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公募研究：応用ゲノム

小児がん由来遺伝子材料を基盤とした疾病関連遺伝子の探索と病
態解明への応用
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＜研究の目的と進め方＞
小児腹部腫瘍である神経芽腫は、増殖能が強く悪性の予後不良

群と、腫瘍細胞が分化し自然退縮する予後良好群の２つのサブ
セットに分けられる。後者の細胞は、神経栄養因子に反応し神経
へ分化することから、正常に近い神経分化増殖機構を保持し、個
体発生における神経の分化・細胞死に働く重要な遺伝子の働く場
となっていると考えられる。そこで本研究では、このような小児
癌由来の未分化な環境下で働く稀少な遺伝子ソースを活用し、疾
患に結びつく発生時期の重要な遺伝子発現ネットワークと病態メ
カニズムの解明をめざす。これまでに、神経芽腫、肝芽腫、腎芽
腫からの約 13,000 遺伝子の自家製 DNA チップを作製し、200 症
例の神経芽腫の網羅的遺伝子発現解析から、神経芽腫のサブセッ
ト間で発現が異なる 700 個の遺伝子を同定した。本研究では、約
半数が機能未知の遺伝子であるこれらの遺伝子について、様々な
スクリーニングによるデータベース構築と解析を進め、神経発生
や神経芽腫の病態に強く関わるものを絞り込む。また、これらの
遺伝子の小児癌診断チップを作製し、各種臨床因子を取り入れた
統計的シミュレーションを行い、臨床応用を目指したシステムの
構築を行う。同様の手法を肝芽腫（小児の肝癌）にも応用する。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
①神経芽腫の予後の異なるサブセット間で発現レベルに差のある
約700個の遺伝子について、公知データベースに対する翻訳産物
のドメイン検索を行い、データベース化を進める。これまでに蓄
積した臓器別や細胞株間の発現パターンや、プライマリー腫瘍に
おける発現パターン、染色体マップなどの情報等から重要と考え
られる遺伝子について、神経芽腫などの細胞株を用いた遺伝子導
入実験を行い、細胞増殖や細胞死に対する影響を検討する。
②神経芽腫臨床検体の5000個の遺伝子発現プロファイルに対して
部分教師付き特徴抽出ならびにクロス解析を行う。神経芽腫の各
サブセットで発現クラスターを抽出するとともに、神経発生・分
化に関与する転写因子群や本研究で絞り込んだ遺伝子と同様のプ
ロファイルを示す遺伝子群の探索を進める。
③神経芽腫の予後と強く相関する200個の遺伝子を搭載した診断
用チップの臨床における実用化を進める。我々はこれまでに、ゲ
ノムコピー数異常のパターンも遺伝子発現とは独立の因子として
神経芽腫の予後に強く相関することを明らかにした。そこで、神
経芽腫の遺伝子発現データにゲノムコピー数異常データを加え、
新しい診断システムを構築する。また、期待性能と安定性をシ
ミュレーションによって評価する方法の開発を行う。組織バンク
のサンプルを用い、診断用発現ミニチップ、ゲノムチップ、およ
び定量PCR解析を組み合わせて、結果の検証を随時進める。

＜ 2008 年度の成果＞
①神経芽腫の予後の異なるサブセット間で発現に差のある700個
の遺伝子群から、LMO3、HEN2などの癌遺伝子、神経芽腫の分

化・増殖に関与するBMCC1など16種類以上の遺伝子を新規に同
定・解析してきた。今年度は新たに神経芽腫細胞増殖に関与する
と予想される２つの遺伝子に注目し解析を進めた。そのうちの一
つは、神経芽腫で高頻度に増加することが知られる17番染色体
q25領域に座位し、進行神経芽腫において特異的に高発現を示す
新規遺伝子であった。小児がん遺伝子ライブラリーにはこの遺伝
子のalternative splicing formに対応する２種類のクローン（約
2kb）が含まれていた。それぞれのフォームのmRNA発現レベル
が予後不良タイプの神経芽腫で有意に高いこと(p<0.001)、ならび
に、cDNAの構造解析とウェスタン解析等の結果からこの遺伝子
が新規非コード RNAであることが示唆されたので、我々はこれ
をncRAN (n o n-c od i n g RNA exp r e s s ed i n a g g r e s s i v e 
neuroblastoma)と名付け、さらに細胞増殖における機能を検討し
た。NIH3T3細胞を用いたmRNAレベルで高発現させたソフトア
ガーアッセイと、17番染色体がゲノム上で増加した神経芽腫細胞
を用いたsiRNAによるmRNAのノックダウン実験の結果から、
ncRANのmRNAレベルの高発現は、神経芽腫において細胞増殖亢
進に関与していることが示唆された。また、この遺伝子の発現レ
ベルは、神経芽腫の既知の予後因子である病期や診断時年齢なら
びにMYCN遺伝子の発現レベルとは独立の新規予後因子となりう
ることが示された。
②癌遺伝子LMO3やMYCNが関わるMASH1などの神経発生・分
化関連転写因子群の転写制御機構について解析を進めた。発生初
期の神経組織におけるこれらの遺伝子の発現の追跡を目的に、遺
伝子導入マウス胚の作製を進行中である。
③全国の小児がん臨床施設の協力を得て、独自に開発した神経芽
腫の診断チップ（約90％の予測効率、、Ohira et al, Cancer Cell 
2005）のclinical validationを進めている。今年度は、新規登録症
例を含め約150症例のデータを蓄積し、予後のフォローアップを
継続中である。また、システムのさらなる改良のため、本診断
チップの次バージョンを作製し、最適な予後関連遺伝子の選択法
の検討と予測アルゴリズムの構築を行った。これまでに240症例
を用いて蓄積したゲノムコピー数異常データを組み合わせた新し
い予後分類のシミュレーションを加えたところ、精度(安定性)向
上が期待できることが示された。一方，188例の神経芽腫のゲノ
ムコピー数異常の解析から、2番染色体短腕のがん関連チロシン
キナーゼ遺伝子ALKの増幅と変異を見いだした。ALKについて
は阻害剤の開発が各所で進められており、本遺伝子の変異を持つ
症例については，今後阻害剤を導入した新規治療法の開発が期待
される。本研究においても、腫瘍リスク分類システムにALK遺伝
子変異を取り入れることを念頭に、今後この遺伝子の神経芽腫に
おける意義付けを行う予定である。

＜国内外での成果の位置づけ＞
臨床との連携による実際的なチップ診断システム構築が進んで

おり、この取り組みは欧米の先駆となっている。また、本研究の
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基盤である小児がん組織バンクと遺伝子ライブラリーの活用も国
内外においてユニークなものであり、上記診断システムの実用化
が可能であったほか、新たな神経芽腫悪性化に関わる遺伝子を多
数見いだした。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
小児癌由来遺伝子ライブラリーには既知の機能ドメインを持た

ず、機能が明らかでない遺伝子が未だ多く含まれており、それら
へのアプローチは非常に難しい。また、遺伝子ライブラリー中の
クローンの一部に、配列上 open reading frame が見られない分子
が見られるが、本来タンパク質をコードしない非コード RNA 由
来かどうかを示すことは実験上非常に困難である。このような分
子についての定義や解析法は未だ確立されていないため、公知の
非コード RNA のデータベースに対する構造的なホモロジー検索
を行う等試行錯誤が必要と考えている。

＜今後の課題＞
神 経 な ら び に 神 経 芽 腫 の 分 化・ 増 殖 に 関 わ る LMO3 や

MASH1、MYCN 等の転写ネットワークの新たな重要遺伝子を絞
り込むとともに、我々の小児がん遺伝子ライブラリーにも多数含
まれ、近年がんへの関与が明らかになってきた非コード RNA の
発現解析を組み合わせ、新しい疾患メカニズムを明らかにした
い。本年度同定した長い非コード RNA についても、神経芽腫の
細胞増殖亢進への関与が示唆され、機能性 RNA として今後さら
なる解析が必要と考える。また、これまでに蓄積した腫瘍の遺伝
子発現プロファイル、ゲノムコピー数異常の網羅的な情報、臨床
情報の３つのデータに対して、マシン学習の手法を導入し、新た
ながん関連遺伝子の同定・解析とそれらの臨床への応用を目指
す。神経芽腫には、転移を伴う強い増殖の後、劇的な細胞死を起
こし腫瘍が自然に退縮するタイプが存在する。これらの症例に注
目し、遺伝子発現プロファイルからこの特殊なサブタイプに特有
な遺伝子の探索を行いたい。

本研究は、引き続き医療への応用を主眼とし、小児がん診断用
チップシステムの改良と、全国の小児がん臨床施設との密なネッ
トワークを今後も充実させるほか、国外の研究グループとの情報
交換と共同研究を進めていきたいと考えている。
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