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研究成果の概要： 
横紋筋肉腫の発症に関与する標的遺伝子を同定することを目的に、計30例のRMS臨床検体と
細胞株8株について、高密度SNPアレイを用いた網羅的ゲノム解析を行った。その結果、頻度
の高いゲノムコピー数の変化は、2p、2q、13p領域の高度増幅および 1p、9pの LOHであった。
2pに存在するALK、1pに存在するNEGR1につき解析を行ったところ、これらは癌腫を越えて機
能する標的分子である可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
  
 横紋筋肉腫(RMS)は小児軟部腫瘍の中で最
も頻度が高く、組織学的には胎児型
(embryonal type; ERMS)と胞巣型(alveolar 
type; ARMS)に大別される。近年の集学的治
療により ERMSの治療成績は改善されてきた
が、ARMSは他の小児固形腫瘍と比べても依然
として最も予後不良の腫瘍の一つである。
ARMSではこれまでに特徴的な2つの染色体転
座t(2;13)、t(1;13)が報告されており、これ
により生じる融合遺伝子 PAX3-FKHRと
PAX7-FKHRの発がんに対する機能的役割の解
明が進められている。PAXファミリーはショ

ウジョウバエの分節遺伝子の転写因子であ
り、転座による融合遺伝子形成によりこれら
の標的遺伝子の異常活性化が生じ、腫瘍化が
起こると推測されている。しかし、これらの
転座をもつトランスジェニックﾏｳｽを作製し
ても RMSを発症しないことから、RMSの発症
には付加的な異常が必要であることが推測
されている。 
 
２．研究の目的 
 
横紋筋肉腫の発症分子機構を解明し、標的
分子に基づいた腫瘍攻撃の選択性の高い新
たな治療法の開発を目的として、最新のアレ
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イ技術を用いて、RMSのゲノムワイドなマッ
ピングを行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Affymetri 社 50K/250KGeneChip 
microarrayを用いたゲノム異常の網羅的探
索 
 検体としては、RMS胞株8株、臨床検体30
例(ERMS；7例、ARMS；18例、不明；5例)を
用いた。腫瘍試料から抽出したゲノムDNAを
適切な制限酵素で消化し、断端に共通のアダ
プターを付加した後、PCRにより増幅する。
PCR産物の精製後にDNaseI処理によりさらに
断片化し、biotinラベルをした後、GenChip 
50K/250Kアレイ上でハイブリダイゼーショ
ンを行う。我々が開発したCNAG/AsCNARアル
ゴリズムを用いてデータを分析し、平均解像
度24kb～6kbでゲノム全域にわたる網羅的な
ゲノムコピー数の解析を行った。 
 
(2) 標的遺伝子の同定と遺伝子性状の解析 
 解析した腫瘍におけるゲノムコピー数の
変化のうちホモ欠失、LOH、UPD、gainおよび
amplificationの共通領域内に存在する遺伝
子(群)につき、FISH解析、reail-time PCR
解析を行った。また Heterodyplex mobility 
assay法、直接塩基配列決定法による変異解
析により、腫瘍化との関連性のさらなる検証
を行った。さらに培養細胞を用いて、発現導
入解析を行い標的遺伝子の性状解析を試み
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) RMS に お け る molecular 
allelo-karyotype 
解析した38例中20例が染色体全体にわた
る ゲ ノ ム の 量 的 増 加 が み ら れ る ｈ
yperdiploidyな腫瘍群であった。残り、18
例は diploidyな集団であり、ゲノムの量的
変化としては、増加よりもむしろ lossが高
頻度に生じていた。これらの結果より、RMS
はゲノム上、明確に 2群の subgroupに分類
されることが判明したが、組織型や臨床的因
子との相関は認められなかった。38例中 28
例に複数のゲノム異常が検出されたが 10例
にはほとんど微細なゲノム変異も検出され
ず、RMSの中にはゲノム変異をほとんどもた
ないサイレンとな腫瘍群が存在することが
判明した。 
ｈyperdiploidyな腫瘍群に高頻度なゲノ
ム変異としては染色体 1番、2番、7番、12
番の gain、diploidyな腫瘍群に高頻度なゲ
ノム変異は 1p、9pの LOHであった。両群に
共通する特徴的な高頻度なゲノム変異 2q、
13p領域の高度増幅であり、特にARMSに高頻

度であった(図1)。 
  
(2) RMSにおける2qの高度増幅 
解析した 38例中 1例で 2q23領域に、約
1.4Mbの 13qの高度増幅が検出されたが、こ
の領域内にALK遺伝子が存在することが判明
した。ALKは、インスリン受容体ファミリー
に属する膜貫通型チロシンキナーゼであり、
成人の未分化大細胞性リンパ腫でみられる
t(2;5)により生じる融合遺伝子として同定さ
れたがん遺伝子である。5q35上の NPM1と融
合することにより、チロシンキナーゼの恒常
的活性を来たし、その下流である RAS/ERK、
JAK/STATまたは PI3K/AKT経路を活性化して
細胞増殖を促進する。稀な固形腫瘍である
inflammatory myofibroblastic tumorでも複数の
相手遺伝子と転座を起こしていることが報
告されており、また最近では、非小細胞肺癌
の約 6%で 2p23逆位によりEML4-ALK融合遺
伝子が生じることが見出された。我々はこれ
までに、超高密度 SNPアレイ(GeneChip)を用
いて神経芽腫の網羅的ゲノム解析を行い、
ALKを含む 2p23領域の高度増幅を検出した。
さらにこの遺伝子の機能獲得型変異を見出
し、 ALK が増幅と変異という２つの異なる
メカニズムによって造腫瘍性を来たす神経
芽腫の標的分子であることを明らかにした。
このため RMS の発症分子機構における ALK
の意義を明らかにするために RMS の細胞株
と臨床検体につき発現解析と変異解析を行
った。その結果、細胞株 6/8株(75%)、新鮮腫
瘍 18/30(60%)で ALK の発現が検出されたが
有意な変異は検出されなかった。 
 
(3) RMSにおける1p領域のホモ欠失 
 細胞株SJRH-4で1p31域に約360Kbのホモ
欠失を検出し、この領域内に唯一NEGR1が存
在することをみいだしたが、NEGR1は神経芽
腫細胞株 NB-19でもホモ欠失が検出され、
SJNB-6のduplicationの切断点に存在するこ
とも判明した。NEGR1は IgLON細胞接着因子
ファミリーの一員で神経細胞の接着や成長
に関与することが知られている。このため更
に発現解析を行ったところ、細胞株の 60%、
新鮮腫瘍 42%で発現の消失または低下が認め
られた。特に予後不良群である ARMSにおい
て有意な発現低下または消失が認められた
(P=0.0038)RMS の 28 検 体 に お い て
Heterodyplex mobility assay法、直接塩基
配列決定法による変異解析を行ったが有意
な変異は検出されなかった。次にNEGR1のホ
モ欠失が認められる SJRH-4および NB-19細
胞株において、NEGR1の発現ベクターをリポ
フェクション法により導入し、機能解析を行
ったところ、両者に有意な細胞増殖の低下が
認められた(P=0.027、P=0.031)。これらの結
果より、NEGR1は RMSおよび神経芽腫に共通



したがん抑制遺伝子である可能性が示唆さ
れた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 横紋筋肉腫におけるmolecular allelokaryotyping 
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