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研究成果の概要（和文）：iPS, iPS由来cranial NCC, iPS由来trunk NCCを作成し、神経芽腫の発がん機序にか
かわるエピゲノム変化、遺伝子発現変化を明らかにした。iPS由来NCCにMYCN遺伝子を導入し、神経芽腫発がんモ
デルを作成した。新規エピゲノム治療開発として、ポリコーム遺伝子、ゲノムメチル化に着目した。ポリコーム
阻害剤の耐性機構の克服に寄与する標的分子を同定するために、ゲノム編集による機能解析、オミックス解析に
よる網羅的探索によって標的分子を同定し、報告した。新規エピゲノム治療開発に重要な知見が得られ、次の研
究に発展させるための有用な情報が得られた。

研究成果の概要（英文）：We generated iPS, iPS-derived cranial NCCs and iPS-derived trunk NCCs, and 
clarified epigenomic alterations and gene expression changes involved in the tumorigenesis mechanism
 of neuroblastoma. We focused on polycomb genes and genomic methylation for the development of novel
 epigenomic therapies. To identify target molecules that contribute to overcoming the resistance 
mechanism of polycomb inhibitors, we identified and reported the target molecules by functional 
analysis by genome editing and comprehensive search by omics analysis. Important findings for the 
development of novel epigenomic therapies were obtained, and useful information was obtained for 
further research.

研究分野：小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性神経芽腫は５年生存率50％程度といまだに予後不良であり、新規治療法開発は重要な臨床上の課題であ
る。小児がんにおけるゲノム変異は成人がんと比較して少なく、神経芽腫の遺伝子変異は網羅的に解析された結
果、MYCN増幅が25％、ALK変異が7％、ATRX変異が5％程度であった。即ち、神経芽腫発がん・悪性化においてエ
ピゲノム変異の占める役割は大きい。我々は以前から小児がんのエピゲノム異常解析に取り組んでおり、今回の
研究を通じて新規エピゲノム治療開発に重要な知見が得られ、さらなる研究に向けて進歩した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

 

小児がんはゲノム変異が少なく、エピゲノム変化の重要性が指摘されている。エピゲノム療法開発に向けて、
iPS/NCC 系を用いて神経芽腫発生過程でのエピゲノム変化を解明し、これに基いた標的分子同定・治療法開
発を行う。具体的には、1.発がんに関るエピゲノム・ゲノム・トランスクリプトーム変化を我々が開発した
iPS/NCC 神経芽腫発がんモデルにて解析する 、2.新規エピゲノム治療開発として、ポリコーム阻害剤の耐性
機構の克服に寄与する標的分子を同定するために、ゲノム編集による網羅的探索によって標的分子を同定し、
その機能解析を上記 iPS/NCC 系で行いエピゲノム分子標的薬スクリーニングの基盤形成を行う。 

 

２．研究の目的 

小児がんにおけるゲノム変異は成人がんと比較して少なく、神経芽腫の遺伝子変異は網羅的に解析された結果、
MYCN 増幅が 25％、ALK 変異が 7％、ATRX 変異が 5％程度であった。即ち、神経芽腫発がん・悪性化にお
いてエピゲノム変異の占める役割は大きい。新規エピゲノム療法開発に向けて、発生過程でのエピゲノム変化
を解明し、これに基いた標的分子同定・治療法開発を行う必要がある。1.神経芽腫発がんに関るエピゲノム・
ゲノム・トランスクリプトーム変化を我々が開発した iPS/NCC 神経芽腫発がんモデルにて解析すること 、2.

新規エピゲノム治療開発として、ポリコーム阻害剤の耐性機構の克服に寄与する標的分子を同定するために、
ゲノム編集による標的分子の網羅的スクリーニングによって標的分子を同定し、3.標的分子の機能解析を上記
iPS/NCC 系で行い分子標的薬スクリーニングの基盤形成をおこなうことなどを本研究の目的とする。 

 

３．研究の方法 

1.iPS から NCC を分化させ、そこから悪性形質転換したモデルを作成している。iPS 由来 cranial NCC の作成
には、Matrigel上で Feeder freeで mTeSR1培地で2日間培養後、CDM+SB+CHIRで７日間培養、その後 Fibronectin
上で CDM+SB+EGF*FGF２で cNCC を維持した。 iPS 由来 trunk  NCC の作成には、非接着培養皿で Essential 6 
medium+SB+CHIR で３日間培養後、Essential 6 medium＋FGF2＋RA+BMP4 で、tNCCを維持した。 iPS 由来 cNCC
の発がんモデルとして野生型３株の MYCN による形質転換を行った。軟寒天培地にてコロニー形成し、免疫不
全マウスにて移植腫瘍形成を確認した。また p53 変異患者由来 iPS から cNCC を作成し、これにも MYCN による
形質転換を行った。軟寒天培地にてコロニー形成し、免疫不全マウスにて移植腫瘍形成を確認した。 
これらの MYCN 導入 NCC 形質転換クローン由来移植腫瘍の免疫染色を含む病理解析、トランスクリプトーム解
析（マイクロアレイによる）、ゲノム DNA を抽出しエクソーム解析を行い、遺伝子変異と遺伝発現プロファイ
ルを検索した。 
2. エピゲノム治療開発として、ポリコーム阻害剤の耐性機構の克服に寄与する標的分子を同定するために、
ゲノム編集を用いたポリコーム群遺伝子の機能解析をノックアウト実験にて行う。さらにこのポリコーム遺伝
子ノックアウト細胞のオミックス解析を用いた網羅的探索によって治療標的分子を同定する。これらの結果を
更にポリコーム群蛋白阻害剤による実験で検証する。 
 
４．研究成果 
成果１.神経芽腫発がんモデルにおけるエピゲノム変化と転写変化のオミックス解析 
iPS, iPS 由来 cranial NCC, iPS 由来 trunk NCC, MYCN 導入 NCC 形質転換クローンのトランスクリプトーム解
析、メチローム解析と ChIPseq 解析（ヒストンコード）を行い、神経芽腫発がんモデルにおけるエピゲノム変
化と転写変化を明らかにする。 
NB 細胞株を用いた条件検討実験:神経芽腫細胞株を用いて、ChIPseq 解析：MYCN, H3K4me3, H3K27Ace を MACS2
ソフトウェアで解析した。TSS 周囲 10kb のヒートマップ解析で、これらの３つの結合部位は高頻度に一致し
ていることを明らかにした。H3K4me3 結合の 13000 部位の約 6 割 7000 遺伝子に MYCN 結合が認められ、神経芽
腫において MYCN が転写のマスターレギュレーターであることを示唆していた。この 7000 遺伝子の関与する経
路を DAVID ソフトウェアを用いて解析すると、転写、翻訳、細胞周期に関る経路の存在が認められた。MYCN, 
H3K4me3, H3K27Ace ChIPseq 解析から複数の MYCN 増幅 NB 細胞で MYCN によって転写制御される Core MYCN 
target 遺伝子群を見出した。MYCN 導入 NCC 形質転換クローンのトランスクリプトーム解析をアジレントマイ
クロアレイにて施行し、上記のエピゲノム変化と合わせて解析し、発がん過程におけるエピゲノム変化による
遺伝子発現の変化を同定した。 
次に神経芽腫細胞株を用いて、ChIPseq 解析：H3K27me3 とポリコーム PRC2 の EZH2 を行った。このピークコー
ルは DANPOS2 ソフトウェアを用いて行い、閾値設定を log10q value>50 にて解析した。結果は H3K27me3 とポ
リコーム PRC2 の EZH2 で共在遺伝子が高頻度に認められた。同 NB 細胞にてイルミナ Infinium アレイを用いた
メチローム解析を行った。PRC2 分子 EZH2 の低分子阻害剤 EPZ-6437 を用いたところ、ゲノムメチル化に与え
る影響は少ないことが判明した。さらに DNMT 阻害剤を EZH2i と併用すると、相乗的な細胞増殖抑制効果が認
められた。これらの結果は現在投稿中である。 
成果２. iPS, iPS 由来 cranial NCC, iPS 由来 trunk NCC でのエピゲノム変化と転写変化のオミックス解析 



エピゲノム変化をイルミナ Infinium アレイ、トランスクリプトーム解析をアジレントマイクロアレイ解析に
て行った。iPS と比較して NCC において、Infinium アレイにてプロモーター近傍の GC 配列が脱メチル化（ベ
ータ値＞0.4 減少）され、かつ転写レベルが２倍増加した遺伝子をベン図で抽出した。cNCC では 43 遺伝子の
神経発達関連遺伝子群などが見いだされた。tNCC では 29 遺伝子の神経樹状突起膜関連遺伝子群などが見いだ
された。この４３遺伝子と２９遺伝子中の９遺伝子は共通であった。cNCC 特異的な３４遺伝子中神経分化に重
要な転写因子 A と tNCC 特異的な 20 遺伝子中神経分化に重要な転写因子 B を見出した。この転写因子 A を cNCC
で siRNA にてノックダウンすると、cNCC への分化が抑制された。また、転写因子 B を tNCC で siRNA にてノッ
クダウンすると、tNCC への分化が抑制された。現在投稿準備中である。 

成果３． 

Cancer Sci. 2023 Jan 20. doi: 10.1111/cas.15730. 

野生型 iPS:3 例と p53 変異患者（LFS）由来 iPS1 例についてアジレントマイクロアレイによるトランスクリプ

トーム解析を行った。iPS から培養にて cranial neural crest cells (cNCC)を作成した。cNCC は表面マーカ

ーp75 蛋白にてソーティングして細胞の純度をほぼ１００％にした。この cNCC:3 例と p53 変異患者由来 iPS

から誘導した cNCC1 例のトランスクリプトーム解析を行った。さらに、これらを免疫不全マウスの副腎周囲脂

肪織に移植し、得られた腫瘍のトランスクリプトーム解析を行った。ｃNCC マーカーとして PAX3, p75, SOX10, 

ETS1 の増加を確認した。この cNCC にレンチウイルスを用いて MYCN 遺伝子を導入した。MYCN 導入 cNCC を用

い、軟寒天培地にて soft agar colony assay を行った。MYCN 導入 cNCC 由来の soft agar colony を継代培養

し、免疫不全マウスに移植した。LFS＋MYCN 細胞からの３クローンの移植腫瘍を解析したところ、腫瘍形成が

みられ、病理所見から chondroblastic osteosarcoma と判明した（図？）。この腫瘍は転写レベルで

Osteosarcoma の特徴とされる BMI1, GAL-1,EZR,RUNX2 が増加していた。また Osteosarcoma で活性化が報告さ

れている TGF-β 経路,NF-kappaB 経路の有意な増加が DAVID による KEGG パスウェイ解析で示された（図１）

（Cancer Science. 2023;00:1–14）。iPS 由来 cNCC の確立と MYCN 遺伝子導入による腫瘍モデル作成の方法を

確立した研究であり、神経芽腫腫瘍モデル相席に向けて研究を進めている。 

iPS 由来 cNCC に対して MYCN 遺伝子と ALK 遺伝子（wt, F1174L 変異体）を導入すると、神経芽腫の病理像と神

経芽腫関連マーカー（NSE、HuC/HuD）を示す移植腫瘍が免疫不全マウスで得られた。トランスクリプトーム解

析 （ GSEA ） に て 神 経 芽 腫 関 連 の 遺 伝 子 発 現 増 加 が み ら れ た

（LASTOWSKA_NEUROBLASTOMA_COPY_NUMBER_UP,NES:1.477, P<0.003）。iPS 由来の progenitor 細胞での神経芽

腫モデル作成を soft agar colony assay 法を用いて行う方法は報告がなく、他に先駆けての報告を目指して

いる。 

成果４. 

Pediatr Blood Cancer. 2021 Mar;68(3):e28794. 

神経芽腫の国際共同研究として、INRG：International Neuroblastoma Risk Group project に参加した。神経

芽腫くリスク症例の臨床的および生物学的リスクの意義について解析を行い報告した 

成果５. 

Biomolecules. 2021 Jul 28;11(8):1112. doi: 10.3390/biom11081112. 

MYCN 非増幅の難治性神経芽腫の一部はテロメア制御異常である Alternative lengthen of Telomere (ALT)、

TERT 遺伝子発現増加（TERT 遺伝子構造異常、TERT 遺伝子プロモーター変異、転写因子 MYCN による TERT 遺伝

子転写増加など）を示し、これが難治化の原因の一つではないかと判明しつつある。本総説では現時点での神

経芽腫テロメア制御異常の報告を取りまとめて記載し、今後の展開を考察した。 

成果６． 

Oncogenesis. 2021 Nov 6;10(11):73. 

MYCN 非増幅の難治性神経芽腫の一部はテロメア異常である Alternative lengthen of Telomere (ALT)陽性で

あり、ATRX 遺伝子異常と p53 不活化がこの分子機構であると判明しつつある。本研究では、ATRX 遺伝子ノッ

クアウトを神経芽腫細胞株で CRISPR/Cas9 システムによる遺伝子ノックアウト法で行い、解析した。ATRX 遺

伝子 KO は、TP53 野生型 NGP 細胞では G-quadruplex (G4) DNA 二次構造形成、DNA 二重鎖切断、ATM/p53 活性

化、p53 下流遺伝子増加をもたらして増殖抑制を起こした（図２A～E）。トランスクリプトーム解析でも GSEA

でこれらの DNA 二重鎖切断、細胞周期抑制、p53 経路の NES 増加が認められた。これらの現象は p53 変異の SK-

N-AS 細胞株の ATRXKO 細胞では見られなかった。G-quadruplex (G4)形成の要因と考えられる DNA G4 helicase：

RTEL1, FANCD2, BLM, WRN, and RECQL4 発現を調べると、FANCD2 が p53 依存性に発現が減少していることが判

明した。ATRX KO によって G4 形成、DNA 二重鎖切断、p53 経路活性化が起こり、FANCD2 の発現がさらに低下し

て G4 形成、DNA 二重鎖切断を一層促進すると判明した（図２F,G）。ATRX の神経芽腫における新たな機能を明

らかにし、MYCN 非増幅の難治性神経芽腫に対する治療開発に寄与する結果が得られた。 

成果７． 

Biomolecules. 2021 Dec 23;12(1):18. doi: 10.3390/biom12010018. 



神経芽腫の国際共同研究として、INRG：International Neuroblastoma Risk Group project に参加した。日本

の症例 605 例の神経芽腫の主に生物学的遺伝学的データを解析し、日本の神経芽腫症例の特徴を報告した。 

成果８． 

Eur J Cell Biol. 2022 Jun-Aug;101(3):151238. 

本研究では PRC2 の主要構成分子である EED（Embryonic ectoderm development）の神経芽腫における機能解

析を行った。Dharmacon Edit-R™ CRISPR-Cas9 Gene Engineering with Lentiviral Cas9 Nuclease (Dharmacon 

Edit-R™)を用いて inducible KO 神経芽腫クローンを複数得て解析したところ、PRC２分子 EZH2 と SUZ12 の蛋

白レベルでの減少、増殖能の低下（WST およびコロニー形成）を示した。トランスクリプトーム解析を行った

ところ、KO クローンでは細胞周期進行遺伝子の抑制、細胞周期抑制遺伝子の脱抑制がみられた。EED の阻害剤

EED226 にても神経芽腫細胞の増殖能の低下が見られ、さらに HDAC 阻害剤と EED226 併用の相乗効果が見られ

た。この際脱抑制される遺伝子として、RARB, NTRK1, GAP43 など神経芽腫の分化誘導にかかわる遺伝子が同

定された。神経芽腫における PRC2 阻害剤と HDAC 阻害剤の併用によるエピゲノム療法の有効性を示唆する結果

が得られた。 

成果９. 

Cancer Sci. 2022 Dec;113(12):4193-4206. doi: 10.1111/cas.15555. Epub 2022 Oct 7. 

我々は、MYCN を増幅した神経芽細胞腫細胞において EZH1 を枯渇させると、有意な細胞死と異種移植腫瘍の抑

制が起こることを見出した。EZH1 の枯渇は H3K27me1 のレベルを低下させた。MYCN と EZH1 の相互作用とタン

パク質の安定化は、エピジェネティックな転写制御に関与していると思われた。EZH1 枯渇細胞のトランスクリ

プトーム解析では、細胞周期進行関連経路の抑制が見られた。特に、Gene Set Enrichment Analysis では、

DNA 複製の主要遺伝子である TYMS、POLA2、CCNA1 を伴って、reactome E2F を介した DNA 複製制御の抑制が明

らかになった。TYMS と POLA2 は、MYCN と EZH1 関連のエピジェネティック修飾によって転写活性化された。ま

た、EZH1/2 阻害剤 UNC1999で処理すると、細胞死が誘導され、H3K27 メチル化が減少し、神経芽腫細胞の TYMS

レベルが低下した。これまでの報告では、神経芽腫細胞は 5-フルオロウラシル（5-FU）に耐性であり、TYMS（チ

ミジル酸合成酵素をコード）は葉酸アナログの主要な作用部位と考えられてきた。このことは、EZH 阻害が神

経芽腫の新しいエピジェネティック治療法の開発に有効な戦略であることを示唆しており、有用な知見と考え

られた。 

成果１０． 

Pediatr Blood Cancer. 2022 Oct 31:e30054. doi: 10.1002/pbc.30054. 

International Neuroblastoma Risk Group データベースに登録された MS パターン神経芽腫患者のうち、その

後イベントを経験した患者の特徴を調査した。イベント後の全生存期間（OS）±標準誤差を全体および診断時

代別（2000 年以前と 2001 年以降）に算出した。Cox モデルを用いてイベント後の OS の予後因子を同定した。

その結果 イベント発生患者 209人のうち、88％は診断時年齢が 365日未満であった；腫瘍は MYCN増幅が 24％、

二倍体が 33％であった。診断から最初のイベントまでの期間の中央値（範囲）は 8.16 ヵ月（7 日～11.24 年）

であった。再発・進行パターンが判明している 96 例のうち、75％が転移または原発＋転移であった。5 年後 OS

は 53％±3.6％で、2001 年以前（44％±4.9％）に比べ 2001 年以降（62％±5.0％）で高かった。2001 年以降

に診断された患者では、高年齢、ヒスパニック系民族、MYCN 増幅、1p LOH、2 倍体、高い有糸分裂核数指数、

高い乳酸脱水素酵素（LDH）、好ましくない組織型、および最初のイベントまでの時間が長いことが、イベント

後の OS を悪化させる予後因子であった。多変量解析による独立した予後不良因子は、非白人人種、MYCN 増幅、

倍数性であった。 

成果１１． 

Exp Cell Res. 2023 Jan 1;422(1):113412.  

成果１２． 

BMC Genomics. 2022 Dec 27;23(1):852.  

本研究では、複数のデータベースから得られた NBの DNAメチロームデータについて、ランダムフォレスト（RF）

解析を行った。RF 解析は、その簡便さ、直感性、計算コストの高さから、一般的な機械学習モデルである。RF

解析によって、低リスク NB 群に特徴的な DNA メチル化パターンを持つ新規の中リスク NB 患者群が同定され

た。プローブアノテーションに基づく遺伝子配列の選択解析によって、エンハンサー領域が、特に MYCN 増幅

NB に対して強い予測力を有することが明らかになった。PRDM8 や FAM13A-AS1 などの疾患進行に関連する候補

遺伝子を同定するため、遺伝子ベースの解析モデルを開発した。RF 解析によって、他の機械学習モデルと比較

して十分な予測力があることが明らかになった。RF 解析は、がんエピジェネティック研究における DNA メチ

ローム解析に有用なツールであり、新規のがん関連遺伝子を同定できる可能性があることが示された。 

成果１３． 

BMC Cancer. 2023 Apr 5;23(1):313. 



我々は CRISPR/Cas9 ゲノム編集を用いて ATM 不活性化 NGP および CHP-134 神経芽腫細胞株を樹立した。このノ

ックアウト細胞を用いて、増殖、コロニー形成能、PARP 阻害剤（オラパリブ）に対する反応が解析された。DNA

修復経路に関連する様々なタンパク質の発現を検出するために、WB 解析を行った。ShRNA レンチウイルスベク

ターを用いて、SK-N-AS および SK-N-SH 神経芽腫細胞株の ATM 発現をノックダウンした。ATM ノックアウト細

胞を FANCD2 発現プラスミドで安定的にトランスフェクションし、FANCD2 を過剰発現させた。さらに、KO 細胞

をプロテアソーム阻害剤 MG132 で処理し、FANCD2 のタンパク質の安定性を調べた。FANCD2、RAD51 およびγ

H2AX タンパク質の発現は、免疫蛍光顕微鏡法により測定した。本研究の結果、 ATM のハプロ欠損により、PARP

阻害剤（オラパリブ）投与後の増殖（p < 0.01）と細胞生存が増加した。しかし、ATM の完全ノックアウトは

増殖を減少させ（p < 0.01）、オラパリブに対する感受性を促進した（p < 0.01）。ATM の完全欠損は、DNA 修

復関連分子である FANCD2と RAD51 の発現を抑制し、NB 細胞の DNA 損傷を誘導した。FANCD2 発現の顕著な発現

抑制も、shRNA を介した ATM ノックダウン神経芽腫細胞で観察された。MG132 実験により、FANCD2 の分解はユ

ビキチン-プロテアソーム経路を介してタンパク質レベルで制御されていることが示された。FANCD2 発現の再

導入は、ATM 欠損による増殖低下を逆転させるのに十分であった。この研究成果は、NB における ATM 接合体異

常の根底にある分子メカニズムを明らかにし、ATM の不活性化がオラパリブ治療に対する NB 細胞の感受性を

高めることを解明した。これらの知見は、今後、ATM接合体を示し、癌の進行が進行している高リスクの神経

芽腫患者の治療に役立つことが示唆された。 

成果１４． 

Int J Mol Sci. 2023 May 19;24(10):9012. doi: 10.3390/ijms24109012. 
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