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研究成果の概要（和文）：臨床検体の解析より、DNMT3Bが高リスク群で高発現し、かつ発現量が予後と相関する
ことが明らかとなった。また、DNMT3BのsiRNAや低分子化合物による阻害が神経芽腫に対して抗腫瘍効果を発揮
することを明らかにすることができた。具体的には、DNMT3Bの阻害は神経芽腫におけるグローバルな脱メチル化
を誘導し、アポトーシスを誘導することを明らかにできた。RNA-seqの結果、DNMT3Bの阻害はp53経路の遺伝子の
発現を賦活化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Analysis of clinical specimens demonstrated that DNMT3B exhibits high 
expression in high-risk groups, and its expression level is closely associated with prognosis. 
Additionally, we observed that suppressing DNMT3B through siRNA or small molecule compounds 
effectively exerts an antitumor effect on neuroblastoma. Specifically, DNMT3B inhibition induced 
global demethylation and apoptosis in neuroblastoma cells. Furthermore, RNA-seq analysis indicated 
that DNMT3B inhibition enhances the expression of genes within the p53 pathway.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経芽腫の予後不良群に対しては未だ有効な治療法が確立されていないことから、有効性が高く副作用の少ない
治療法を開発することが待ち望まれている。本研究により、DNMT3Bが神経芽腫の進行に関与すること、DNMT3Bの
阻害が神経芽腫に対して抗腫瘍効果を発揮することが示唆された。今後DNMT3Bに対してより詳細な検討 (in 
vivo実験など) を行うことで、新たな治療法の開発に繋がる可能性がある。

※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 
 神経芽腫は白血病、脳腫瘍、リンパ腫にならんで死亡率が高い小児がんであり、神経堤細胞を
発生源として体幹の交感神経節や副腎髄質に形成される。その約 4割が、自然治癒や長期生存が
期待できる低-中間リスク群であるが、約 6割は予後不良な高リスク群が占めている。特にMYCN
遺伝子が増幅している症例は高リスク群に分類され、予後不良であることが知られている。予後
不良群に対しては化学療法、手術、放射線治療などのさまざまな治療法を組み合わせた集学的治
療が施行されるが、約半数しか奏功しない上、低年齢時に治療を行うため晩期合併症を患う可能
性が高い。以上のことから、難治性小児がんである神経芽腫の有効性が高く副作用の少ない治療
法を開発することが待ち望まれている。   
 近年、様々ながん種において遺伝子のプロモータ
ー領域に存在する CpG アイランドのメチル化など
に代表されるエピジェネティックな変化ががんの
発症や悪性化と密接に関わることが明らかとなっ
てきた。がん細胞では増殖するために都合の悪い遺
伝子、すなわちがん抑制遺伝子の発現が DNA のメ
チル化によって発現抑制されているケースが多い。
実際に神経芽腫においてもがん抑制遺伝子や神経
分化関連遺伝子のプロモーター領域に存在する
CpG アイランドが高頻度でメチル化されているこ
とが明らかとなっている  (Ram Kumar RM et al, 
2018) (図 1)。DNA のメチル化を担っている DNMT
ファミリーには、DNA 複製時にメチル化状態を娘
DNA に引き継ぐ維持メチル化酵素:DNMT1、およ
び新たに DNA メチル化状態を付与する新規メチ
ル化酵素:DNMT3a・DNMT3bが存在する。これら
DNMT ファミリーの阻害剤である 5-アザシチジンは神経芽腫の臨床試験において一定の効果が
認められている。しかし、依然として決定的な治療効果は得られておらず、投与量を増やすと副
作用が強く出てしまうことが問題となっている (Jubierre L et al, 2018)。そこで、神経芽腫細胞の
生存や増殖に関与する特定の DNMTだけを阻害することでこれらの問題点を解決できるのでは
ないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では神経芽腫の進行に寄与する DNMT を特定し、阻害効果を検証する。有効かつ副作
用の少ない新規治療法を提案することを目的とする。  
   
 
３．研究の方法 
 各 DNMT ファミリーの siRNA、DNMT3Bの選択的阻害剤である nanaomycin Aを複数の神経
芽腫細胞株に処理し、細胞生存率をWST-8アッセイにより評価した。DNAの 5-メチルシトシン 
(5-mC) の割合は 5-mhMethylFlash Global DNA Methylation ELISA Easy Kitにより測定した。アポ
トーシスの評価はウェスタンブロッティングにより行った。遺伝子発現解析は RT-qPCR 法また
は RNA-sequencingにより行った。 
 
４．研究成果 
① 各 DNMTファミリーは神経芽腫のMYCN増幅群、ステージ 4で高発現する。 
 臨床検体のデータ解析により、神経芽腫のステージ 4 では DNMT1、DNMT3A、DNMT3B が
高発現することを見出した。また、高リスク群に分類されるMYCNの増幅群で DNMTファミリ
ーが高発現することも明らかとなった。さらに、これら DNMTファミリーの高発現が予後不良
因子となることも見出した。 
 
② 各 DNMTファミリーのノックダウンは神経芽腫細胞株の細胞生存率を減少させる。 
 代表的な神経芽腫細胞株である IMR-32 に対し、siRNA により DNMT1、DNMT3A もしくは
DNMT3Bをノックダウンしたところ、既に報告のあるDNMT1に加え、DNMT3AおよびDNMT3B
のノックダウンによっても細胞生存率が低下した。DNMT1 と DNMT3Aは正常組織にも一定量
の発現が認められるが、DNMT3B は正常組織にはほとんど発現せず、炎症箇所や癌などで発現
が上昇することが報告されている。治療の観点から正常組織での発現量が低い DNMT3Bに着目
して以降の研究を進めていくこととした。 
 

図 1: DNAメチル化と神経芽腫の関わり 



③ DNMT3B選択的阻害剤である nanaomycin Aは神経芽腫細胞株の細胞生存率を減少させる。 
 複数の神経芽腫細胞株に対して nanaomycin A 処理によって DNMT3Bの機能を阻害した結果、
複数の神経芽腫細胞株 (IMR-32, TGW, GOTO) において細胞生存率を低下させた。IC50は IMR-
32が 4.6 µM、 TGWが 2.4 µM、GOTOが 2.6 µMであった。 
 
④ DNMT3B選択的阻害剤である nanaomycin Aはグローバルに DNAメチル化レベルを減少させ
る。 
 nanaomycin Aが IMR-32の 5-mCの割合を減少させるかどうかを検討した結果、容量依存的に
5-mCが減少することが確認できた 
 
 
⑤ DNMT3B選択的阻害剤である nanaomycin Aは神経芽腫細胞株のアポトーシスを誘導する。 
 5 μMの nanaomycin Aの処理によって cleaved caspase 3 および cleaved PARPが増加することを
ウェスタンブロッティングにより確認した。この結果より、アポトーシスが誘導されていること
が示唆された。 
 
⑥ DNMT3B選択的阻害剤である nanaomycin Aは p53経路関連遺伝子の発現を誘導する。 
 DNMT3Bのノックダウン細胞 (IMR-32) の RNA-seqによるトランスクリプトーム解析により、
DNMT3Bの阻害はp53経路やアポトーシス関連遺伝子の発現を誘導することが明らかとなった。
他にも様々な経路に関する遺伝子の発現変動が見られたので、それらも含めて詳細に検討中で
ある。 
 
⑦ 総括 
 臨床検体のマイクロアレイデータの解析より、DNMT3B が高リスク群で高発現し、かつ発現
量が予後と相関することが明らかとなった。また、DNMT3Bの siRNAや低分子化合物による阻
害が神経芽腫に対して抗腫瘍効果を発揮することを明らかにすることができた。具体的には、
DNMT3B の阻害は神経芽腫におけるグローバルな脱メチル化を誘導し、アポトーシスを誘導す
ることも明らかにできた。RNA-seqの結果、DNMT3Bのノックダウンによる阻害は p53経路の
遺伝子の発現を賦活化することが示唆された。以上より、DNMT3B が神経芽腫の進行に関わっ
ていること、DNMT3B の阻害が神経芽腫に対して抗腫瘍効果を発揮することが示唆された。現
在は神経芽腫モデルマウスの腫瘍に対する DNMT3Bの阻害効果を検証している段階である。ま
た、MYCNと DNMT3Bの関わりについても現在検討中である。今後 DNMT3Bに対してより詳
細な検討を行うことで、神経芽腫に対する新たな治療法の開発に繋がる可能性がある。 
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