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研究成果の概要（和文）：小児がんの一種である神経芽腫のなかでも悪性度の高いMYCN遺伝子増幅型がんに対す
る効果的な治療標的を探索するために「合成致死」のアプローチを用いた。独自の遺伝子ノックダウンスクリー
ニングの結果、dTTP生合成経路に関わる酵素群の一部が新規な合成致死遺伝子の候補であることが判明した。特
異性の高い酵素阻害剤が利用可能な場合はMYCN増幅型の神経芽腫細胞に対する選択的な細胞増殖抑制効果を検討
した。阻害剤が存在しない場合にはsiRNAを用いた遺伝子ノックダウンによりその効果を検証した。一連の研究
の結果から、既存の核酸代謝阻害剤の有効性が確認され、適応拡大への基盤となる成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：MYCN gene amplification clearly correlates with poor prognosis in patients 
with pediatric cancer, neuroblastoma. Recently, synthetic lethal (SL) approaches are emerging as a 
promising strategy for MYCN-amplified neuroblastoma therapy. Therefore, we performed a genome-wide 
shRNA library screening to identify new candidate genes. Based on our experimental validations using
 siRNA and chemical inhibitors, some enzymes involved in nucleic acid metabolism were proposed to be
 new SL targets. Our result suggest that repositioning of existing agents would be worth considering
 as a new therapeutic strategy. Moreover, finding new chemical inhibitors of new SL targets is 
important for therapeutic development.

研究分野：腫瘍治療学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 小児がんの一種である神経芽腫では患者
の約 20%で MYCN 遺伝子の増幅が認められ、き
わめて予後不良であることが知られている。
しかしながら、この MYCN 増幅型の神経芽腫
に対しても区別なくシスプラチンなどの成
人がん用の抗がん剤が用いられており、不可
逆的な副作用や治療率が頭打ちであること
が問題となっている。そのため、MYCN 増幅型
の神経芽腫の特性を踏まえた安全かつ治療
効果の高い新規分子標的薬の開発が望まれ
ている。MYCN の遺伝子産物である N-Myc は
c-Myc と同様に転写因子として働き、核酸代
謝や細胞分裂に関わる様々な遺伝子群の発
現を調節している。一般に転写因子の機能を
低分子量の化合物で阻害することは難しい。
そのため、特定の遺伝子の機能阻害によって
正常細胞には影響を与えないが、MYCN 増幅型
の神経芽腫細胞においてのみ致死的に働く
遺伝子、いわゆる「合成致死」遺伝子の探索
とその治療応用は有効な解決策と考えられ
ている。 
２．研究の目的 
 本研究開始までに研究代表者は独自に網
羅的な遺伝子ノックダウンスクリーニング
を実施し、MYCN 増幅型の神経芽腫細胞におけ
る合成致死遺伝子の候補群を同定していた。
具体的には約 18,000 遺伝子を標的とする市
販の shRNA ライブラリーを MYCN 増幅型の細
胞株・IMR-32とMYCN正常型の細胞株・SH-SY5Y
に導入し一定期間培養した後、染色体 DNA に
組み込まれたshRNA配列を次世代シーケンシ
ングにより検出、定量して IMR-32 で有意に
存在量が低下したshRNA配列とその標的遺伝
子を同定した。この結果、既に報告のあるカ
ゼインキナーゼ1などの合成致死遺伝子に加
え、細胞分裂期において重要な役割を果たす
遺伝子群やDNA合成に必須のデオキシチミジ
ン三リン酸（dTTP）の生合成経路（図 1）に
関与する遺伝子群が新たな合成致死遺伝子
であることを見いだした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 なお、dTTP 合成経路に関与する酵素のなか
でもチミジル酸シンターゼを標的とする 5-
フルオロウラシルやジヒドロ葉酸レダクタ
ーゼを標的とするメトトレキサートは各種
のがんに対する治療薬として古くから使用
されているものの、神経芽腫に対する有効性
は確認されていない。そこで、本研究では
MYCN 増幅型の神経芽腫細胞に対する上記の
核酸代謝阻害剤の有効性を確認することで
適応拡大の可能性を探る。また、dTTP 生合成
経路のなかでも、これまで阻害剤が開発され
ていない新規な候補分子について治療標的
としての可能性を検討する。 
３．研究の方法 
 特許等の関係で新規に発見した候補分子
名を明らかにできないが、図 1 に示す dTTP
生合成経路に関わる遺伝子をノックダウン
することで新規 DNA 合成が阻害され、がん細
胞の増殖が停止する。また、dTTP 量の低下に
ともなってデオキウリジン三リン酸（dUTP）
量が相対的に増加し、dTTP の代わりに誤って
DNA 合成に用いられることがある。通常、DNA
中にはウラシル塩基は存在しないため、ウラ
シルDNAグリコシラーゼなどによる除去修復
反応により除去される。このとき、核酸代謝
阻害剤の影響により大量のウラシル塩基が
存在する場合には、除去修復反応の一過程で
あるDNAの一本鎖切断が蓄積して細胞死が誘
導されることも作用機序の一つであるとさ
れている。 
 本研究では新規の候補分子については主
にsiRNAによる遺伝子ノックダウン実験によ
って神経芽腫細胞に対する細胞増殖抑制効
果を確認した。その一方で、このような新規
分子に対する特異性の高い低分子阻害剤は
存在しないため、5-フルオロウラシルやメト
トレキサートなどの既存の核酸代謝阻害剤
を利用して MYCN 増幅型あるいは MYCN 正常型
の神経芽腫細胞に対する効果を比較検討し
た。また、分子メカニズムの解明に向けて阻
害剤処理時のDNA二本鎖切断損傷の発生をリ
ン酸化型ヒストン H2AX、アポトーシス性の細
胞死を cleaved-PARP の生成を指標として評
価を行った。また、染色体 DNA 中のウラシル
の存在量を質量分析器（LC-MS/MS）によって
定量する系の構築を行った。 
４．研究成果 
（1）核酸代謝拮抗剤の効果 
 現在、消化器系や呼吸器系のがんで広く用
いられる 5-フルオロウラシルおよび古くか
ら用いられている代謝拮抗剤であるメトト
レキサートについて様々な神経芽腫細胞に
対する細胞増殖抑制効果を試験した。その結
果、感受性の差はあるものの、MYCN 増幅型の
神経芽腫細胞は上記の代謝拮抗剤に対して
高感受性であることが判明した（図 2）。現在、
神経芽腫の治療に用いられている代表的な
抗がん剤であるシスプラチンやカルボプラ
チン、エトポシドなどについても同様の試験
を行ったが、50%細胞増殖阻害濃度・GI50 で

図 1 dTTP 生合成経路 



比較した場合、核酸代謝拮抗剤の方が約 20
倍の細胞増殖抑制能を持つことがわかった。
例えば、エトポシドに関しては MYCN 遺伝子
の増幅、非増幅によって GI50 値に大きな差
はなく、一般的な DNA 損傷を作用機序とする
抗がん剤と核酸代謝拮抗剤とは作用に明確
な違いが見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）遺伝子ノックダウンによる新規治療標
的の探索 
 shRNA ライブラリーを用いた網羅的遺伝子
ノックダウンスクリーニングの結果を個別
に検証するためにsiRNAを用いた検証実験を
実施した。図 1 の dTTP 生合成経路に関わる
複数の遺伝子をノックダウンした結果、新規
な合成致死遺伝子の候補を発見した。この遺
伝子産物である酵素の阻害剤は抗がん剤と
して開発されていないものの、研究用の阻害
剤が存在した。これを入手し、神経芽腫細胞
への影響を確認したところ遺伝子ノックダ
ウンと同様の効果が確認できた。しかしなが
ら、他の酵素への影響など、阻害剤の特異性
が担保されていないため、今後は独自に低分
子量の阻害化合物のスクリーニングを実施
したい。 
 
（3）分子メカニズムの検討 
 1980 年代に行われた小規模な臨床研究で
は神経芽腫患者に対するメトトレキサート
などの核酸代謝阻害剤の効果は認められず、
現在に至るまで抗がん剤として利用されて
いない。当時は MYCN 遺伝子の増幅が予後不
良因子であることは発見されておらず、MYCN
増幅型の神経芽腫患者群に対する有効性は
依然として不明である。本研究を遂行中の
2015 年にメトトレキサートが MYCN 増幅型の
神経芽腫細胞に有効であり、その作用機序と
してメトトレキサートが細胞内に取り込ま
れる際のキャリア分子の発現量に差異があ
ることが報告された（引用文献①）。キャリ
ア分子の遺伝子発現量の差を示すデータは
提示されていたが、タンパク質レベルでの証
拠は示されていなかったため、独自に抗体を
入手して検証を試みた。その結果、MYCN 増幅
の有無にかかわらず、キャリア分子のタンパ
ク質の存在量に差がないことが明らかとな
った。また 5-フルオロウラシルやメトトレキ

サートの標的となる酵素であるチミジル酸
シンターゼのタンパク質の存在量にも差が
ないことを確認した。 
 メトトレキサートと同様の作用機序であ
る 5-フルオロウラシルは細胞内で代謝を受
けて FdUMP に変換され、これがチミジル酸シ
ンターゼの真の基質である dUMP と類似した
化学構造をとるために酵素-基質複合体を形
成することで阻害効果を発揮する。この
FdUMP-チミジル酸シンターゼ複合体は非常
に安定であるため還元条件下のウエスタン
ブロッティングにおいてもチミジル酸シン
ターゼの分子量増加（バンドシフト）として
検出できる。そこで MYCN 増幅型の IMR-32 細
胞と正常型のSH-SY5Y細胞を同濃度の5-フル
オロウラシル代謝物で処理し、ウエスタンブ
ロッティングにより FdUMP-チミジル酸シン
ターゼ複合体の形成量を定量した。その結果、
いずれの細胞においても 5-フルオロウラシ
ル代謝物の濃度依存的なバンドシフトが同
程度観察されたことから、5-フルオロウラシ
ル代謝物の細胞内取り込みと排出、標的分子
への結合には差がないことが明らかとなっ
た。 
 ここまでの結果から、各種の代謝阻害剤の
細胞内取り込みには MYCN 増幅の有無によっ
て明確な差はなく、標的となる酵素分子へ確
実に作用していることが示唆された。dTTP の
生合成が阻害された場合、DNA 合成の停止と
それに伴う細胞死が起きる、いわゆる「チミ
ンレスデス」が古くから分子メカニズムとさ
れているが、この場合、MYCN 遺伝子の増幅の
有無が影響しているとは考えにくい。そこで、 
もう一つの分子メカニズムである染色体 DNA
中のウラシル塩基の蓄積とその除去修復機
構との関連性について検討を行った。まず、
MYCN 増幅型の IMR-32 細胞と正常型の
SH-SY5Y 細胞を同濃度の核酸代謝阻害剤で処
理し、24 時間ごとに細胞数を計測するととも
に細胞抽出液を調製し、DNA 二本鎖切断マー
カーとアポトーシスマーカーの生成を確認
した。興味深いことに、薬剤処理開始から数
日までは両者の細胞数に差はなく、二本鎖切
断の発生も確認できなかった。その後、MYCN
増幅型の IMR-32 細胞において急激な二本鎖
切断の生成とアポトーシスの誘導、それに伴
う細胞数の低下が観察された。このことは
dTTP の枯渇による細胞増殖の停止よりも、時
間の経過とともにウラシル塩基が蓄積した
のちに過剰な除去修復の結果としてDNAの二
本鎖切断が誘起されて細胞死が起きるとい
うメカニズムの可能性を強く示唆している。
従って、MYCN 増幅型細胞においてウラシル塩
基除去修復に関与する分子の遺伝子発現量、
タンパク質存在量を確認し、MYCN 正常型細胞
と比較することが今後の課題として挙げら
れる。 
 
（4）染色体 DNA に含まれるウラシル塩基の
定量法の開発 

図 2 核酸代謝阻害剤の効果 



 これまでのところ、メトトレキサートなど
の核酸代謝阻害剤の効果により dTTP の生合
成量が低下し、相対的に dUTP 量が増加する
ことで染色体DNA中のウラシル塩基量が増加
してDNA損傷が誘起されることが分子メカニ
ズムと考えている。一般に核酸代謝阻害剤の
分子メカニズムの研究においてこの仮説が
支持されているが、必ずしも染色体 DNA に含
まれるウラシル量が増加することを示す定
量的データが明示されてはいない。ウラシル
塩基の定量法にはリアルタイムPCR法の変法
や放射性同位体利用する方法、抗体を用いた
検出法などが報告されているが一長一短で
あり、特殊な施設や機器を必要とする。 
 そこで本研究では質量分析器（LC-MS/MS）
を用いたウラシル定量法の開発を行った。染
色体DNA中のメチル化塩基の定量法に関する
論文（引用文献②）を参考に改変を加えた。
各種の核酸代謝阻害剤を処理した細胞から
染色体 DNA を精製し、DNA 分解酵素の混合物
を加えてモノヌクレオシドまで分解した。こ
の混合物に同位体ラベルされたウリジンの
標準品を添加した上で LC-MS/MS により相対
量を定量することに成功した（図 3）。 
 

 今後はこの系を駆使し、様々な神経芽腫細
胞の染色体DNA中のウラシル量の経時的変化
を観察し、その除去と修復、破綻による DNA
損傷の誘起の差異を観察する。 
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図 3 LC-MS/MS によるウラシルの定量 


