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研究成果の概要（和文）：本研究では神経芽腫の予後の異なるサブグループのゲノムプロファイルを統合解析
し、サブセット毎の発症や悪性化に関与する遺伝子の同定を目的とする。予後不良群30例の全エクソーム解析で
は、MAPK経路やaxon guidance遺伝子群の変異がエンリッチされていた。特にRAS-MAPK経路の変異は再発腫瘍で
も高頻度に見られた。メチローム解析からは、予後の異なる3つのクラスターが同定され、遺伝子発現との比較
から予後に強く相関する遺伝子群を抽出した。これらの臨床的意義について独立症例でさらに検証する必要があ
るが、抽出された候補遺伝子群は今後の難治性神経芽腫のリスク分類の精度向上に資すると期待される。

研究成果の概要（英文）：Neuroblastoma (NB) is the most common pediatric extracranial solid tumor, 
originating from the sympathoadrenal lineage of neural crest. Despite intense multi-modal therapy, 
NB remains the second most common cause of cancer deaths among children. To elucidate molecular 
basis for malignant type of NB, we have conducted integrated genomic analyses, including array CGH, 
whole exome sequencing, transcriptome and methylome profiling. Whole exome sequencing of 30 high 
stage primary tumors identified approximately 20 non-silent somatic mutations and indels per tumor 
in average, among which 27 were recurrent mutations appeared >2. Pathway analysis revealed 
enrichment of the mutated genes in the MAPK pathway and the axon guidance pathway. Methylome 
profiling suggested the existence of three clusters with different survival rates. Altogether, these
 genomic features can help understand NB pathogenesis and contribute risk stratification for 
therapy.

研究分野： ゲノム腫瘍学
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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。最近の大量化学療法の進歩にもか
かわらず、進行神経芽腫の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がん遺伝子の増幅、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
と特定されていない。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
どの染色体変化等があるが、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。これまでに欧米か
ら報告された全エクソーム解析では、神経芽
腫では他の成人がんに比してアミノ酸置換
変異が起こった遺伝子は症例あたり平均約
12 カ所と少なく、腫瘍間で共通な遺伝子変異
はほとんど見られないが、腫瘍サブセット毎
に変異遺伝子の機能カテゴリーに特徴があ
ること（ただし各変異遺伝子の発現パターン
の検証は未解析）、予後良好群と不良群の間
で発現に差のある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、すなわち、恐ら
く遺伝子の転写調節領域の変異やゲノムメ
チル化などのエピジェネティックな変化も
悪性化に関わっていること、が示唆された。
遺伝子発現データとエクソームシークエン
シングからの変異遺伝子データを詳細に解
析することにより、臨床経過の異なる腫瘍サ
ブセット毎の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 
 本研究では多様な臨床像を示す神経芽腫
に対して最適な治療戦略を構築することを
最終目標に、神経芽腫の予後の異なる各サブ
グループのゲノムコピー数、遺伝子変異パタ
ーンに遺伝子発現、エピゲノムの各プロファ
イルを統合して解析することにより、神経芽
腫サブセット毎の発症や悪性化に関与する
遺伝子の同定と解析を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）解析対象症例と基礎データの収集 

小児がん臨床施設にて分子診断用に生検ま
たは手術により採取された神経芽腫検体の
うち、研究使用に対する同意が得られたも
のを対象とした。分子診断後の余剰検体は
各小児がん臨床施設にて匿名化処理された
のち、神経芽腫検体センター（千葉県がん
センター、埼玉県立がんセンター臨床腫瘍
研究所）に登録・保管されている。分子診
断データ（腫瘍検体の MYCN コピー数、DNA
プロイディ）と診断時月齢、病期、予後も
検体ごとにデータベース化されている。本
研究では、これらの検体から調製した DNA
と RNA を使用した。これらの試料ならびに
付随する臨床情報の使用については千葉県
がんセンター倫理審査委員会・埼玉県立が
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）アレイ CGH 解析 
 ステージ3または4の40症例（生存例20、
死亡例 20）、MYCN増幅群 30 例（長期生存例
20、死亡例 10）の腫瘍由来 DNA を調製し、
アジレント社製ゲノムアレイ（244K, 8x60K, 
4x44K）を用いたアレイ CGH 解析を行った。
データ出力には Genome Work Bench 解析ソ
フトを用いた。1p 欠失、11q 欠失、17q 増加、
MYCN増幅の有無などの情報を用いて、ゲノ
ムコピー数異常のパターンによるゲノムサ
ブグループ(Tomioka N, Oba S, Ohira M et 
al, Oncogene 2008)に分類した。 
 

（３）遺伝子発現マイクロアレイ解析 
 腫瘍 RNA に対しアジレント社製 8x60Kv2
遺伝子発現アレイを用いた網羅的遺伝子発
現解析を行った。データ出力はアレイデー
タ解析ソフト GeneSpring GX を用いた。 

 
（４）次世代シークエンサーを用いたエクソ
ーム解析、RNA シークエンシング 
 腫瘍由来 DNA と、対照としての患者血液由
来DNAを用いて、ヒト全エクソン断片（約50M）
をアジレント社 SureSelect によりキャプチ
ャーし、精製後イルミナ社 HiSeq2000 により
シークエンシングを行った（読取り深度
>75x）。読み取り配列を Burrow-Wheeler 
Alignerを用いてhg19ヒトリファレンス配列
にマップし、変異コールは MutTect を用いて
１塩基置換を検出した（>4 variant reads）。
欠失・挿入の検出は Pindel を用いた。変異
のアノテーションは ANNOVAR と Oncotator を
用いた。変異の検証はサンガー法で行った。 
RNA シークエンシングも同様にイルミナ社



HiSeq2000 を用いた。 
 
（５）エピゲノム解析 
 腫瘍由来 DNA を用いてバイサルファイト
法を用いたビーズアレイ解析である Human 
Methylation 450 BeadChip（Infinium450K）
によるメチローム解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 (1) 神経芽腫サブセットの網羅的ゲノム異
常解析 
 近年の大量化学療法により、最も予後不良
とされる MYCN 増幅症例にも生存期間 2 年以
上の長期生存例が見られるようになった。一
方、ALKや ATRXなど、不良な予後に相関する
遺伝子異常が報告されつつある。そこで、治
療抵抗性癌に特徴的なゲノムならびに遺伝
子発現プロファイルを明らかにするため、次
世代シーケンサーを用いて MYCN 増幅群 30例
（生存群 20 例、死亡群 10 例）のアレイ CGH
解析と全エクソーム解析を行った。 
 腫瘍あたり平均 約 20 個のアミノ酸置換
を伴う体細胞一塩基置換または挿入・欠失
変異が検出された。遺伝子変異の数は死亡
例で有意に多く、診断時年齢とも正の相関
が見られた。また、再発時検体ではさらに
多くの遺伝子変異が生じている傾向が確認
された。レファレンスゲノム配列に対する
塩基置換のパターンは、C>T 置換が最も高
頻度であった。独立の原発症例において複
数回検出されたアミノ酸置換を伴う変異候
補遺伝子は 27 遺伝子であった。そのうちの
一つ、NRAS遺伝子のQ61K gain-of-function
変異は 2例の死亡例に見られた。この変異
は別途行った 25 種類の神経芽腫細胞株の
ターゲットリシークエンシングにおいても
3 つの細胞株に同変異が検出され、比較的
頻度の高い変異のターゲットとなっている
ことが明らかになった。 
 変異が見つかった遺伝子群のアノテーシ
ョン解析、パスウェイ解析から、MYCN増幅
症例では特に MAPK パスウェイ関連遺伝子
（NRAS, MAP4K2, MAP3K4, MAP3K12, SOS1
など）、axon guidance 関連遺伝子（SEMA5A, 
SEMA3E, SEMA6C, SLIT1, NRASなど）、Wnt
シグナル関連遺伝子（FFATC1, FBXW11, 
CCND1, FZD9, DVL2 など）がエンリッチさ
れていることが示された。axon guidance
パスウェイは神経系発生における神経の遊
走やポジショニングに働いているが、様々
ながんにおいてがん細胞の増殖や生存、浸

潤などにも関わっていることが報告されて
いることから、MAPK パスウェイ、Wnt パス
ウェイとともに神経芽腫の発生、進展に何
らかの役割を果たしていることが示唆され
る。RAS-MAPK パスウェイ遺伝子群の変異は
再発腫瘍でも高頻度に見られることから、
治療標的の候補として今後さらなる検討が
必 要 で あ る (Li Y, Ohira M et al, 
Oncotarget 2017)。 
 
(2) 神経芽腫サブセットの網羅的遺伝子発
現解析と RNA シークエンシング 
 ゲノムサブセットが判明している 40 症例
（予後良好群 20 例、不良群 20 例）について
次世代型 DNAシーケンサーを用いた RNAシー
クエンシングと、アジレント社ヒト遺伝子ア
レイによる遺伝子発現解析を行い、同症例に
ついて取得済みのゲノムコピー数、遺伝子変
異と、遺伝子発現レベルとの相関を検討した。
症例あたり 1 個から 19 個、合計約 290 種
類の RNA fusion 候補が検出され、1例（死
亡例）については、特定の染色体に Fusion 
breakpoint の高度な集積が見られた。これ
ら Fusion 遺伝子の存在が確認された症例
では TERT が特に高発現していた。RT-PCR
とサンガーシークエンスの両方で fusion
候補の検証を行い、4種類の Fusion 遺伝子
産物を確認した。うち 1つを構成する遺伝
子に関しては、エクソーム解析から別の 1
例にも変異が検出されており、また、その
低発現が神経芽腫の不良な予後と強い相関
が確認された。 
さらに、変異が検出された遺伝子について
検証を進めるため、遺伝子発現データと各
症例の予後情報の関係性を検討した。アミ
ノ酸変化を伴う変異を認めた遺伝子につい
て logrank-test を行ったところ、複数回ア
ミノ酸置換を伴う変異が検出された 27 遺
伝子のうち、10 遺伝子が予後良好群で高発
現を、8 遺伝子が予後不良群で高発現とな
っていることが示された。神経芽腫の予後
との相関が知られているALKやTERTに加え、
これらの遺伝子が神経芽腫予後と相関する
ことを見出した。 
 
(3) 神経芽腫サブセットの網羅的メチロー
ム解析 
 イルミナ社 Infinium450K アレイを用い
た網羅的メチローム解析は 97 症例につい
て行った。メチル化レベルが variable であ
った上位 5000 のプローブについて教師な
しクラスタリングを行い、3 つのメチロー



ムクラスター（予後良好型、MYCN 増幅型、
予後不良 MYCN 非増幅型）が同定された。
logrank-test により、それぞれのクラスタ
ーごとに有意に予後が異なることが示され
た。MYCN増幅型クラスターのプローブには、
神経芽腫の予後因子の一つとして報告があ
る CIMP マーカー（プロトカドヘリンベータ
ファミリー遺伝子領域）が含まれていた。
そのほかにも、遺伝子発現レベルとの比較
から、予後不良神経芽腫で高メチル化かつ
低発現であり、発現レベルが予後と相関す
る少なくとも 6個の遺伝子を抽出した。こ
れらの予後マーカーとしての評価は独立症
例で今後さらに検証する必要があるが、本
研究から抽出された候補遺伝子群は今後の
難治性神経芽腫のリスク分類の精度向上に
資すると期待される。 
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