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研究成果の概要（和文）：難治性膵芽腫例から採取したマルチサンプリング検体を用いて、エクソーム解析を行
った。肝転移巣検体については、計7か所の部位につき組織を採取し、それぞれのゲノム解析を行った。すべて
の腫瘍検体ではベータカテニンの変異と11pの片親ダイソミ―(UPD)が検出されたが、初発腫瘍と転移、再発腫瘍
で重複する遺伝子変異、ゲノム変異は検出されなかった。転移、再発腫瘍では、初発時のmajor cloneに新たな
付加異常が加わったクローンが大半を占めていた。従って、膵芽腫の発症にはベータカテニンの変異と11pのUPD
が、最も重要な異常であり、その進展には、複数の異なる付加的なイベントが関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To explore recurrent gene mutations in PBL, we performed Whole exome 
sequencing (WES) on paired tumor-normal DNA samples from one refractory case (PBL001). Seven 
spatially separated tumor samples resected at 3 different time points were used for WES. All 
metastatic samples in a case (PBL001) showed higher frequencies of mutations (mean number = 61.2). 
Notably, among the 240 mutated genes, no additional genes other than CTNNB1 were recurrently 
altered, confirming the obvious impact of CTNNB1 mutations in PBL pathogenesis. Likewise, 11p 
uniparental disomy (UPD) was also detected all samples examined. Sequencing of multiple samples from
 PBL001 revealed intra-tumor heterogeneity within primary and metastatic sites, as well as clonal 
evolution with a truncal CTNNB1 mutation and 11p UPD. Importantly, a truncal CTNNB1 mutation and 11p
 UPD provided further evidence that a CTNNB1 mutation was likely to be virtually necessary for 
development and progression of PBL.

研究分野： 小児固形腫瘍　

キーワード： 小児固形腫瘍　膵芽腫　クローン進化　β―カテニン
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１．研究開始当初の背景 
 (1) 小児がんの中でもとりわけ、初発時か

ら遠隔転移を伴う固形腫瘍、また再発を来

すものは極めて難治性であり、現代の集学

的治療を行っても、5 年生存率は概ね 30%

程度である。従って、遠隔転移・再発例に

特化した新たな治療戦略が必要と考えられ

るが、そのような新規治療法を裏打ちする

小児がんの分子病態の研究は、国内外の動

向をみてもその希少性から、成人がんに比

べて著しく立ち遅れているのが現状である。 

(2) がん組織は複数のクローンから構成され

るheterogeneityな集団であることが立証さ

れ、再発や転移にはその一部の細胞集団のク

ローン進化(クローナルエボリューション)

が重要な役割を果たしていることが明らか

となった。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では、次世代シークエンサーと最

新のマイクロアレイを駆使して、難治性小児

腫瘍におけるがん細胞の遺伝的経時的クロ

ーン進化の機序を解明し、転移や再発を制御

する標的分子の同定を試みる。さらに、これ

らの標的分子に対する新規分子標的療法の

開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 全 exome 解析 

腫瘍の初発、再発、転移組織より、レーザー

マイクロダイセクションを用いて、単一細胞

を複数個抽出し、全 exome 解析を行う。シー

クエンスデータは連携研究協力施設である

東京大学医科学研究所のスーパーコンピュ

―タ―(6000 コア 75TFLOPS、高速ファイルシ

ステム Lustre 上の 1PB ストレージ)上で稼働

中の専用パイプラインで解析する。同研究所

で開発した SNVコールや CNVのアプリケーシ

ョンを利用して円滑・高精度に候補を抽出す

る。HiSeq2000 および Miseq で取得される生

データからの fastq ファイルの生成は、HGC

で開発した高並列(128 並列)プログラムによ

り 1.5 日以内に行える。これを用いて、640

コア程度の並列解析により５基の HiSeq2000、

1 基の Miseq のフル稼働データに対応する。 

 (2) SNP アレイ解析 

上記の全 exome 解析によりゲノムコピー数

の定量もある程度可能であるが、精度の点

では、SNP アレイの方が格段に上回る。ま

た、全例、全ゲノム解析を行うのは時間、

コストの面からも現実的とは言えない。そ

こで、ゲノムコピー数の変化を解析するた

め に 、 GeneChip 250K/500K 、 CytoScan 

(Affymetrix社)とその解析アルゴリズムで

ある CNAG/AsCNAR を用いて、腫瘍細胞に生

じているゲノムコピー数の網羅的解析を行

う。 

 
４．研究成果 

(1) 難治性小児がんの新規治療標的を同定

するために、次世代シークエンサー、高密

度マイクロアレイといった革新的ゲノム解

析技術を用いて、小児固形腫瘍の初発、転

移、再発腫瘍のクローン進化を細胞レベル

で経時的かつ網羅的に解析し、再発や転移

を規定する分子病態の解明を試みる。本年

度は、再発を繰り返す膵芽腫例の初発、転

移巣、再発腫瘍から採取したマルチサンプ

リング検体を用いて、エクソーム解析、SNP

アレイ解析を行った。肝転移巣検体につい

ては、計 7か所の部位につき組織を採取し、

それぞれのゲノム解析を行った。その結果、

すべての腫瘍検体ではベータカテニンの変

異と 11p の片親ダイソミ―(UPD)が検出さ

れたが、初発腫瘍と転移、再発腫瘍で重複

する遺伝子変異、ゲノム変異は検出されな

かった。転移、再発腫瘍では、初発時のmajor 

clone に新たな付加異常が加わったクロー

ンが大半を占めていた。従って、膵芽腫の

発症にはベータカテニンの変異と 11p の



UPD が、最も重要な異常であり、その進展

には、複数の異なる付加的なイベントが関

与する可能性が示唆された。転移、再発腫

瘍に検出された変異の中に有意なドライバ

ー変異は見出されなかったことから、多数

の遺伝子変異の蓄積による個々の細胞の生

理機能の破綻が、悪性化に関与しているメ

カニズムが推測された。さらにトランスク

リプト―ム解析、メチル化解析あるいは全

ゲノム解析を行って、クローン進化の病態

を解明する必要がある。 

 
(2)難治性小児がんの代表である神経芽腫

500 例につき、がん関連遺伝子 10 個のターゲ

ットシーケンスと高密度 SNP アレイ解析を

用いて、ゲノムプロファイリングを行った。

その結果、神経芽腫は、ゲノム異常の特性に

より 6 つのサブグループに分類されることが

判明した。これらのサブグループは臨床的特

徴とよく相関し、さらに興味深いことに腫瘍

の進化の過程を反映していることが明らか

となった。サブグループは以下の通りである。

グループ A (ALK 異常を伴う群)、グループ B 

(他の遺伝子変異を伴う群 )、グループ C 

(MYCN 増幅を伴う群)、グループ D (11q LOH

を伴う群)、グループ E (少なくとも 1 か所の

ゲノムコピー数の変化を伴う群)およびグル

ープ F (サイレント群)。グループ A から D は

予後不良であり、グループ E、F は予後良好

であった。 サブグループAからEを通じて、

最も共通するゲノム異常は、17q の増加であ

ったことから、神経芽腫の発生過程において、

17q の増加は最も早期に生じる異常であるこ

とが推測できた。また、次に高頻度なゲノム

異常は 2p の増加であったことから、これは

17q の増加に引き続いて生じた異常であり、

その後、1p LOH および 11q LOH が排他的に

独立したクローンに生じた可能性が考えら

れた。その後、1p LOH をもつクローンに ALK

変異と MYCN 増幅がそれぞれ別々に生じ、

異なるサブグループに分化していったもの

と推測された。グループ E では、hyperploid

が高頻度であったことから、同時に染色体の

異数分裂が生じた結果、腫瘍化したものと推

測された。またグループ F におけるがん化の

メカニズムには、生殖系列細胞の異常やエピ

ゲノム異常の関与が考えられた。以上の結果

より、大多数のコホートに対するゲノムのプ

ロファイリングは、腫瘍の進化を推測する上

でも有用であった。 
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