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研究成果の概要（和文）：	 

小児の代表的な腹部固形腫瘍である神経芽腫には、しばしば自然退縮を起こす予後良好タイプ

がある一方で、１歳以降に生じ、非常に予後不良な難治例も存在する。本研究では、神経芽腫

の網羅的ゲノムコピー数異常解析と遺伝子発現解析のデータを基礎に、エピゲノム解析とマイ

クロ RNA 発現解析を組み合わせ、予後に強く関連するゲノムパターンの抽出と新規神経芽腫関

連遺伝子の検索を行った。これらの分子情報は腫瘍リスク分類システムの構築と、難治性神経

芽腫の早期診断、治療法開発のための標的遺伝子の同定につながると期待される。	 
	 
研究成果の概要（英文）：	 

Neuroblastoma is a childhood tumor originating from progenitor cells of the sympathetic 
nervous system. The tumor displays a broad spectrum of clinical behavior, ranging from 
spontaneous regression to fatal progression despite intensive therapy. We have been collecting 
molecular signatures of each tumor subset, such as genomic copy number changes and mRNA 
expression profiles, to clarify molecular mechanism of oncogenesis and progression of 
neuroblastoma. In this study, we further conducted the analyses to find epigenetic changes 
occurred in aggressive neuroblastomas as well as miRNA expression profiling of the tumors. 
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１．研究開始当初の背景	 

小児の代表的な腹部固形腫瘍である神経芽腫

には、１歳未満で発症し、しばしば自然退縮

を起こす予後良好タイプがある一方で、１歳

以降に生じ、非常に予後不良な難治例も存在

する。近年のがん治療法の進展により、小児
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癌の治癒率は目覚ましく向上したが、進行神

経芽腫については5年生存率は約30%と依然と

して予後不良である。腫瘍の性質に合わせた

最適な治療戦略決定のための正確な腫瘍リス

ク分類システムの構築と、難治性神経芽腫の

早期診断、治療法開発のための標的遺伝子の

同定が急務である。	 

	 

２．研究の目的	 

以上の背景から、本研究では予後良好群なら

びに予後不良群の神経芽腫サブセットを対

象として、これまでに蓄積してきた神経芽腫

の網羅的ゲノムコピー数異常解析および遺

伝子発現解析のデータに、エピゲノム解析と

マイクロRNA 発現解析を組み合わせることに

よりさらに発展させ、予後に強く関連するゲ

ノムパターンの抽出と新規神経芽腫関連遺

伝子の同定と解析を行う。	 

	 

３．研究の方法	 

1)	 マイクロRNA発現解析	 

解析対象は、臨床施設にて同意取得後千葉県

がんセンター研究所に研究用に供与された神

経芽腫組織から調製したtotal	 RNAである。ま

ず約470種類のマイクロRNAを搭載したマイク

ロRNAチップを用いて、48症例（予後良好群19

例、予後不良群16例、中間予後群13例）由来

腫瘍RNAの発現プロファイルを行い、予後良好

群、予後不良群間で発現レベルに差のあるプ

ローブを検索した。同じ48検体について神経

芽腫由来遺伝子発現チップによるmRNA発現解

析を行い、約5000遺伝子についての発現デー

タを取得した。各症例の生存期間に基づく統

計解析により、診断後3年時点での患者予後に

関して強く相関するマイクロRNAならびに

mRNAの検索を行なった。マイクロRNAが発現調

節する遺伝子の候補はTargetScanおよび

PicTarデータベースに対して検索し、発現レ

ベルが相関する遺伝子群を発現チップデータ

より抽出した。	 

	 

2)	 エピゲノム解析	 

神経芽腫細胞株12種類について5-aza-deoxy	 

citidine（5-aza-dC）処理により DNA の脱メ

チル化を行い、回収した細胞より total	 RNA

を調製ののち、5-aza-dC 未処理細胞由来の

RNA とともに神経芽腫由来遺伝子発現チップ

を用いた発現解析を行った。脱メチル化処理

前後の各遺伝子の発現レベルを比較し、有意

差があるものを抽出した。また、細胞株のゲ

ノム DNA を調製し、Bisulfate 法によるゲノ

ムメチル化の有無の検証を行なった。解析対

象の遺伝子については、プロモーター領域を

クローニングし、Bisulfate 処理前後の塩基

配列を決定した。また、100 例の神経芽腫症

例由来腫瘍組織からゲノム DNA と RNA を調製

し、定量的発現解析と Bisulfate 法によるゲ

ノムメチル化の有無の検証を行なった。	 

	 

４．研究成果	 

1)	 マイクロRNA発現解析	 

約470種類のマイクロRNAを搭載したマイク

ロRNAチップを用いて典型的な予後良好群19

例、予後不良群16例を含む48症例の発現プロ

ファイルを行い、両群間で発現レベルに有意

に差のあるプローブを抽出した。これらの予

後に相関するマイクロRNAが発現調節すると

予想される遺伝子の候補をデータベースよ

り抽出するとともに、同じ48検体について神

経芽腫由来遺伝子チップを用いた発現解析

を行い、得られた約5000遺伝子のデータの中

で発現レベルが両群で有意に異なる遺伝子

群と比較した。上記により抽出したマイクロ

RNAが発現調節すると推測される遺伝子群の

うち、実際の発現パターンが一致するものを

抽出したところ約50遺伝子が候補として絞

り込まれ、さらに約20の遺伝子が再現性をも

って抽出された。発現差の大きい上位遺伝子

群にはMYCNなど神経芽腫予後に強く相関す

る遺伝子が上位に選択され、マイクロRNAの

発現が神経芽腫の予後に強く相関する重要

な遺伝子群の発現調節を行っていることが

改めて示された。さらに、同様の手法により、

診断後3年時点での患者予後に関して強く相

関するマイクロRNAを79種類抽出した。17種

類の予後不良群で高発現するマイクロRNAの

うち治療抵抗性と強く相関が示唆されてい

る1qにマップされるものが5種含まれていた。

一方、62種類の予後不良群で低発現のマイク

ロRNAのうち、進行神経芽腫の腫瘍でゲノム

欠失が高頻度に見られる1p、19q、14qにマッ

プされるものがそれぞれ5種、6種、9種含ま

れていた。今後は絞り込んだマイクロRNAに

ついて定量PCRを進め、予後診断マーカーと

して使用可能かどうかの検証と、他の予後因

子との関連性の検討と予後マーカーとして

の最適な組み合わせ法の吟味を行う。	 

	 



2)	 エピゲノム解析	 

神経芽腫細胞株12種類についてDNAの脱メチ

ル化前後の細胞由来RNAに対して神経芽腫由

来DNAチップを用いた発現解析を行った。脱メ

チル化処理前後の各遺伝子の発現レベルが6

種類以上の細胞株で異なるものを約100遺伝

子選択し、同じ細胞株のゲノムDNAを用いた

Bisulfate法によるゲノムメチル化の有無の

検証を行った。遺伝子発現解析から予後良好

群で有意に高い発現レベルを示す遺伝子を中

心に3つの遺伝子に絞り込み、細胞株を用いた

Bisulfateシーケンシングを行ったところ、う

ち１つの遺伝子で予後不良群腫瘍DNAにおけ

るゲノムメチル化を検出した。この遺伝子に

ついてプロモーター領域のCpGアイランドの

メチル化の有無を詳細に解析するとともに、

100例の神経芽腫症例由来腫瘍組織を用いた

ゲノムメチル化の有無の検証を行なったとこ

ろ、この遺伝子はmRNA発現レベル、ゲノムメ

チル化レベルともに神経芽腫の予後に強く相

関しており(p<0.01)、新しい予後マーカーと

なりうることが示唆された。本遺伝子の機能

についてはこれまでにほとんど報告がないた

め、今後は同遺伝子の神経芽腫細胞における

機能解析を行う予定である。	 
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