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研究成果の概要（和文）：小児がんでは、何故、遺伝子変異がないのにがんになるのか？エピジェネティック制
御が予想されるが、その実態は未知である。この課題に迫るために、私たちはがん発生初期を捉える新しい技術
開発を行った。すなわち、がん発生極初期の細胞のスフェア培養に成功したこれにより、神経芽腫モデル
（TH-MYCNマウス）では、がん化が組織学的に明らかでない胎児期中期に、がん形質の獲得が起こることを見出
した。この手法と神経芽腫モデルを組み合わせることにより、エピジェネティック制御が、がん形成に重要であ
ること、EZH2が治療のための優れた分子標的となることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Why does tumor develop without driver gene mutations in pediatric cancers? 
Its reason remains elusive although it is speculated that epigenetic regulations are involved. To 
address this question, we developed a new method, i.e., tumor sphere culture from very early stages 
of carcinogenesis. We found that cancer has developed as early as in mid-gestation period in the 
neuroblastoma model TH-MYCN mice. Furthermore, we found that epigenetic regulations are indeed 
critical for neuroblastoma development, and that EZH2 is a molecular target for its treatment.

研究分野： がん生物学

キーワード： 癌　発生　分化

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
小児がんの遺伝子変異は極端に少ない。例え
ば、神経芽腫の約 7 割は遺伝子変異を持たな
い。つまり大人のがんで複数のドライバー遺
伝子変異ががん発生･進展に寄与するという
スキームは、小児がんの多くには通用しない。
従って「正常発達逸脱によるがん発生」のコ
ンセプトが受け入れられてきたが、そのエビ
デンスは乏しい。わずかに髄芽腫などで一部
解明への取組みが始まったに過ぎない。 
私たちはこれまでにヒト神経芽腫をよく

反 映 す る 神 経 芽 腫 モ デ ル マ ウ ス
（TH-MYCN）を用いて、このモデルが生後
2 週で早期がんとも言える組織像を示すこ
となどを示した。さらに本研究の予備的デー
タとして、次世代シークエンサーにより、こ
のマウスがん組織でも遺伝子変異が殆どな
いことを見出した。従ってこのマウスモデル
は本研究課題を解くのに有用であることが
判明した。そして、「正常発達逸脱によるが
ん発生」の本質に迫るための重要な技術開発
に私たちは成功した。すなわち、「がん発生
極初期を捉えること」を可能にするスフェア
培養技術である。 
 
２．研究の目的 
小児がんでは、何故、遺伝子変異がないのに
がんになるのか？エピジェネティック制御
が予想されるが、その実態は未知である。こ
の課題に迫るために、私たちが開発したがん
発生初期を捉える新しい技術開発スフェア
培養を用いて、TH-MYCN マウスを神経芽腫
モデルとして、小児がんの発生機構を解くこ
とが本研究の目的である。がん発生に重要な
遺伝子群を同定し、エピジェネティック制御
を解明し、新しいがん発生機構を明らかにす
る。そのために 2 つの異なるアプローチを交
差させる。その解明は小児がんの治療への新
しい道を開くだけでなく、発生学に新しい視
点を与える可能性がある。 
 
３．研究の方法 
がん発生初期を捉えるスフェア培養を核に、
エピゲノム、遺伝子発現等のデータから、が
ん発生初期に特徴的な遺伝子の抽出を行う
ことを 1 つ目の柱にする。この遺伝子群には
がん発生そのものに重要な遺伝子が含まれ
るはずである。そこで、2 つ目の柱に神経芽
腫発生に重要であることが既に知られてい
るMYCN増幅 との合成致死遺伝子同定を置
く。2 つの柱を交差させ「正常発達逸脱によ
るがん発生」を解く。具体的に次を行う。 
 
（1）スフェア培養法と神経芽腫モデルマウ
スを用いて、DNA メチル化、ヒストン修飾、
mRNA/lncRNA 発現、miRNA 発現のデータ
を取得する。ヒト神経芽腫データと合わせ、
インフォマティクスによる遺伝子の抽出を
行う。 
（2）shRNA ライブラリーを用いた MYCN

増幅 との合成致死遺伝子の同定を完結させ
る。 
（3）上 2 つの成果を基に候補分子群をさら
に絞り込み、in vitro と in vivo でがん発生
を検証する。 
 
４．研究成果 
得られた成果をまとめると次の 2 つになる。 
（1）用いた神経芽腫モデルによりエピジェ
ネティック制御ががん形成に重要であるこ
と、EZH2 が治療のための優れた分子標的と
なることを明らかにした。（2）MYCN 増幅
との合成致死遺伝子のスクリーニングに成
功し、複数の候補分子を得た。そのうち、キ
ナーゼ X の介入実験を行い、合成致死性を証
明した。 
 
 （1）エピジェネティック制御：マウス神
経芽腫腫瘍スフェア培養法は、神経堤細胞培
養法を改良した（神経堤細胞は神経芽腫のオ
リジンと思われている細胞）。レチノイン酸
を含まない培地を用いることで、生後 2～3
週のマウスの腹腔交感節から分化誘導を起
こすことなくがん細胞の濃縮、継代ができた
（図 1「スフェア形成」）。交感節に移動した
交感神経系神経芽細胞のマーカーである
Phox2b で染色するとスフェア細胞のほぼ
100％が神経芽細胞であることが分かった。 
 そこで生後3週の野生型およびTH-MYCN
マ ウ ス の 交 感 神 経 節 ス フ ェ ア お よ び
TH-MYCN マウス由来の腫瘍から作ったス
フェアについて遺伝子発現アレイを用いた
解析を行った。発現パターンからこれら 3 群
は明確に区別されることが分かった。さらに
生後 3週野生型マウス交感神経節スフェア→
生後 3 週 TH-MYCN マウス交感神経節スフ
ェア→腫瘍スフェアと、発現パターンが遷移
していく様子が見て取れた。 
 

 
次に発がんがいつ起きるかという問に挑

んだ。まず、MYCN 発現を qPCR で捕らえ
ようとしたが胎生期では検出限界以下であ
った。そこで、小数の発現細胞でも検出でき
るように in situ hybridization を用いた。す

図 1 



ると MYCN 発現は胎生期 13.5 日（E13.5）
の腹腔交感神経節まで遡れることがわかっ
た。腹腔交感神経節解剖学的に同定するのは、
技術的に E13.5 までが限界であるので、
E13.5 腹腔交感神経節を用いてスフェア培養
を試した。すると、初代培養は野生型マウス
からも TH-MYCN マウスからも成功した。
ところが、継代できるのは TH-MYCN マウ
ス腹腔交感神経節細胞のみであった（図 1「ス
フェア形成」）。同様に、このスフェア培養法
によると生直後および腫瘍からもスフェア
培養に成功した。 
驚いたことに、E13.5 TH-MYCN マウス腹

腔交感神経節のスフェアをマウス皮下に移
植すると腫瘍形成が起きた。これは腫瘍から
樹立したスフェアと比較すると形成速度は
遅いものの、できた腫瘍は区別がつかないも
のであった。以上から、TH-MYCN マウスで
は遅くともE13.5の腹腔交感節細胞から継代
可能なスフェアを培養でき、そのスフェア細
胞には腫瘍形成能があることが明らかにな
った。これはすなわち、TH-MYCN マウスで
はE13.5で腫瘍細胞が誕生していることを強
く示唆するものであった。 
そこで、野生型および TH-MYCN マウス

のE13.5交感神経節スフェアについて遺伝子
発現アレイを用いた解析を行った。その結果、
特徴的な機能を持つ遺伝子群が有意な変化
を示した。それらには MYCN 下流遺伝子群
をはじめ、Lin28b, Lmo1, Lmo3, Bdnf, Bmi1, 
Mybl2, Ssrp1, Supt16, Neurod1 などこれま
でに神経芽腫発生進展との関係が報告され
た遺伝子群が発現上昇していた。同様に Ngfr, 
Clu, Ntrk3 など神経芽腫増殖と逆相関が報
告されていた遺伝子群の発現抑制も確認さ
れた。 

中でも殊に注目に値すると思われたのが、
ポリコーム抑制複合体 2（PRC2）の標的遺
伝子群の変化であった。すなわち、PRC2 標
的遺伝子群、EED（PRC2 の構成分子）標的
遺伝子群、SUZ12（PRC2 の構成分子）標的
遺伝子群のすべてが有意に発現抑制を受け
ていた。加えて、PRC2 が機能した結果起こ
る H3K27Me3（ヒストン H3 リジン 27 のト
リメチル化）が有意に上昇し、実際に PRC2
標的遺伝子プロモーター領域の H3K27Me3
上昇を示した。 
一方、 E13.5 交感神経節スフェアや

TH-MYCN マウス腫瘍などを材料にゲノム
変化をアレイ CGH、エクソームシークエン
スで解析したところ、ゲノムレベルの異常は
ほとんど見られず、この結果はヒト神経芽腫
のデータと合致した。染色体異常ならびに遺
伝子変異はなく、さらに DNA メチル化異常
も見出されないことから、PRC2 による遺伝
子発現制御の寄与が浮かび上がった。 

MYCN の代わりに PRC2 の阻害による治
療の可能性が出てきたので、PRC2 の責任分
子である EZH2 の抑制を試みた。EZH2 ノッ
クダウンは TH-MYCN マウス腹腔交感神経

節由来スフェアの形成を著しく阻害した。さ
らに、その阻害剤である EPZ6438 は
TH-MYCN マウスの腫瘍形成をほぼ完全に
抑制した（図 2、上）。加えて、PRC2 標的分
子群の発現は患者予後と逆相関を示した（図
2、下）。これらのデータを支持するように、
PRC2 標的分子群の発現は MYCN 増幅症例
で低く、ハイリスク患者群で低く、ステージ
4 で低かった。 
もう一つ注目すべきは、ヒト神経芽腫でも、

MYC 標的遺伝子群の発現と PRC2 標的遺伝
子群発現の間に極めて強い逆相関があった。
もちろん、両者共にあり、両者とも優れた予
後因子であった。前述の通り、 E13.5 
TH-MYCN マウスの腹腔交感神経節由来ス
フェアは野生型マウススフェアに比べて
MYC 標的遺伝子群の発現が上昇していた。
以上のデータは、MYC と PRC2 に重要な機
能的相関があることが示唆していた。そこで
MYCN を E13.5 野生型マウスの腹腔交感神
経節からの初代培養スフェアにウィルスベ
クターを用いて強制発現してみた。するとス
フェアは継代可能なものにトランスフォー
ムすることが分かった。しかもこのとき、
EZH2 の発現が上昇した。さらに、N-Myc と
EZH2 は複合体を形成することがわかった。
これらの結果から、TH-MYCN マウスでは
MYCN の発現により、N-Myc と EZH2 は複
合体を形成し、その結果 PRC2 が特定の遺伝
子プロモーター領域にリクルートされ局所
的な H3K27Me3 上昇を引き起こすという機
構が示唆された。 
以上から、TH-MYCN マウスでは、遅くと

も E13.5 から腫瘍形成が始まり、その際に
PRC2 によるエピゲノム制御が重要な働きを
担うことが明らかになった。治療実験の結果
から、PRC2 の構成分子である EZH2 は神経
芽腫治療のための重要な標的分子であるこ
とが判明した。 
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 （2）合成致死：神経芽腫発生に重要であ
ることが既に知られている MYCN との合成
致死遺伝子同定に臨んだ。タグつきの
shRNA ライブラリー（16,019 遺伝子を標的）
を MYCN 増幅（IMR32 細胞）および正常細
胞（SH-SY5Y 細胞）に感染させ、細胞増殖
の程度に差がある遺伝子を、次世代シークエ
ンサーを用いて探索した（図 3）。 

 
その結果、約 130 個の遺伝子が候補として

浮かび上がった。候補遺伝子から①公共の予
後データ②モデルマウスでの発現量③ドラ
ッガビリティなどを指標にさらなる絞込み
を行った。MYCN 増幅（IMR32 細胞など数
種）および正常細胞（SH-SY5Y 細胞など数
種）の細胞株に対して候補遺伝子のノックダ
ウンを施し、MYCN との合成致死について評
価した（図 4）。その結果、セリンスレオニン
キナーゼ X が候補分 子標的として有力であ
ることが判明した。X は肺がんなど MYC 遺
伝子（c-MYC）が増幅するがんについて同等
の合成致死を示す可能性も出てきた。 

 
 
 候補分子Xについては今後阻害剤開発を進
めていくと同時に、個体レベルでの治療効果
を示すことで治療応用への可能性を追求し
ていきたい。 
 
（3）がん発生初期機構と MYCN 合成致死の
2 つの成果の交差点：がん発生初期機構とし
てエピゲノム制御、とりわけ EZH2 を核にし
た PRC2 の関与を明らかにしたが、EZH2 と
N-myc が物理的に結合し複合体を作ること、
MYCN 発現が EZH2 発現を促進することは
大きな意味を持つと考えられる。何故なら、
神経芽腫の予後は MYCN 増幅のみでなく、
MYC 標的遺伝子群の高発現によって担われ
る可能性を指摘した論文も現れ、臨床的に
MYCN の重要性が増しているからである。そ
して、こうして神経芽腫の成り立ちを考慮し
た場合も、本研究の 2 番目の課題である
MYCN との合成致死が治療分子標的探索に
有効な戦略であることを保証したと考える
こともできる。 
今後、EZH2 などの PRC2 構成分子が

MYCN との合成致死を示すのかを検証する
ことは、治療戦略とロジックを結びつける上

図3 
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でも重要だと考えている。 
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