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研究成果の概要（和文）：小児がんの1つである神経芽腫は、がん遺伝子として知られるMYCNにより引き起こさ
れる。これまで研究代表者は、MYCNによる神経芽腫の発生に、EZH2と言うエピゲノム制御因子が重要であり、
MYCNと結合すること、EZH2機能を阻害することで神経芽腫の増殖を抑えられることを報告した。本研究課題で
は、MYCNとEZH2が結合することが神経芽腫の発生に必須であるかどうかを検討したが、そもそもMYCNの一部が
EZH2との結合に必要であるという既報を再現できず、研究期間内に目的の達成には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Neuroblastoma is a childhood cancer, and is caused by the well-known 
oncogene, MYCN. The applicant previously reported that EZH2, an epigenomic regulator, is important 
for MYCN-induced neuroblastoma development, that MYCN binds to EZH2, and that inhibition EZH2 
function can prevent neuroblastoma growth. In this study, we investigated whether the binding of 
MYCN to EZH2 is essential for the development of neuroblastoma. Unfortunately, we could not 
reproduce the previous report that a part of MYCN is required for the binding of EZH2 in the first 
place, so we did not achieve our goal within the study period.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MYCNの過剰発現は神経芽腫を引き起こす原因の1つであるが、その構造的特性から特異的な阻害剤の開発は困難
である。そのため、MYCNによるがん化の詳細な機構を解明することで、MYCNそのものではなくMYCNにより引き起
こされる異常を標的とした治療薬の開発が可能となる。本研究はその基盤となるMYCNとEZH2の結合が、MYCNによ
る神経芽腫の発生に必須であるということを調査するものであり、これが達成されればこの結合阻害が新たな治
療標的になりうる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１. 研究開始当初の背景 
 成人がんは、分化細胞や組織幹細胞に点変異や融合遺伝子などのゲノム異常が生じることで
発生する（図 1）。一方、神経芽腫を含む小児がんではゲノム異常が極端に少なく、その発生機
構は謎が多い。神経芽腫は、発生箇所や時期を考慮すると、副腎髄質に存在するクロム親和性細
胞と交感神経節を構成する交感神経細胞の前駆細胞に異常が起きることで発がんすると思われ
る。発生したがんでは点変異などの遺伝子変異の割合は低いが、染色体レベルでの増幅や欠失が
多い 1。中でも、がん遺伝子MYCN は約 30%の悪性神経芽腫で遺伝子増幅しており、その発現
とがんの悪性度や患者の予後は強く相関する 2。しかし、転写因子である N-Myc（MYCN のタ
ンパク質名）に対する特異性の
高い阻害剤の開発は難しく、N-
Myc と合成致死を示す Aurora 
Kinase A や CDK4/6 などが分
子標的治療の候補になっている
が、未だ臨床試験中である 3。一
方で、MYCNや ALK、LIN28B
などを導入した遺伝子改変マウ
スが神経芽腫を引き起こすこと
が報告されているが、神経芽腫
の詳細な発生機構は未だよく理
解されていない。 
体細胞点変異など説明可能なゲノム異常が見つかっていない神経芽腫が多いことから、正常
発生における分化プログラムの異常（≒エピゲノム異常）が神経芽腫発生の引き金になっている
のではないかと考えられる（図 1）。本研究課題では、新たに確立した培養法を活用し、エピゲ
ノム異常が神経芽腫を引き起こす際の詳細な機構を明らかにする。特に、MYCN とヒストン修
飾分子群の Polycomb repressive complex 2 (PRC2) 、またその責任分子である EZH2 との関わ
りを基軸として、神経芽腫発生機構の解明を目指す。 

２．研究の目的 
研究代表者は先行研究により、MYCN によるがん化の初期異常として、ゲノム異常ではなく
転写状態の変化を見出した 4。特に、MYCNターゲット遺伝子の発現増加と、PRC2 ターゲット
遺伝子の発現低下が顕著であり、N-Myc と EZH2 が物理的に結合すること、PRC2 の責任分子
である EZH2 が神経芽腫の増殖に必須であることを報告した。これらの結果は、N-Myc による
形質転換に EZH2 との結合が必要不可欠である可能性を示唆している。本研究課題では、N-Myc
と EZH2 の結合様式を明らかにし、その結合が神経芽腫の発生や悪性化に必須であるかどうか
検証し、この複合体による神経芽腫発生の詳細な機構を解明することを目的とした。 

３．研究の方法 
PRC2 には様々なタンパク質や長鎖非翻訳 RNAなどが結合し、その活性やゲノム上での局在
が制御されているが、神経芽腫における PRC2 の役割とターゲット遺伝子の発現抑制機構はほ
とんど分かっていない。PRC2 の責任分子である EZH2 と N-Myc の結合は研究代表者の先行研
究で報告した 4。また、EZH2 が N-Myc のドメイン Myc box Ⅲ (MBⅢ) を介して結合すると
いう報告がある 5。このMYCNとの結合を手がかりにして、神経芽腫への EZH2（を含む PRC2）
の寄与とその分子機構を明らかにするため、本研究課題では以下の 3つの実験を計画した。 
実験 1｜MYCNと EZH2 の結合がMYCNによる神経芽腫の発生に必須かどうか 
神経芽腫は、副腎髄質のク
ロム親和性細胞や交感神経節
細胞への分化能を有する前駆
細胞（神経芽細胞）から生じ
る。この未分化な神経芽細胞
の時期は EZH2 が高発現して
いることが分かっており 1、
MYCN による神経芽腫発生
には、この環境が必須である
と考えられる。すなわち、時期
と細胞特異的に実現する N-
Myc と EZH2 の結合が、
MYCN による形質転換に不
可欠なイベントであるという
作業仮説を検討する。具体的
には、MYCN、EZH2 との結
合領域を欠損した MYCN(Δ



MBⅢ)、及び EZH2 を過剰発現させるレンチウイルスを準備する（図 2A）。EZH2 が高発現し
ている未分化な神経芽細胞をマウスの胎仔期もしくは生後直後の交感神経節や副腎髄質から得
る。また、EZH2 の発現が低下した分化細胞（交感神経細胞や副腎髄質細胞）を生後 3-4 週齢マ
ウスから得る。これら細胞を初代培養し、用意した２種類のMYCNと EZH2 を過剰発現させる
レンチウイルスを感染させ、主に in vitro でのスフェア形成能や in vivo での皮下腫瘍形成能を
指標として形質転換能の比較を行う（図 2B）。既に、未分化な神経芽細胞へMYCNを過剰発現
させると in vitro で形質転換することを確認している。出来たスフェアを対象に網羅的な遺伝子
発現解析を行う。作業仮説として MYCN（ΔMBⅢ）の導入ではがん化しないと予想している
が、仮にがん化した場合も、形成したスフェアや皮下腫瘍を対象に解析を行い、発生した神経芽
腫の特徴を調べる。これら実験を通して、MYCNと EZH2 の結合が神経芽腫の発生に必須であ
ると立証された場合、遺伝子改変マウスを作成し in vivo で検証していく。 
実験 2｜MYCNと EZH2 の複合体によって発現制御される遺伝子群の網羅的な同定 
先行研究でPRC2ターゲット遺伝子の発
現低下が発生初期の異常として顕著である
ことを報告したが 1、どのように PRC2 の
制御状態が変化しているかはわかっていな
い。しかし、N-Myc と EZH2 が結合してい
るという事実は、転写因子であるN-Myc が
EZH2 を特定のゲノム領域へリクルートし
ている可能性を示唆している（図 3）。本実
験では PRC2 の制御状態を明らかにするために、実験 1で得たMYCNもしくはMYCN（ΔMB
Ⅲ）を過剰発現させたスフェアを材料として用意する。クロマチン免疫沈降シーケンスを行うこ
とで、N-Myc と EZH2 のゲノム上の局在や EZH2 により触媒される抑制性のヒストン修飾マー
ク（H3K27me3）を解析し、神経芽腫におけるMYCNや PRC2 ターゲット遺伝子を網羅的に同
定する。また、先行研究で参照した PRC2 ターゲットは ES細胞における遺伝子群である。その
ため、本実験により神経芽腫における真の PRC2 ターゲットを同定でき、正常発生におけるエ
ピゲノム異常ががん化を引き起こす際の詳細な制御状態が明らかになる。 
実験 3｜MYCNと EZH2 の複合体構造解析 
上記 2 つの実験によって N-Myc と EZH2 の結合が神経芽腫の発生や悪性化に必須であるこ
とが明らかになれば、この複合体は治療標的の候補になると考えられる。本実験では、N-Myc と
EZH2 のタンパク質を大腸菌もしくは in vitro 翻訳システムにより調整し、精製タンパク質を用
いて複合体を形成させる。X線結晶構造解析（もしくはクライオ電子顕微鏡）を用いて、N-Myc
と EZH2 の複合体の構造解析を行い、その結合様式を決定する。全長タンパク質での複合体調
整が困難だった場合は、N-Myc 側の EZH2 結合ドメインMBⅢと、EZH2 側の N-Myc 結合ドメ
インのみをそれぞれ用意し、構造解析を行う。また EZH2 側のN-Myc 結合ドメインは分かって
いないため、先にこれを同定する。これらの成果は、N-Myc と EZH2 による神経芽腫発生の詳
細な制御機構解明だけでなく、将来的には結合阻害を目的とした分子標的薬の開発に繋がる。 
４．研究成果 
準備実験｜MYCNがMBⅢを介して EZH2 と結合していることの確認 
本研究は、先行研究で EZH2 が N-
Myc の MBⅢを介して結合するとい
う報告 5を前提条件としているが、実
際Corvetta らは、MYCN と EZH2 の
細胞内における結合については結果
が不十分であった。そこで、MB3 を
欠損した MYCN を MYCN 非増幅型
の神経芽腫細胞株SH-SY5Yで発現さ
せ、タンパク質同士の結合を確認する
２つの手法、免疫沈降と近接ライゲー
ションアッセイを行った。その結果、
MB3 を欠損したMYCNも十分に EZH2 と結合するということが明らかになった（図 4）。この
結果から、MYCN は MB3 以外のドメインで EZH2 と結合している可能性が示唆され、当初の
計画を大幅に変更せざるを得ない状況になった。 
実験 1｜MYCNと EZH2 の結合がMYCNによる神経芽腫の発生に必須かどうか 
上記の準備実験と並行して MYCN、EZH2 との結合領域を欠損した MYCN（ΔMBⅢ）を過
剰発現させるレンチウイルスを準備し、EZH2 が高発現している未分化な神経芽細胞を生後マウ
スの副腎から得た。この細胞を初代培養し、用意した２種類のMYCNを過剰発現させるレンチ
ウイルスを感染させ、主に in vitro でのスフェア形成を指標として形質転換能の比較を行った。
MYCN 及び MYCN（ΔMBⅢ）のどちらも副腎由来細胞を形質転換、すなわち継代後も増殖す



るスフェアを形成させた（図 5）。し
かし、上記の準備実験によりMYCN
（delMB3）も EZH2 と結合すること
が確認されたので、本実験の結果は、
MB3 ドメインはMYCN の形質転換
能に関与していないという事実を明
らかにするまでに留まった。 
実験2｜MYCNとEZH2の複合体に
よって発現制御される遺伝子群の網
羅的な同定 
MYCN と EZH2 の複合体によっ
て発現制御される遺伝子群を網羅的
に同定するために、EZH2 が発現し
ており MYCN と細胞内での結合を確認した神経芽腫細胞株 Kelly を用いてクロマチン免疫沈降
シーケンス（ChIP-seq）を行った。実験条件の検討やシーケンスデータの取得に時間がかかり本
研究期間内にデータ解析が完了しなかった。今後、公共データに蓄積されている MYCN や
H3K27me3 を含むヒストン修飾のChIP-seq データと発現データを併せて、MYCNと EZH2 が
結合するゲノム領域を網羅的に同定し、その生物学的意義を明らかにする。 
実験 3｜MYCNと EZH2 の複合体構造解析 
MYCNと EZH2 の複合体構造解析へ向け、幾つかの方法で各タンパク質を大腸菌及び in vitro
翻訳システムを用いて発現させたが、残念ながら全長タンパク質の発現効率が著しく低く、大腸
菌では不溶性画分となった。現状タンパク質合成は難しいと判断した。今後、細胞内での結合実
験により、まずはMYCN と EZH2 が結合するドメインをそれぞれ明らかにし、各ドメインを大
腸菌や in vitro 翻訳システムで用意し、in vitro での結合を確認した後に構造解析を行いたい。 
結論｜本研究のきっかけは「MYCN の MB3 ドメインを介して EZH2 が結合している」という
先行研究であったが、そもそもMB3 ドメインを介して結合していないということが明らかにな
った。すなわち、全体の研究計画を見直し、MYCNが EZH2 と結合するドメインを再度調査す
る必要性が生じた。残念ながら本研究期間内にその目的は達成されなかったので、今後の研究課
題として引き続き続けていく。一方で、同時並行で進めていたMYCNと EZH2 の結合領域の同
定についてはデータ取得までは終わったため、今後の解析により明らかになると思われる。構造
解析についてはそもそもタンパク質の調整（MYCNと EZH2 の可溶性画分の取得）が困難であ
ることが分かり、当初の予定通り遂行できなかった。 
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