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研究成果の概要（和文）：次世代シークエンサーによるハイスループット解析を行い、小児固形腫瘍の発症およびがん
幹細胞を制御する標的分子の同定を試みた。神経芽腫の臨床検体96検体につき、がん幹細胞の制御に重要なポリコーム
群遺伝子80個のdeep sequencingを行った結果、ASH1Lの変異が約10%に見出され、この分子が腫瘍の発症およびがん幹
細胞を制御する遺伝子である可能性が示唆された。また横紋筋肉腫 16例におけるエクソーム解析では、FGFR4経路変異
が約30%の症例に検出され、特に胎児型横紋筋肉腫に多い傾向が見られた。従って、FGFR4経路阻害剤が胎児型横紋筋肉
腫の治療法的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pediatric solid tumors are one of the significant causes of death among children, 
and thus, development for new therapeutic strategy for intractable pediatric solid tumors is a global prob
lem. To identify molecular targets of pediatric solid tumors and regulators of cancer stem cells, we perfo
rmed target sequencing and exome sequencing using next generation sequencing technology. Target sequencing
 of 80 polycomb protein genes in 96 of neuroblastomas revealed that ASH1L mutations occurred in about 10% 
of cases. Thus, this gene is one of the candidate target for cancer stem cells regulators of neuroblastoma
. In exome analysis of 16 cases of rhabdomyosarcoma (RMS), we identified FGFR4 pathway mutations in about 
30% of all cases, and this pathway mutation was more frequently detected in embryonal subtype. Therefore, 
the inhibitor of FGFR4 pathway could be one of the promising therapeutic molecule for embryonal RMS. 
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1.研究当初の背景 
(1)小児がんは成人がんと比較すると稀で
はあるものの、小児死亡の主要因となって
いる。小児がんの約半数を占める小児固形
腫瘍の大部分は依然として予後不良である。
従って、難治性小児固形腫瘍の克服こそ、
少子・高齢化が進行している我が国におい
て社会行政の観点からも早急に取り組むべ
き重要課題の一つと言える。 
一方、近年がんの難治化や再発の原因と
して、多分化能、自己複製能、高い増殖能
を兼ね備えたがん幹細胞(Cancer stem 
cell: CSC)の存在が明らかとなった。CSC
の特徴は、薬剤や放射線に対する感受性が
著しく低いことであり、これが難治化や再
発の要因と考えられている。従って、特異
的に CSC を標的とする治療法は、難治性が
んに対する根治的かつ副作用を回避した画
期的治療となりうることが期待される。 
(2) 申請者らはこれまでに 1) 神経芽腫の
allelotype 解析を行い、新たな高頻度欠失
領域として 2q, 9p, 18q を同定した。また、
2) 網羅的ゲノム解析を行い、神経芽腫、リ
ンパ腫および骨髄異型症候群における標的分
子をつきとめた。更に、3)小児固形腫瘍細胞
株の CD133 分画に CSC を高率に含むことが推
測される高い造腫瘍能を有する細胞群を見出
した。 

 

2.研究の目的 
 本申請では最新のマイクロアレイ技術、次
世代シーケンサーなどゲノムワイドな手法を
駆使して、小児固形腫瘍の発がんと CSC を制
御する分子情報を体系的に解析し、CSC を標
的とした創薬開発のための分子基盤を構築す
る。更に研究成果を発展させることにより、
難治性小児固形腫瘍の根治を目指した新規創
薬の開発を目指す。 
具体的には代表的な難治性小児固形腫瘍
である神経芽腫、横紋筋肉腫の新鮮腫瘍と
細胞株を用いて、1) SNP アレイ(GeneChip 
500K /CNAG/AsCNAR)による CSC 特異的なゲ
ノムコピー数の網羅的解析(23 年度)、2)
次世代高速シーケンサーを用いた CSC とそ
の下層の分化したがん細胞におけるエクソ
ンキャプチャー、エピゲノムの網羅的解析 
(24 年度)、3) CSC の成立、維持を制御す
る特異的分子を標的とした新規創薬の開発、
動物モデルを用いた新規創薬の安全性と有
効性の検証(24、25 年度)を試みる。 

 
3.研究の方法 
(1)神経芽腫におけるポリコム蛋白を含むエ
ピゲノム関連分子のターゲットキャプチャー 
 ポリコム蛋白は幹細胞の制御に重要な役割
を担っており、成人がんでは、発がんとの関
与が報告されている。そこで、小児固形腫瘍
の発がんにポリコム蛋白が関与しているか否
かを検討するために、神経芽腫24検体におけ
るポリコム蛋白のターゲットキャプチャーを
行い、候補標的分子を検出する。その結果、
抽出される候補遺伝子につき、さらに96検体
の検体を用いて、ターゲットキャプチャーを
行い、頻度の検証を行う。また標的遺伝子の
発がんへの関与を検討するために、細胞株を
用いたノックダウン実験、invasion assayを
行う。 

(2)横紋筋肉腫のexome解析と標的pathwayに

おけるdeep sequencing  
再発、転移腫瘍を含む横紋筋肉腫 16 例の
exom 解析を行い、標的分子の同定を行う。
その結果、検出される重複変異に関してさら
に、60 例の validation cohort を用いて、
deep sequencing を行い、病的意義と頻度の
検証を行う。 
 
4.研究成果 
(1)神経芽腫におけるポリコム蛋白を含むエ
ピゲノム関連分子のターゲットキャプチャー 
ポリコーム群タンパク質はショウジョウ
バエの胚で発見され、発生において体の前
後軸や体節を決定するホメオティック遺伝
子の発現抑制状態を維持する働きをもつと
されている。近年、ヒト PcG が血液のが
んや上皮性腫瘍の発生に関わっていること
が示唆され、がんが悪性化するメカニズム
の解明や、新しい治療法、腫瘍マーカーの
開発につながるのではないかと期待が集ま
っている。そこで、神経芽腫の発症にポリ
コーム群タンパク質が関与しているか否か
を検証するために、平成23, 24年度では、
神経芽腫24検体におけるポリコム蛋白のター
ゲットキャプチャーを行い、候補標的分子を
検出した。そこで、平成25年度は、さらに96
検体の検体を用いて、ターゲットキャプチャ
ーを行い、頻度の検証を行った。その結果、
トライソラックス蛋白であるASH1L遺伝子の
変異を約10%の症例に見出した。ASH1L変異を
有する例は全て、stage4の進行例であった。
さらに、変異の部位がASH1L遺伝子の全長に
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わたっていること、1例においてナンセンス
変異が検出されたことから、この遺伝子の機
能消失が神経芽腫の発症に寄与している可能
性が示唆された。 
表 1 神経芽腫で検出された ASH1L の変異 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2) 横紋筋肉腫の exome 解析と標的
pathway における deep sequencing 

  横紋筋肉腫は小児の軟部腫瘍の中で最も

頻度が高く、病理組織学的に胎児型と胞巣型

に２分される。特に初発時より遠隔転移を伴

う例や再発例は、極めて予後不良であり、5

年生存率は20-30%程度である。そこで、横紋

筋肉腫の難治化や再発の分子病態を解明する

ために、次世代シークエンサー(イルミナHi

Seq200)を用いてexome解析を行った。 
シークエンスされた全エクソン領域のうち
84.6%(71.7%-90.7%)は 20 回以上の depth が
得られ、変異解析を行うデータ量としては十
分と考えられた。検出された somatic 変異は
概ね成人がんと比べると少数であり、極端に
多いい 1 例(胞巣型 1 例)を除くと 4-32 個/1
症例で平均 11.8 個であった。また初発/再
発・転移の比較では、初発腫瘍に比べて再
発・転移腫瘍において変異の数が多いい傾向
がみられたが有意差には至らなかった
(P=0.062、Fisher’s exact test)。例外的
に多くの変異が検出された胞巣型症例(Case 
001)では、DNA 修復に関わることが知られて
いる MBD4 遺伝子の変異(初発、再発ともに
major クローンとして検出された)や TP53 遺
伝子の変異が検出された。神経芽腫や髄芽腫
では DNA 修復関連遺伝子や TP53 遺伝子に変
異があると腫瘍細胞に生じている変異数が有
意に多いことが報告されていることからも、
この症例では、それらの影響で体細胞変異が
蓄積した可能性が考えられた。単一遺伝子の
異の頻度は少ないものの、FGFR4 経路の異常

を重複して見出した。そこで、平成 24，25
年度にはさらに、60 例の横紋筋肉腫の新鮮
腫瘍検体を用いて、FGFR4 経路の 8 遺伝子、
全長約 500KB につきターゲットシークエンス
を行い、変異の検証を行った。その結果、
FGFR4 経路の変異は約 30%に見出され、特に
胎児型横紋筋肉腫に多い傾向がみられた(図
1)。従って、この経路の阻害剤は、胎児型横
紋筋肉腫の標的治療薬となる可能性が示唆さ
れた。 
図 1 横紋筋肉腫でみいだされた FGFR4 経路の
変異 
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