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研究成果の概要（和文）：神経芽腫において、同一腫瘍内のheterogenietyや染色体レベルでのMYCN

遺伝子の微量な変化が予後に影響を与えていると考え、マイクロダイゼクション(LCM)とSNP 

arrayを用いて神経芽腫におけるMYCN遺伝子の微細な遺伝子量変化を検討したところ、定量的PCR

法でMYCN微量増加を示す症例には、MYCN増幅細胞を少数認める症例や、FISHでMYCN gainの細胞

と認識される2p gainの症例を認めた。今後、LCMやSNP array解析を用いてより正確なMYCN増幅

の判定が必要と考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：We thought that a small change of dosage of the MYCN gene due to 

intratumoral heterogeniety and a chromosomal gain of MYCN gene affected the prognosis in 

neuroblastoma.  Therefore, the microdissection and SNP array were performed to determine the dosage 

of the MYCN gene and we found tha cases with a small number of MYCN amplified cells and a large 

number of MYCN gain cells.  It was thought that a judgment of more accurate MYCN amplification 

was necessary using LCM and SNP array analysis in future 
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１．研究開始当初の背景 
小児固形腫瘍でもっとも頻度の高い腫

瘍である神経芽腫は、生物学的悪性度が
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腫瘍により大きく異なり、転移再発を繰り

返し腫瘍死するものから自然退縮するもの

まで様々である。そのため、治療前に開腹

生検により腫瘍細胞の生物学的悪性度をMY

CN遺伝子・病理学的診断により判定し、そ

れに応じた治療法を選択している。しかし

ながら、それらの検索においては悪性度が

低いと判断された症例においても、aggress

iveな経過をとる症例が存在しており、MYCN

遺伝子や病理学的診断のみではまだ、十分

予後を反映しているとはいえない。SNP arr

ayを用いることで、より増幅の程度少ない

微量な遺伝子量の差を判定できるため、神

経芽腫にいて最も強力な予後因子であるMY

CN遺伝子量の変化を詳細に検討することと

した。 

また、神経芽腫において生物学的多様性

(heterogeneity) の存在が指摘されており、

より悪性度の高い細胞集団がその腫瘍全体

の予後をより正確に反映していると考えら

れている。今回、我々はマイクロダイセク

ション法(LCM)を用い、より小さな細胞集塊

を採取することで、腫瘍の悪性度をより正

確に判定することとした。LCMとは顕微鏡的

な観察を行いながら、任意の領域の細胞を

選択的にレーザーにて切断し採取する方法

であり（図１）、採取した組織からDNA及び、

RNAを抽出して定量的PCRなどでコントロー

ル遺伝子と比較することで、腫瘍内部にお

ける生物学的多様性(heterogeneity)の詳

細な解析が可能となると考えられる。 

LCM採取前

LCM採取後 

２．研究の目的 

今回我々は、近年報告されつつあるSNP-

arrayを用いて、神経芽腫の最も強力な予後

因子であるMYCN遺伝子の微量な遺伝子量の

変化を計測するとともに、今回、マイクロ

ダイゼクション法を用いてMYCN遺伝子量の

差が組織学的に偏って存在している症例が

あることを示し、神経芽腫組織内に生物学

的多様性(heterogeneity)があることを証

明し、更なる悪性度の層別化を行うことを

研究目標とした。 

３．研究の方法 

まず、今回、神経芽腫において最も強力な予

後因子であると言われているMYCN遺伝子につ

いて、SNParrayとLCMを用いて詳細に検索した。

神経芽腫63例の凍結組織片からDNAを抽出し

サザンブロット(SB)法とQ-PCRでMYCN増幅判

定を行った。SB法は2copy以上、Q-PCRは1.84

以上を微量増加、5.00以上を増幅と定義した。

また、全63例についてパラフィンブロックか

らLCMを用いて細胞集塊を採取し、Q-PCRで

MYCN増幅を判定した。FISHは23例に行い、MYCN

非増幅、MYCN gain、MYCN増幅を判定した。SNP 

arrayは凍結組織片から抽出したDNAをHuman 

CMV370-Duo (Illumina)にて解析した。 

４．研究成果 

SB法で 1copyの 54症例中12例は Q-PCR法で



 

 

MYCN の微量増加と判定された。 

この微量増加を示した 12 例のうち 11 例を

SNP array で解析し、2p の状態から MYCN 領

域のみ増幅している「MYCN増幅群」、distal 2p

が全体的に gain している「2p gain 群」、変

化のない「非変化群」の 3群に分類した。 

11 例のうち 2 例は「MYCN 増幅群」と判定

され、うち 1 例は中心部が壊死した症例で、

LCMを用いて腫瘍細胞のみを採取すると MYCN

の増幅を示し、FISH では MYCN 増幅細胞を認

めた。残る 1 例については、LCM の解析は正

常で、FISH は行わなかった。2例とも腫瘍死

していた。11 例中 4例は「2p gain 群」と判

定され、うち 1例は LCM で採取した全細胞集

塊で MYCN 微量増加を認め、FISH で全ての細

胞が MYCN gain であった。他の 1例では、LCM

で採取した細胞集塊の 1 か所のみ MYCN 微量

増加を認め、FISH で 15%の細胞が MYCN gain

細胞であった。残りの 2例は LCM の解析は正

常で、FISH は行わなかった。この 4例中 1例

生存していた。11 例中 5例は「非変化群」と

判定され、LCMやFISHの解析は正常であった。

この 5例は全例生存していた。 

Q-PCR 法で MYCN 微量増加を示す症例には、

MYCN 増幅細胞を少数認める症例や、FISH で

MYCN gain の細胞と認識される 2p gain の症

例を認めた。今後、LCM や SNP array 解析を

用いてより正確な MYCN 増幅の判定が必要と

考えられた。 
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