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小児癌由来cDNAチップを用いた正常個体発生の遺伝子発現ネット
ワークの網羅的解析
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〈研究の目的と進め方〉
小児の腹部腫瘍である神経芽腫は、発生初期の神経堤

細胞由来の神経芽細胞が交感神経系に向かって分化成熟
していく過程で発症する（図１）。予後不良群と良好群に
分けられ、後者では腫瘍細胞はしばしば正常に分化し、
自然退縮する現象が見られる。各群の神経栄養因子への
反応性から、神経発生において予後良好群は分化の最終
段階を反映しており、また予後不良群はより早期の、神
経堤から遊走分化している途中の未熟な細胞を反映する
ものと考えられる。

図１ 神経芽腫は発生時のsympathoadrenal lineageから
生じる

そこで本研究では、神経発生に関わる遺伝子発現ネッ
トワークを大規模に解析することを目指し、神経芽腫に
発現する遺伝子群の大量クローニングと、そのDNAチッ
プの作製を行う。神経堤細胞から交感神経への正常な分
化には、BMP2/4、bHLH転写因子であるMASH1、
MYCNや、ホメオボックス転写因子のPHOX2A/2B等が
重要な働きをしていることが明らかにされつつあるが、
その遺伝子発現ネットワークについては未だ不明な点が
多い（総説、文献7）。本研究では、上記の神経芽腫から
作製したDNAチップを用い、アデノウイルスベクター等
を用いて神経芽腫細胞株に導入したMASH1、MYCN、
PHOX2A/2B等により経時的に転写制御される遺伝子群
を大量同定し、それらのネットワークを明らかにする。
さらに、神経芽腫の分化・増殖能が異なるサブセット間
で発現量の異なる遺伝子群についても同チップを用いて
探索するとともに、それらの下流遺伝子の同定を行い、
上記の転写因子により制御される遺伝子との関連性およ
び神経芽腫における機能について詳細に解析する。神経
芽腫の予後因子としてMYCNがん遺伝子やTrkAが良く知
られているが、これらの遺伝子の中から臨床に結びつく
新たな遺伝子が同定されることも期待される。

図2肝芽腫では高頻度にb-cateninの変異がみられる

同様に、やはり胎児性腫瘍である肝芽腫は、当研究室
の解析から、その約40%にβ-cateninの変異が見られ、肝
発生にWntシグナルが重要な働きをしていることが示唆
される（図2）。肝芽腫由来の遺伝子ソースは、肝発生に
おける分子メカニズムの解明への利用が期待される。さ
らに腎芽腫からの遺伝子ソースも併せて構築し、神経芽
腫由来遺伝子群と合わせることにより発生初期に働く遺
伝子に富む小児癌チップを作製し、神経、肝、腎の発生
分化に関わる遺伝子群の同定および解析を目指す。

〈研究開始時の研究計画〉
神経・肝の発生分化における遺伝子発現ネットワーク

の解明と、神経芽腫・肝芽腫の発生および疾患メカニズ
ムの解明を目指し、以下を行う。

1）胎児性腫瘍由来遺伝子ライブラリーの作製
オリゴキャッピング法により神経芽腫、肝芽腫、腎芽
腫由来のcDNAライブラリーを作製する。

2）胎児性腫瘍由来遺伝子のDNAチップ作製
上記ライブラリーより得られたcDNAを搭載した独自
の小児癌由来DNAチップを作製する。

3）神経芽腫サブセット特異的遺伝子の探索とその解析
神経芽腫の予後良好群および予後不良群の間で発現量
に差のある遺伝子を探索する。

4）神経発生関連転写因子群の遺伝子ネットワーク解析
bHLH転写因子MASH1、MYCN、ホメオボックス転写
因子PHOX2A, PHOX2Bを発現ベクターに組み込み、そ
れぞれ神経芽腫細胞株に導入し、経時的な発現誘導系
を構築する。上記DNAチップを用いて、発現量に変動
が見られる遺伝子を探索し、上記遺伝子産物により転
写調節を受ける遺伝子を同定する。

5）肝芽腫特異的遺伝子の探索とその解析
上記遺伝子ライブラリーから、肝芽腫と、それに対応
する非癌部の間で発現の異なる遺伝子を探索する。
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6）小児癌遺伝子ソースの臨床における活用
3)-5)から同定した遺伝子について、神経芽腫あるいは
肝芽腫の病態との関連について詳細な解析を行い、臨
床での応用を行う。

〈研究期間の成果〉
1）胎児性腫瘍由来遺伝子ライブラリーの作製

神経栄養因子NGFに反応し、正常な分化能を持つ神経
芽腫予後良好群と、増殖能が亢進し分化が抑制されてい
る予後不良群の腫瘍組織からオリゴキャッピングcDNA
ライブラリー（平均インサート長：約2.5kb）を作製し、
10,000クローンをランダムに単離した。（オリゴキャッピ
ングcDNAライブラリーの作製は、東京大学医科学研究
所・菅野純夫博士、鈴木穣博士のご援助を頂いた。）すべ
てのクローンについて両端シーケンシングを行い、デー
タベースに対する相同性検索を行った結果、既知配列に
あたらない新規クローンは約4割含まれていた。予後良好
群と予後不良群の間でライブラリー中に高頻度に出現す
る既知遺伝子は明らかに異なっており、両者の生物学的
性質の違いが遺伝子発現プロファイルに反映されている
ことが予想された（文献1、5、6）。異なるサブセットを
材料として用いることで、神経系の遺伝子をより網羅す
ることができると考えられた。

同様の方法により、やはり胎児性腫瘍である肝芽腫、
腎芽腫由来の遺伝子ソースを構築した。前者では、b-
cateninに変異がある肝芽腫、変異のない肝芽腫、及び非
癌部の3つを出発材料とし、約12,000のオリゴキャッピン
グcDNAを単離した（文献9）。また後者では、腎芽腫お
よび対応する小児腎非癌部から約12,000個のcDNAクロー
ンを単離し、両端塩基配列の決定を終えた。本研究の小
児癌遺伝子ソースには新規遺伝子が多量に含まれており、
in situ hybridization等の結果（後述）から胎児期に特異
的に発現する遺伝子が豊富に発現していることが示され
た。

2）胎児性腫瘍由来遺伝子のDNAチップ作製
上記ライブラリーより得られたクローンの両端塩基配

列の解析から、神経芽腫、肝芽腫、腎芽腫のライブラリ
ーにはそれぞれ約5,000の独立遺伝子が含まれることが判
明した。まず各腫瘍組織の遺伝子発現プロファイルに用
いるため、腫瘍に特化した独自のDNチップを作製した。
また、3種のライブラリー間の重複を除くと、小児癌遺伝
子ライブラリーの独立遺伝子は約11000個であった。そこ
で、小児癌由来11000個のcDNAを搭載した小児癌由来
DNAチップを作製し、網羅的に発生時期の遺伝子を解析
できる体制を整備した。スポッティング法は均一で再現
性の高い方法であるインクジェット方式を採用した。

続いて遺伝子ソースに対する独自データベースの構築
を進めた。小児癌由来の11,000遺伝子を搭載したチップ
を用いて、16種類のヒト各種組織RNAを用いた発現プロ
ファイリングを行い、各遺伝子の組織特異性を検討した。
これまでに神経系組織特異的に発現を示す遺伝子を156個
同定した。このうち29種類については特に成人及び胎児
脳に限定した発現が見られた。これらのうち機能未知の
ものについてマウスホモログを単離し、マウス胎仔切片
を用いたin situ hybridizationを進めている。また、4種類
の神経芽腫細胞に対してレチノイン酸およびBMP処理に
より神経分化あるいは細胞死を誘導させ、処理前後の遺
伝子発現プロファイリングを終えた。

3）神経芽腫サブセット特異的遺伝子の探索とその解析
神経芽腫の予後良好群および予後不良群の間で、発現

量が有意に異なる遺伝子を各群１６症例ずつを用いた半
定量RT-PCRにより検索した（文献1、6）。予後良好群ラ
イブラリーからの1842種類の遺伝子について検討を行っ
たところ、305種類の遺伝子において両群における発現量
が異なっていた。このうち101種類は未知遺伝子であった。
一部については定量real-time PCRにより差を確認した。
予後良好群で高く不良群で低い発現を示す遺伝子群には、
シナプス小胞輸送に関わる遺伝子（RABなど）や、神経
堤由来細胞の分化増殖に関与する転写因子（TFAP2B）、
接着分子、ホメオティック転写因子等のファミリーが多
くみられ、これらは神経分化マーカーの新たな候補とな
ると考えられた（文献6）。

サブセット間の遺伝的な背景の違いは主にNGF受容体
TRKAや癌遺伝子MYCNに制御されていると予想される
ので、これらの神経細胞死／増殖シグナル伝達システム
の一員として働く分子が含まれていると期待される。194

個の差が見られた新規遺伝子の機能についても神経の分
化増殖シグナルの経路に関与してくる可能性があり、今
後の解析が必要と考えられた。これらの半定量PCRの結
果は、新たな神経分化関連遺伝子の同定に結びつくと共
に、その後のチップ実験を行う際に良いコントロールと
なり、また、それぞれの方法の比較検討においても、非
常に有用であった。

さらに、上記のような遺伝子を大量に検索するため、
神経芽腫由来5,340種類の遺伝子を搭載したDNAチップを
用いて、136症例の神経芽腫臨床検体を解析し、2つのサ
ブセット間で顕著に異なる発現を示す757個の遺伝子を同
定した。これまでに我々は、このような遺伝子の中から
エンドセリン転換酵素様遺伝子（文献4）、Tubul in
Tyrosine Ligase（文献10）、新規Neuronal Leucine-Rich
RepeatファミリーNLRR3（文献8）、アポトーシス関連と
予想されるBNIPドメイン遺伝子(BMCC1)、新規NEDD4

型ユビキチンE3リガーゼ(NEDL1,2) （文献11）を同定し、
神経芽腫における機能解析を行ってきた。これらの遺伝
子は予後良好な神経芽腫で有意に高い発現を示し、神経
分化に関わることが示唆されたほか、NEDL1については
家族性筋委縮性側索硬化症の病態に強く関わっているこ
とが判明した。また、LIM-only proteinファミリーの一つ
であるLMO3について詳細な解析を行った（文献14）。
LMO3は増殖能の強い神経芽腫で有意に発現が上昇して
おり、basic helix-loop-helix蛋白質であるHEN2と結合す
ることにより、神経芽腫において細胞増殖を亢進させ
oncogene様に機能することが判明した。またこれら２つ
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の遺伝子の高発現が神経芽腫の予後の悪さと強く相関し、
新たな予後因子として利用できることを示した。これら
の遺伝子は神経芽腫の予後とも強く相関し、新規の予後
マーカーとしても利用できることがわかった。このよう
に、神経発生に重要と考えられる遺伝子の探索と絞り込
みを進めた。

4)神経発生関連転写因子群の遺伝子ネットワーク解析
神経堤細胞から交感神経への正常な分化・増殖に関わ

るbHLH転写因子MASH1と、その下流のホメオドメイン
転写因子PHOX2A/2Bをアデノウイルスベクターに組み
込み、2種類の神経芽腫細胞株で経時的に発現させ、小児
癌 チ ッ プ を 用 い た 遺 伝 子 発 現 解 析 を 行 っ た 。
PHOX2A/2Bの過剰発現では、下流とされるRet、DBH、
THの発現は変化せず、MASH1の発現が誘導された。す
なわち神経芽腫ではPHOX2A/2Bの下流の神経分化につ
ながる発現ネットワークがブロックされ、正常では発生
初期に一過性にのみ発現するMASH1が、PHOX2A/2Bに
より恒常的に高い発現を維持され、交感神経細胞の増殖
亢進が起こっていることが明らかになった。
この他約200個の新規の下流遺伝子候補を同定した。

神経の分化増殖を担っているとされ、神経芽腫予後不
良タイプで高頻度に増幅が見られるMYCN遺伝子につい
ては、テトラサイクリン除去によりMYCNが発現誘導さ
れる神経芽腫細胞株を用いた。これまでにMYCNにより
発現制御を受ける新規遺伝子を4種類同定した。これら遺
伝子の上流にMYCN結合配列も確認した。これらは神経
芽腫サブセット間で発現が異なる遺伝子として既に同定
していたものでもあった（前項参照）。

5) 肝芽腫特異的遺伝子の探索とその解析
b-cateninに変異がある肝芽腫、変異のない肝芽腫、及

び非癌部の3つを出発材料として合計約12,000 cDNAクロ
ーンからなる遺伝子ソースを調製し、約5,000の独立遺伝
子のチップ作製を行った。また、半定量RT-PCRによる癌
部と非癌部の間で発現に差のある遺伝子のスクリーニン
グを行い、PLK1などの87個の遺伝子を同定した（文献9

参照）。

6) 小児癌遺伝子ソースの臨床における活用
本研究で作製したチップを臨床に役立てるため、神経

芽腫症例の遺伝子発現プロファイル解析から、患者予後
と強く相関する上位70遺伝子を抽出し、これに基づく
weight vote法による予後予測アルゴリズムを構築すると
ともに、leave-two-out法（leave-one-out法の二重化）によ
って妥当性の検証も行った。当然ながら、これらの予後
関連遺伝子群は多くの上記サブセット特異的遺伝子を含
んでいた。さらに予後に関わる上位200遺伝子を搭載した
神経芽腫診断用チップを新たに作製し、独立な腫瘍サン
プルの解析と予後予測を行ったところ、予測アルゴリズ
ムは約89％の正解率を示した（文献12、13参照）。現在本
チップの臨床応用に向けての最終評価を行っている。こ
のように本研究では、成果を迅速に臨床に還元するため、
抽出した遺伝子について臨床サンプルを用いて評価する
システムを整備している。

〈国内外での成果の位置づけ〉
神経芽腫、肝芽腫、腎芽腫由来の遺伝子ソースおよび

DNAチップは国内外でもユニークなものであり、また解
析可能な小児癌臨床サンプル数（神経芽腫：約1500、肝
芽腫：約200）も国内外で随一である。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
研究はほぼ順調に進めることができた。

〈今後の課題〉
本研究の遺伝子ソースに対する様々な公知の遺伝子オ

ントロジー情報のリンクが次の課題である。特に小児癌
由来遺伝子ライブラリーには機能未知のものが多く含ま
れており、それらの機能解明のヒントとなる情報を効率
よくドメイン検索、発現パターン解析などで付加してゆ
きたい。また、本研究では、神経芽腫の異なるサブセッ
トや肝芽腫及び正常肝の遺伝子発現プロファイリングを
行ってきた過程で、発現差を示す遺伝子を大量に同定し
てきた。今後も各遺伝子に神経分化への関与や細胞増殖
への関与等の実験に裏打ちされた独自のアノテーション
を付加するとともに、情報処理の専門家との共同により
公知データベースの情報を統合させる予定である。これ
らの情報は発生の遺伝子発現ネットワークを理解する際
に重要なヒントとなるとともに、疾病関連遺伝子の解析
において、ポストゲノム時代における次世代のゲノム研
究の良いモデルケースとなると期待される。
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