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研究成果の概要（和文）：発がんや、がんの治療薬剤耐性に対する脆弱性は、何らかの遺伝子発現異常に依存し
て生じていると考えられる。今回我々は、網羅的な遺伝子破壊を用いて正常細胞またはがん細胞の遺伝子操作を
行い、発がんや薬剤耐性に関わる生物学的な特性の変化を観察する基盤研究を行った。また、自然に発生した遺
伝子変異を持つ細胞を用いた実験によって発がん能力や薬剤感受性を獲得することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Tumorigenesis and vulnerability of cancer cells to therapeutic drug 
resistance are thought to be dependent on some kind of gene expression abnormality. In this study, 
we performed basic research to genetically manipulate normal or cancer cells using comprehensive 
gene disruption and observed changes in biological characteristics related to carcinogenesis and 
drug resistance. We also confirmed that cells with naturally occurring genetic mutations acquire 
tumor formation ability and drug sensitivity through experiments using cells with mutations.

研究分野：医歯薬学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
発がんのメカニズムは、がん種によって様々である。神経芽腫は、神経堤細胞から発生するが、細胞が分化する
途中でMYCNの高発現を伴って発がんする。しかし、MYCNが増幅している神経芽腫は発生する全体の30％以下であ
り、残りはそのメカニズムが不明である。また、近年注目されるPRC2複合体を標的とした阻害剤は、単剤ではご
く一部のがんにのみ奏効性を発揮する。そこで、網羅的に遺伝子を破壊することで、発がんした正常細胞内での
破壊された遺伝子や、エピジェネティック薬に抵抗性の細胞で網羅的に遺伝子破壊を行い、薬剤感受性に関わる
遺伝子を特定することは、エピジェネティック薬の効きやすいがんの層別化に役立つ。

※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 

神経芽腫は小児の固形腫瘍であり、悪性のものの一部は MYCN の増幅やテロメア調節機構の破

綻が生じていることが知られている。また、神経芽腫は神経堤細胞から各組織の細胞への分化の

途中で発現する。しかし、神経堤細胞の分化過程は細胞の移動を伴うことや細胞数が少ないこと

から、詳細はほとんど解明されていない。実際にMYCNを神経堤細胞の分化途中で高発現するモ

デルマウスにおいても発症は 100％ではないため、分子メカニズムの解明は困難である。そこで

我々は過去の知見を参考にして、in vitro での iPS 細胞由来の神経堤細胞の分化モデルを導入し

た(Mukae K et al., 2022, Cancer Sci)。また、我々の研究で、神経芽腫細胞株には PRC2 阻害剤の

IC50 が数百倍高い細胞が存在することを見出した(Endo Y et al., 投稿中)。これらの細胞におい

て、感受性の細胞との遺伝子レベルでの違いを見出すことは、将来の神経芽腫の治療選択に大

いに役立つものと考えられた。また、研究開始当初においては、分化して得られた神経堤細胞から

腫瘍を作成することは報告がなかった。さらに PRC2 阻害剤の感受性を決める遺伝子変異として、

SMARCA4、ARID1A などが報告されていたが、続報ではそれらの変異を持つ細胞においても、

PRC2 阻害剤への抵抗性を持つものが複数存在しており、他の変異の重要性も示唆された。 
 
２．研究の目的 
 

試験管内において、正常神経堤細胞または PRC2 阻害剤に耐性の神経芽腫の遺伝子を網羅的

に破壊し、新たな発がん性の獲得にかかわる遺伝子または PRC2 阻害剤への感受性を獲得する

遺伝子を網羅的な解析から同定する。これらによって、未知のがん抑制遺伝子を発見し、発がんメ

カニズムの解明および、新規治療法の開発につなげる。また、正常細胞の持ち得ないがん特有の

変異を網羅的に作成することで、がん細胞の PRC2 阻害に対する脆弱性を促進し、PRC2 阻害剤

が単剤で効果を発揮するがんを層別化する。ゆくゆくは脆弱性にかかわる遺伝子を標的とした、複

数薬剤の併用をともなった新しい治療法の開発につなげる。 
 
３．研究の方法 

1) sgRNA ライブラリーの導入 

本実験を開始するにあたり、2 種類のレンチウイルスベースの sgRNA ライブラリを Addgene から入

手した。Activity-optimized genome-wide library (Sabatini, 1 vector) および、(Wang et al Science. 

2015 Oct 15. pii: aac7041.) は Human CRISPR Knockout pooled library (Brunello, 2 vector) 

(Doench et al Nat Biotechnol. 2016 Jan 18. doi: 10.1038/nbt.3437.) である。1 vector type は Cas9

がベクターに搭載されているため、一度の感染で遺伝子をノックアウトすることができるが、2 vector 

type は Cas9 だけでなく、mRNA を標的とする Cas (Cas13 など)や、薬剤誘導型の Cas9 との組み

合わせによって、1 vector type で同定しきれなかった遺伝子の絞り込みを可能とするものである。 

 

2) sgRNA ライブラリーの調製と発現の確認 

sgRNA ライブラリーについては、ライブラリー添付文書に指定された大腸菌を用い、エレクトロポレ

ーション法で導入を行った。導入条件を何度か調整し、最終的に効率が 6x107 程度のライブラリを

作成した。ライブラリーは PRC2 阻害剤への感受性で層別化を行うため、PRC2 阻害剤に耐性の細

胞と感受性の細胞にレンチウイルスを用いて導入し、薬剤処理後に残存するsgRNAの差を検討す

る。 

 



3) iPS 細胞由来神経堤細胞の形成する腫瘍の解析 

変異を持たないヒト線維芽細胞または p53 変異型の背景を持つ正常細胞から作成した iPS 細胞

は、iPS 細胞研究所から入手した。それらの iPS 細胞を Fukuta らの方法(Plos One 2014, 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0112291) を用いて神経堤細胞に分化させる。神経堤細胞

は p75NGFR などのマーカーによって未分化細胞を除く。調製された神経堤細胞には、レンチウイ

ルスを用いて sgRNA ライブラリーまたは、神経芽腫のがん遺伝子である MYCN を導入する。また、

変異を持たない背景または p53 変異を背景に持つ細胞でのがん化への影響を確認するため、足

場非依存的な軟寒天での培養および免疫不全マウスでの発がん実験を行う。 

 

4) PRC2 阻害と併用することで抗癌効果をもつ化合物の探索 

PRC2 阻害剤は、PRC2 の発現が高い傾向のあるがんに対して効果が期待されている。しかし単剤

での効果は限定的であり、報告されている変異と PRC2 阻害剤の効果も、がん種が異なることで再

現性に乏しい。そこで、PRC2 分子のノックダウン等と複数のエピジェネティック関連阻害剤を組み

合わせることで、より強い細胞増殖抑制効果のある阻害剤を探索する。 
 
４．研究成果 

1)および 2) sgRNA ライブラリーはプラスミド調製キットを用いてプラスミド溶液として保存した。

Sabatini ライブラリ(3 プール、puromycin 耐性)については、神経芽腫細胞株で、PRC2 阻害剤に強

耐性である IMR32 および PRC2 阻害剤感受性である SK-N-BE細胞へ導入し、puromycin 耐性細

胞を選択して分取、保存した。それらの細胞において、Cas9 遺伝子が発現しており、タンパク質と

して検出できることを確認した。一つの細胞には複数の Cas9 が導入されるため、細胞の生存に必

要な遺伝子が破壊される細胞が存在すると予想されたが、実際には空ベクターを導入した細胞と

同程度に生存が見られた。また、今回は濃縮したウイルス液を導入に用いたが、一つの細胞あたり

に導入される sgRNAの数をある程度少なくすることで、特異的な表現形を引き出す必要があると考

えられた。また、それらの解析方法についても検討の必要があると考えられた。 

 

3) 作成した p75 陽性の神経堤細胞は、その他の変異を必要とせず、軟寒天中で足場非依存的な

増殖をすることが可能であった。また、免疫不全なヌードマウスの皮下へ注入することで、腫瘍を形

成することが明らかになった。P53の変異を持たない iPS細胞を同様に神経堤細胞へ分化させ、が

ん遺伝子である MYCN を導入したところ、p53 変異の細胞よりも低い確率で腫瘍を形成した。それ

らの腫瘍の組織型およびマーカー遺伝子を解析したところ、p53 変異または MYCN 導入細胞とも

軟骨腫瘍に似た組織型を示し、神経芽腫らしい組織像は検出されなかった。これらの成果は

Cancer Science 誌に掲載された(Mukae et al., 2022)。これらの結果から、p53 遺伝子の破壊が非常

に強い腫瘍化のトリガーとなることが明らかになったが、神経堤細胞の分化が軟骨腫瘍への運命

決定をなすと考えられた。参考にした Fukuta らの神経堤細胞は、頭部型の神経堤細胞と考えられ、

近年では TH や DBH を発現する尾部型の神経堤細胞が神経芽腫の原基となっていると予想され

ている。そこで Huang ら(Huang et al., 2016)の方法取り入れ、尾部型の神経堤細胞の調製を試み

た。iPS 細胞からの尾部型神経堤細胞への分化には、レチノイン酸等の強力な分化刺激を必要と

するため、研究期間内には遺伝子導入や腫瘍形成を行うに足る十分な細胞数が得られていない

ため、現在も研究を遂行中である。 

4) PRC2 複合体の核をなす、EZH2および EEDの阻害剤は、使用した神経芽腫細胞においては、

多くの細胞が増殖に対しては耐性を持ち、少なくとも 10μM という濃度でしか増殖抑制効果が見ら



れなかった。一方で EZH1, EZH2のいずれとも複合体を作る EEDの発現を shRNAで抑制すると、

p53の下流の遺伝子の発現が促進されるとともにCDK2などの増殖関連遺伝子の発現が抑制され

た。EZH2 または EED の阻害剤を加えた状態で、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤や

DNA メチル化(DNMT)阻害剤を併用すると、in vitro および in vivo において、細胞増殖の阻害が

見られた。それらの結果およびPRC2で酵素活性を担う EZH1の阻害が神経芽腫の増殖を阻害す

る内容については、論文掲載(Shaliman et al., 2022, Shinno et al., 2022) または投稿中(Endo et al. 

投稿中)である。さらに、膀胱がんの細胞株において、EZH2 の活性低下型の変異体が見つかり、

H3K27me1～3 が低いことが明らかになった。この細胞と野生型 EZH2 の比較によって、HDAC 阻

害剤や DNMT 阻害剤は、変異型 EZH2 を持つ細胞で増殖を抑制した。抗腫瘍効果のある、他の

エピジェネティック阻害剤については、変異型 EZH2 を持つ細胞を使用して、絞り込みを進めてい

る。 
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