潜伏期間が短く、増殖も速く、成人がんと
は発症の機序が異なると考えられている。つまり、小児がんにおいて、少ない遺伝子変異でがん
の発症や悪性化を促進するシステムが存在する可能性がある。一方、ゲノム解析と同様に、トラ
ンスクリプトーム解析やエピゲノム解析も大規模に行われるようになってきた。バイオマーカ
ーとなる異常な遺伝子発現やエピゲノム異常が判明し、網羅的なデータの多層的な相関関係も
考えられるようになった。ところが、それらの異常がどのように連続的に関連するのか、その分
子実体は不明のままである。そのため、介入可能な標的分子の同定が難しく、小児がんにおいて
使用可能な分子標的治療薬は現状少ない。そこで、小児がんにおいて、少ない遺伝子変異でがん
が発症する分子機序を明らかにしたいと考えた。 
研究代表者らはこれまで、成人がんの発症・悪性化の分子機序の解明にあたり、Wnt シグナル

に関連した新たながんシグナル経路をいくつか同定してきた。その中で GREB1 は新規の Wnt シ
グナル標的遺伝子として同定したものであり、腫瘍促進的に機能するものと考えられた。一方で
GREB1 は、小児がんのうち頻度の高い神経芽腫において高発現し、腫瘍増殖に寄与することが分
かった。ところが予備的検討の結果、神経芽腫では Wnt シグナルに関連した遺伝子変異を伴って
おらず、また GREB1 は Wnt シグナル非依存的に高発現していることが分かった。成人がんと異な
るがん発症機構の存在が示唆され、神経芽腫はそれを示すよいモデルになると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、小児がんである神経芽腫をモデルに、GREB1 のがん発症・悪性化における生物学
的役割を示し、遺伝子変異を多く伴わずに小児がんが発症する分子機序を解明することを目的
とする。 
 
 
３．研究の方法 
上記目的を遂行するために、以下の 3点の方法を用いた。 
(1) GREB1 の発現制御機構の解明 
GREB1（2p25.1）は MYCN（2p24.3）と近接した遺伝子座に位置することから、公開データセッ

トを用いて両遺伝子が共増幅するかを調べる。また、臨床検体データベースを利用して MYCN 増
幅症例でGREB1が高発現するかどうか確認する。次に神経芽腫細胞株を用いて、MYCN増幅とGREB1
の発現の間に相関関係があるかを調べる。さらに、神経芽腫やその発生母地となる正常胎児副腎
を構成する細胞のシングルセル RNA シーケンスのデータの解析を行い、正常から腫瘍発生にお
ける GREB1 の発現プロファイルを明らかにする。 
(2) GREB1 の作用機構の解明 
神経芽腫における GREB1 による増殖制御の分子実体を明らかにするため、TurboID を用いた近

接依存性標識法による相互作用タンパク質スクリーニングを行う。神経芽腫細胞株において
GREB1-TurboID を安定発現させ、GREB1 の相互作用タンパク質を生細胞内でビオチン標識する。
ビオチン標識されたタンパク質のみを特異的に濃縮し、抽出されたタンパク質についてラベル
化法による定量的プロテオーム解析を施行する。候補タンパク質のうち GREB1 が局在する核内
で機能しうるものを選択し、GREB1 の作用機構を明らかにする。 
(3) GREB1 の治療標的としての妥当性の検証 
MYCN を過剰発現する神経芽腫モデルマウスに対して、生体内で GREB1 の発現を抑制可能なア

ンチセンス核酸（ASO）を投与し、腫瘍形成に対する影響を評価する。 
 
 
４．研究成果 
(1) GREB1 の発現制御機構の解明 
高リスク神経芽腫 556 症例のコピー数プロファイルのデータセットの解析の結果、MYCN 遺伝

子と GREB1 遺伝子の共増幅症例が確認された（図 1）。また MYCN 増幅症例では GREB1 の発現が有
意に高かった。また神経芽腫細胞株のデータセット、ならびに研究代表者らの所有する 11 細胞
株を用いた解析より、MYCN 増幅症例では GREB1 の mRNA/タンパク質の発現が有意に高かった。さ
らに神経芽腫細胞株のサブタイプのうち、N 型（ADRN 型）において GREB1 の発現が明らかに高い
ことが分かった(図 1)。GREB1 の発現には MYCN の増幅、そして神経芽腫サブタイプが寄与してい
ることが明らかとなった。次に、神経芽腫の発生母地であるヒト胎児副腎組織とヒト神経芽腫の



シングルセル RNA-seq データのメタ解析
を行ったところ、 GREB1 の発現は
sympathoblast に特異的な遺伝子群の発
現と相関しており、特に sympathoblast
とプロファイルの類似する神経芽腫サブ
タ イ プ で の 発 現 が 高 か っ た 。
Sympathoblast は神経芽腫細胞株の N 型
サブタイプと類似した遺伝子発現パター
ンを有しており、GREB1 の発現プロファ
イルについて細胞株のデータと一致し
た所見であると考えられた。 
 
 
 
(2) GREB1 の作用機構の解明 
(1)の成果より MYCN の発現異常が GREB1 の発現に影響することが判明した。生理的な発生過

程において、MYCN は神経芽腫の起源である神経堤細胞系統の運命決定に関与していることが知
られており、MYCN により発現誘導される GREB1 が神経芽腫の細胞系譜の制御に関わる可能性が
考えられた。そこで GREB1 による神経芽腫のアイデンティティー制御機構を明らかにするため、
神経芽腫細胞株 IMR-32 細胞を用いた近接依存性標識法による相互作用タンパク質スクリーニン

グを行った。その結果、
GREB1 の新規相互作用タ
ンパク質としてヒストン
脱メチル化酵素を同定し、
免疫沈降法においても両
タンパク質の結合を確認
した（図 2）。さらに GREB1
や上述のヒストン脱メチ
ル化酵素のゲノム DNA と
の相互作用を介在する分
子として、新たに転写因
子を同定した。この転写
因子は神経芽腫のサブタ
イプを規定するマスター
転写因子の一つと考えら
れており、GREB1 が神経芽
腫のアイデンティティー
の決定に寄与する可能性
が示唆された。 

 
 
(3) GREB1 の治療標的としての妥当性の検証 
MYCN を過剰発現する神経芽腫モデルマウス（Th-

MYCN マウス）を導入し、正常交感神経節と比較し、神
経芽腫腫瘍部では Greb1 の発現が亢進していることを
確認した（図 3）。次にマウス Greb1 に対するアンチセ
ンス核酸（ASO）を Th-MYCN マウスに投与した。ところ
が十分な腫瘍抑制効果が得られず、ASOによるGreb1遺
伝子の発現抑制効果が不十分であることが原因と考え
られた。現在 GREB1 が治療標的になりうるか明らかに
するため、生体内での GREB1 の発現をより効率よく抑
制可能なアンチセンス核酸の開発を進めている。一方、
当初の計画からさらに発展し、Greb1ノックアウトマウ
スを作製し、前述の Th-MYCN マウスと交配することで、
神経芽腫発生における GREB1 の機能を明らかにしよう
と考えた。Greb1 ノックアウトマウスは樹立できたものの、雌個体については生殖機能が一部障
害されていることが判明した。ただ個体作製は順調に進んでおり、GREB1 が治療標的として有用
かどうかについて今後評価が可能であると考えている。 

図 1：(左)神経芽腫において MYCN と共増幅する
遺伝子、(右)神経芽腫サブタイプと GREB1 の発現 

図 2：近接依存性標識法を用いた新たな GREB1 相互作用 
タンパク質の同定 

図 3：(左)Th-MYCN マウスに発生し
た腫瘍部における Greb1 の発現、
(右)正常上腸間膜交感神経節（SMG）
と腫瘍部における Greb1 の発現 
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