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研究成果の概要（和文）：Li-Fraumeni (Li-F) 症候群 iPS 細胞由来の頭部神経堤細胞 (cNCC) を軟寒天培地で
培養し、ATRX欠損株を作製後、足場非依存的形質転換を獲得させたクローンを作製した。さらに、そのクローン
の中からC-circle陽性かつAPB形成が見られる複数クローンを得ることができた。このクローンを用いて、免疫
不全マウスの皮下および副腎近傍脂肪組織への移植を行い、腫瘍化を試みた。これまでの知見と同様に、TP53変
異/ATRK欠損細胞はC-circle陽性を獲得しやすいことが示された。この細胞が、どのようにしてがん化するのか
今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：Li-Fraumeni syndrome iPSC-derived neural crest cells were cultured in soft 
agar medium to generate an ATRX-deficient lines, followed by clones that acquired 
scaffold-independent transformation. Furthermore, clones showing C-circle positive and APB formation
 were obtained. Using these clones, we attempted tumorigenesis by transplantation into subcutaneous 
and periadrenal adipose tissue of immune-deficient mice. Consistent with previous findings, TP53 
mutant/ATRK-deficient cells were shown to be prone to acquire C-circle positivity. How these cells 
become cancerous is a future question.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ATRX と ALT 経路の関係性に着目し、Li-F 症候群悪性形質転換 cNCC を利用して神経堤細胞にお
けるテロメア機構の一端を明らかにした。また、本研究のアプローチの意義は、iPS細胞を分化させ、発がんさ
せることにある。この方法が確立されれば、神経芽腫モデルに関わらず、その他のがんにも用いることができ、
様々ながんにおける発生機構を追求することができるようになる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経芽腫は小児にできる固形腫瘍では、脳腫瘍に次いで多く、日本で毎年 150 人前後の新し
い患者が診断されている。神経芽腫は神経堤細胞（Neural crest cell: NCC)という交感神経のも
ととなる細胞が起源であり、交感神経節や副腎などで発生する。神経芽腫では、これまで多数の
生物学的特性が示されており、転写因子である MYCN 遺伝子の増幅、11 番染色体長腕のヘテ
ロ接合性の消失、DNA ploidy などが重要な予後因子として報告されている（Riley et al. Clin 
Cancer Res 2004）。これに加えて、ATRX遺伝子の欠損なども、予後に関わることが報告され
ている。 

MYC ファミリーのひとつである MYCN は細胞周期の進行に関与し、がん細胞の増殖を促進
する機能を持った神経芽腫の予後不良因子である。これまでの多数の知見で、神経芽腫において 
MYCN やその関連経路が細胞増殖に関与することが報告されてきた。その一方で神経芽腫 
MYCN非増幅に関する研究は MYCN 増幅に関する研究と比べて少ない。これまでの申請者に
よる研究で、p53変異をもつ Li-Fraumeni（Li-F）症候群由来の iPS細胞を NCCへ分化させ、
レンチウイルス法を用いてNCC mock株と NCC MYCN過剰発現株を作製した。そこから、軟
寒天コロニー形成アッセイを用いて、足場非依存的な悪性形質転換した細胞モデルを作製した。
MYCN 高発現は予後不良とされているが、Li-F 症候群 NCC 株は MYCN 発現による悪性形質
転換率の有意な差はなく、野生型 (WT) iPS細胞由来 NCC  mock株と比較すると高いコロニ
ー形成能を示した。そのため、Li-F 症候群悪性形質転換 NCC は、予後不良のステージ IV の 
MYCN非増幅症例モデルになる可能性がある。神経芽腫MYCN非増幅に関する研究は少なく、
本研究によってさらなる知見を展開することができる。 
テロメア維持は腫瘍形成に重要であり、大部分のがんではテロメラーゼが活性化し、テロメア
を維持している。この活性化はがんの 85〜90％において見られる。 残りの 10〜15 ％のがん
では ALT 経路というテロメラーゼの活性化を必要としない別の機構によりテロメアが維持さ
れている。これまでの研究で、ALT経路活性化に ATRX変異および p53 変異が関与している
ことが示唆されており、これらの関係性に ATM-Chk2 経路の活性化が関わることが報告されて
いる（Chen et al. Cancer Res 2006、Watson et al. J Clin Invest 2013）。神経芽腫におけるテ
ロメア伸長機序の研究で、ATRX変異株はMYCN非増幅であることが多い（Kurihara et al. J 
Pediatr Surg 2014）。また、神経芽腫細胞において 4つの ALT陽性細胞はすべて p53機能不活
性であった（Farooqi et al. J Neurooncol 2014)。神経芽腫以外にも、平滑筋肉腫や星細胞腫な
どの ALT 陽性細胞は ATRX 変異であり、p53 変異である傾向が高い（Killela et al. PNAS 
2013, Yang et al. Am J Transl Res 2015）。これらのことから、MYCN非増幅で p53変異があ
る Li-F症候群由来 iPS細胞の悪性形質転換NCCは、ATRX変異を導入することで、ALT経路
を誘導できると期待される。MYCN 非増幅における予後不良な神経芽腫は ALT 経路との関係
性が報告されており、この関係性を明らかにすることで MYCN 非増幅腫瘍の予後因子を見出
すことと、神経芽腫発症の解明に近づくことができる（Peifer et al. Nature 2015）。 
 
２．研究の目的 
 過去の研究から、神経芽腫において ATRX変異によって ALT経路が誘導され、p53変異を高
頻度に伴うことが明らかになっている。また近年、神経芽腫におけるテロメアの長さが腫瘍内で
多様性を持っていることが明らかにされており、その多様性ががんの進行に深く影響している
と考えられている（Pezzolo et al. Oncotarget 2015)。本研究では、ATRXと ALT経路の関係性
に着目し、Li-F症候群悪性形質転換 NCC を利用して神経芽腫におけるテロメア機構の一端を
解明する。神経芽腫におけるがんとテロメアに関する研究は不明な点も多いため、より多くの知
見を集める必要があることから、本研究では均一な細胞集団である iPS 細胞由来悪性形質転換
NCCを用いて ALT経路の詳細な分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 Li-F iPS細胞から分化させた NCC（Fukuta et al. PloS one 2014）を用いて、レンチウイルスベク
ターを用いた 3種類の異なる ATRX領域を欠損させる Single guide RNAによる ATRXノックア
ウト法によって ATRX KO Li-F NCCを作製した。この株を用いて、ソフトアガーコロニー形成
を行った。十分なコロニー形成後、複数のクローンを単離し、足場被依存的形質転換株として培
養を行った。ATRXノックアウトをゲノム、タンパク質発現で確認し、ALT経路活性化マーカー
である C-circleアッセイおよび APBアッセイを行った。ATRXノックアウト、C-cricle陽性、APB
陽性クローンを免疫不全マウスの皮下および左副腎近傍脂肪組織に移植した。 
 
４．研究成果 
（1）3種類の sgATRX（sgATRX1, sgATRX2, sgATRX3）を用いて、Li-F神経堤細胞から mock株
と 3種類の sgATRX KO株を作製した。薬剤選抜後、ソフトアガーコロニー形成アッセイを行い、
各株において mock株: 7コロニー/1dish、sgATRX1 KO株: 1482コロニー/1dish、sgATRX2 KO株: 



265コロニー/1dish、sgATRX3 KO株: 830コロニー/1dishという結果になった。このことから、
p53変異条件下において、ATRX KO は足場非依存的形質転換を獲得させやすくすることがわか
った。 
 
（2）sgATRX1〜3 KO株のコロニーを単離し、培養を行なった。それら培養に成功した sgATRX 
KO 株において、C-circle アッセイおよび APB アッセイを行った。C-circle 陽性を示したクロー
ンは sgATRX1株のみだった。これは、ATRXの欠損領域が影響しているのかもしれない。次に、
C-circle陽性を示したクローンに対して、PMLタンパク質とテロメア DNAの共局在化を解析す
る APBアッセイを行い、C-circle陽性を示したクローンはすべて APB陽性を示した。このこと
から p53変異細胞において、ATRX KOによって ALT経路が活性化することが示された。 
 
（3）ALT経路活性化 Li-F NCCクローンを免疫不全マウスの副腎左近傍脂肪組織に移植すると、
腫瘍のような塊の形成が見られた。本研究期間内では、その形成について解析できなかった。 
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