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研究成果の概要（和文）： 
ユーイング肉腫 99 検体を用い、ALK 遺伝子の変異解析を行ったところ、新規のミスセンス変異が４例
に認められ、自己リン酸化の亢進とヌードマウスでは腫瘍形成が観察された。神経芽腫で Gene チップ
500ｋ array の UPD 解析で、MYEOV と NEGR1 遺伝子が抽出され、NEGR1 遺伝子の発現は予後因
子になりうると思われた。横紋筋肉腫(RMS) 50 検体の解析では、ALK は RMS で高率に発現し、高度
増幅例も認められ、SNP アレイでは胞巣型の１例で ALK 領域の高度増幅を検出した。胎児型は高２倍
体がみられ、染色体２番、８番、12 番の増加がみられ、13q 増加がある患者は予後良好であった。胞巣
型は近２倍体であり 15qLOH が 45.8%でみられた。  
 
研究成果の概要（英文）：Analysis of ALK mutation in 99 cases with Ewing sarcoma revealed 4 novel 
missense mutations. Functional analysis of ALK showed autophosphorylation and tumor formation in 
nude mouse. Another mechanism of aberrant ALK activation was observed in a neuroblastoma cell line, 
in which a short-form ALK protein having a truncated extracellular domain is overexpressed. 
ALK-transduced NIH3T3 cells exhibited increased colony-forming capacity in soft agar and 
tumorigenicity in nude mice. SNP array analyses of 55 rhabdomyosarcoma(RMS) samples showed that 
the embrynal RMS was characterized by hyperploidy, significantly associated with gains of 
chromosomes 2, 8 and 12, whereas the majority of alveolar RMS cases exhibited near-diploid copy 
number profiles. Loss of heterozygosity of 15q was highly detected in alveolar RMS. Gain of 13q was 
significantly associated with good patient outcome in embryonal RMS.  
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１．研究開始当初の背景 

Beckwith-Wiedeman 症候群にウィルムス腫瘍、
肝芽腫や横紋筋肉腫が発症することがよく知ら
れているが、患者では 11p15 領域が初期胚の段

階で uniparental disomy (UPD)を生ずることによ
りインプリンティングの異常をきたす結果、IGF2、
KIP2 等の遺伝子の発現異常が腫瘍の発症に関
与すると推定されている。 
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われわれは近年、高密度 SNP アレイと独自に
開発したアレイ解析プログラムを用いて、神経芽
腫の小児の腫瘍のゲノムワイドなアレルコピー数
の変化の解析を進め、平成 20 年と 21 年度の萌
芽研究で神経芽腫 200 例の SNP アレイ解析から
MYCN(2p24)の近傍の ALK 遺伝子（2p23）の増
幅を同定し、活性化変異をみいだした(Nature 
455:271,2008)。この変異は家族性神経芽腫でも
米国から報告され(Nature 455:930,2008)、胚細
胞変異もあることが判明した。また最近、我々は
炎症と腫瘍の因果関係を示唆する NFκB を制
御する A20 が成人の悪性リンパ腫の SNP アレイ
の解析から、6 番長腕の uniparental disomy 
(UPD)のみられる領域にあり変異を有することを
明らかにした（Nature 459:712-716,2009）。さら
に成人の骨髄増殖性疾患(MDS/MPN)でも 11
番の UPD から CBL 遺伝子を同定した（Nature 
459:712-716, 2009 ） 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、
Sporadic と考えられる小児腫瘍においても、
UPD が高率に生じていることを見出している。
UPD によるインプリンティングの異常は細胞の正
常な分化や増殖に重要な影響を及ぼすことによ
り、細胞を癌化に導く可能性が考えられる。これ
らの背景から小児固形腫瘍に高密度アレイを用
いて UPD をみい出し、発症と進展に関与する遺
伝子を単離・同定する。 

 
２．研究の目的 

我々のこれまでの成果により、SNP アレイを用
いた手法が新規の重要な遺伝子をみい出すこと
ができることを示している。この SNP アレイの手
法を用いて、これまでに収集した小児の固形腫
瘍（神経芽腫 131例、横紋筋肉腫61例、ユーイ
ング肉腫 82 例、悪性ラブドイド腫瘍 20 例、肝芽
腫 20 例）の UPD 領域からゲノムインプリンティン
グの網羅的な探索を通じて新規原因遺伝子を
単離・同定する。 

 
３．研究の方法 
Affymetrix 社製 500K GeneChip microarray を
用いたゲノム異常の網羅的探索 

小児固形腫瘍の検体から抽出したゲノム
DNA を適切な制限酵素で消化し、断端に共通
のアダプターを付加した後、PCR により増幅する。
PCR 産物の精製後に DNaseI 処理によりさらに
断片化し、biotin ラベルをした後、GenChip 500K
アレイ上でハイブリダイゼーションを行う。我々が
開発した CNAG/AsCNAR アルゴリズムを用いて
データを分析し網羅的なゲノムコピー数の解析
を行う。Affymetrix 社製アレイの解析でゲノム変
異が silent な腫瘍に対してはさらに Agilent 社製
アレイでも同様の解析を行う。解析した小児固
形腫瘍におけるゲノムコピー数の変化のうちホ
モ欠失、LOH、UPD、gain および amplification の
共通領域内に存在する有用な遺伝子(群)につ
き、real-time PCR を用いて発現解析を行う。ま
た変異解析およびコロニーアッセイなどにより、

腫瘍化との関連性のさらなる検証を行い、標的
遺伝子の同定を試みる。 
 
４．研究成果 

平成 22 年度は、ユーイング肉腫ファミリー
(Ewing sarcoma family of tumors, ESFT) 99 検体
（細胞株 17 株を含む）を用い、ALK 遺伝子の変
異解析を行ったところ、新規のミスセンス変異が
４例に認められた。その一部について機能解析
を行ったところ、ウェスタンブロットにおける自己
リン酸化の亢進、siRNA による ALK knockdown
での細胞増殖の抑制、コロニーアッセイにおい
て足場非依存性増殖、ヌードマウスアッセイにて
腫瘍形成が観察された。また、ALK 阻害剤
（TAE684、2,4-ＰＤＤ,ＰＦ02341066）の投与にて、
ALK 変異を持つ ESFT 細胞株においても高い
効果を認めた。神経芽腫のみでなく、一部 ESFT
においても ALK が関与することや治療の標的に
なることが示唆された。 
 平成23年度は、横紋筋肉腫(RMS) 50検体(細
胞株8株、新鮮腫瘍42例）を用い、発現解析、変
異解析、SNPアレイによるゲノムコピー数の解析
を行った。またALK阻害剤による、細胞株の増
殖抑制効果も検討した。RT-PCR を施行した29
検体中17検体 (59%)でALKの高発現を確認し、
SNPアレイでは胞巣型の１例でALK領域の高度
増幅を検出した。この例では同時にPAX3と
FKHR領域の高度増幅も検出されたが、ALK遺
伝子の変異は検出されなかった。ALK阻害剤に
より一部の細胞株で増殖抑制効果が認められた。
ALKはRMSで高率に発現し、高度増幅例も認め
られたことからRMSの発症・進展に関与している
可能性が示唆された。 

 NOTCH シグナルは細胞増殖に関与し、白血
病や脳腫瘍で異常が報告されているが、小児固
形腫瘍への関与は不明である。今回、小児固形
腫瘍の細胞株 70 株（神経芽腫 40 株、Ewing 肉
腫 17 株、RMS 13 株）、新鮮腫瘍 248 例（神経芽
腫 131 例、Ewing 肉腫 56 例、RMS 61 例）の
NOTCH1/2 の変異解析および発現解析を行っ
た。また si-RNA によるノックダウンの系を用いて
NOTCH シグナルの細胞増殖に及ぼす影響を
検討した。変異解析では NOTCH1/2 の HD 
domain と PEST domain に９個の一塩基置換を認
めた。si-RNA により NOTCH シグナルをノックダ
ウンした結果、変異 NOTCH を発現する細胞株
では野生型 NOTCH を発現する細胞株に比べ
て著しい細胞増殖制御効果が確認された。
NOTCH シグナルは一部の小児固形腫瘍の発
症・進展に関与する可能性が示唆され、今後小
児固形腫瘍の新たな治療標的となる可能性が
ある。  

神経芽腫の1歳以上の進展例は予後不良であ
る。近年チロシンキナーゼの活性化が予後と相
関することが成人の固形腫瘍で報告されている。
我々はこれまでに神経芽腫チロシンキナーゼの
KIT、PDGFR、FLT3、RET、TRKA、ALK、EGFR



 

 

とMETにつき、発現と予後の関係を検討し報告
した。平成24年度は神経芽腫細胞株と新鮮腫瘍
でAffymetrix社のGeneチップ500ｋ arrayを用い
て腫瘍ゲノムに生じたコピー数の変化および
UPDの解析を行い、MYEOVとNEGR1遺伝子は
11q31増幅と1p31減少の標的遺伝子と思われ、
NEGR1遺伝子の発現は予後因子になりうると思
われた。また、神経芽腫細胞株よりALKの短縮
型をみい出してその機能解析を行い、短縮型
ALKは新たな活性型変異であることを明らかにし
た。 

平成24年度は、さらに23年度の横紋筋肉腫
(RMS)の研究を継続し、55検体(細胞株8株、新
鮮腫瘍47例）を用いてSNPアレイによるゲノムコピ
ー数の解析を行った。SNPアレイでは胞巣型の１
例でALK領域の高度増幅を検出した。胎児型は
高２倍体がみられ、染色体２番、８番、12番の増
加がみられ、KRAS、NRAS領域の異常が３例で
みられた。注目すべきは13q増加がある患者は予
後良好であった。胞巣型は近２倍体であり
15qLOHが45.8%でみられた。ALK阻害剤により
一部の細胞株で増殖抑制効果が認められた。
ALKはRMSで高率に発現し、高度増幅例も認め
られたことからRMSの発症・進展に関与している
可能性が示唆された。 

尚、悪性ラブロイド腫瘍と肝芽腫については今
後の検討課題である。 
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