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研究要旨 

 本分担研究では、神経芽腫の進行例に対する新たな治療法開発を目的とした発が

ん分子機構の解明のために、研究班各グループから候補遺伝子のスクリーニング用

に作製された神経芽腫細胞株やスフェア化細胞を対象として、マイクロアレイを用

いたアレイ CGH 法によるゲノム変化の網羅的解析と遺伝子発現プロファイルを担

当する。H26 年度は 3 種類の神経芽腫細胞株を対象に、スフェア化前後の遺伝子発

現プロファイルの変化を 8x60K 遺伝子発現アレイを用いて解析した。GSEA 遺伝子ア

ノテーション解析、パスウェイ解析から、スフェア化時に発現が上昇するものとし

て、神経分化マーカー遺伝子群や神経特異的チロシンキナーゼレセプター遺伝子等

が、発現が抑制されるものとして TP53 により転写制御を受けるアポトーシス関連

遺伝子群やヘッジホッグファミリー遺伝子等が抽出された。今後は神経堤細胞へ分

化させた iPS 細胞等を対象とした解析を予定している。 

Ａ．研究目的 

 近年の化学療法の進展により、小児が

んの予後は飛躍的に向上したものの、一

部の小児がんについては依然として予後

不良であり、早期層別化と新たな治療法

の開発が望まれる。代表的な難治性小児

がんの一つ、神経芽腫の進行例では、MYCN

がん遺伝子の増幅や ALKチロシンキナー

ゼ遺伝子の異常などのゲノム異常が知ら

れているが、次世代シーケンサーによる

解析から見いだされる遺伝子変異の数は、

成人がんに比べると非常に少ないことが

わかってきた。そこで、このような“遺

伝子変異を伴わないがん”のサブセット

の神経芽腫について、エピゲノム・トラ

ンスクリプトーム解析を中心に施行し、

これにゲノム解析、プロテオーム解析を

加えたマルチオミックス解析を行い、そ

の発がん分子機構を解明することを目的

とする。本分担研究では、これまでに取

得した神経芽腫臨床検体における遺伝子

発現やゲノム異常等の分子プロファイル

のデータをもとに、遺伝子変異を伴わな

いタイプの神経芽腫の特徴を抽出すると

ともに、研究班各グループからの候補遺

伝子のスクリーニング用に作製された神

経芽腫細胞株やスフェア化細胞を対象と

して、マイクロアレイを用いたアレイ 

CGH 法によるゲノム変化の網羅的解析と

遺伝子発現プロファイルを行い、過去の

神経芽腫症例のプロファイルデータベー

スと比較することにより、治療標的とな

る候補遺伝子や特異的マーカーの検索を

行う。 

 

Ｂ．研究方法 

 1. 解析対象： 

 ①神経芽腫細胞株のスフェア化時に特  

 異的な発現を示す遺伝子の抽出：  

 MYCN増幅を伴う3種類の神経芽腫細胞 



 

 株 IMR32、NGP、SMS-SAN について、専  

 用培地を用いてスフェア化し、スフェ 

 ア化前後の細胞株から抽出された RNA 

 を用いて網羅的遺伝子発現解析を行っ 

 た。 

 ②スフェア化に関与する CDX1 遺伝子 

 によって発現が誘導される遺伝子群の 

 検索：スフェア化神経芽腫細胞株で有 

 意に発現レベルが上昇し、その形質獲 

 得に関与が予測されるCDX1遺伝子を2 

 種類の神経芽腫細胞株 SH-SY5Y、 

 SK-N-BE に過剰発現させ、細胞より抽 

 出された RNA を用いて網羅的遺伝子発 

 現解析を行った。 

 2. 網羅的遺伝子発現解析： 

  上記細胞株由来の total RNA 200ng 

 を出発材料に、ヒト遺伝子発現解析ア 

 レイ（アジレント社 Human Genome  

 oligo DNA microarray、8x60k フォー 

 マット）を用いて網羅的遺伝子発現解 

 析を行った。Feature Extraction によ 

 りハイブリダイゼーション後の数値化 

 を行った後、GeneSpring ソフトウェア 

 を用いて各遺伝子の相対発現量の算出 

 とスフェア化前後、あるいは CDX1 過剰 

 発現時の遺伝子発現レベルの比較を行 

 った。 

（倫理面への配慮） 

 本年度は細胞株を用いた遺伝子発現解

析のみ行い、臨床検体を用いた実験なら

びに臨床データを用いた解析は行ってい

ない。来年度以降で臨床検体を用いた実

験を行う場合は、関連法規ならびに指針

を遵守し、事前に倫理審査委員会ならび

に実施機関長の承認を得た上で、検体提

供者の人権の擁護、個人情報保護に細心

の注意を払って実施する。 

 

Ｃ．研究結果 

 1. 神経芽腫細胞株のスフェア化時に 

 特異的な発現を示す遺伝子の抽出： 

  神経芽腫がん幹細胞の遺伝子発現の 

  特徴を把握する目的で、MYCN増幅を伴 

 う3種類の神経芽腫細胞株IMR32、NGP、 

 SMS-SAN を、専用培地を用いてスフェ  

 ア化し、8x60k アジレント社ヒト遺伝 

 子発現解析用アレイを用いてスフェア 

 化前後の遺伝子発現プロファイルの比 

 較を行った。p<0.001、Fold change >2 
 の絞り込み条件とした統計解析により、 
 約 1080 遺伝子が抽出された。GSEA 
 遺伝子アノテーション解析、パスウェ 
 イ解析から、スフェア化時に共通して 
 発現レベルが上昇するものとして、神 
 経分化マーカー遺伝子群や神経特異的 
 チロシンキナーゼレセプター遺伝子等 
 が、発現レベルが抑制されるものとし 
 て TP53 により転写制御を受けるアポ 
 トーシス関連遺伝子群やヘッジホッグ 
 ファミリー遺伝子等が抽出された。 

 2.  CDX1 遺伝子によって発現が誘導 

 される遺伝子群の検索： 

  CDX1 遺伝子は、主任研究者（上條） 

 らのグループによりスフェア化神経芽 

 腫細胞特異的な転写因子として同定さ 

 れた分子である。上記スフェア化細胞 

 IMR32、NGP、SMS-SAN においても、ス 

 フェア化前に比較して、約 160 倍、25 

 倍、14 倍の発現レベルの増加が確認さ 

 れている。本研究では、2種類の神経 

 芽腫細胞株 SH-SY5Y(MYCN増幅なし)、 

 SK-N-BE(MYCN増幅あり)にCDX1を過剰 

 発現させた際に発現レベルが変化する 

 遺伝子群の抽出を行った。2種類の細 

 胞株の間で共通に発現レベルに有意な 

 変化があった遺伝子は約 320 種類であ 

 った。CDX1 発現レベルと強い正の相関 

 を示す遺伝子群には、幹細胞性ならび 

 に浸潤に関与するといわれる Wnt シグ 

 ナルファミリー遺伝子の一つが含まれ 

 ていた。これらについては、今後神経 

 芽腫のスフェア化細胞における意義に 

 ついて検証を進めたい。 

  



 

Ｄ．考察 

 今回抽出した遺伝子群の中から特に重

要なものを絞り込むため、さらに細胞の

種類を加えた解析と、臨床検体の遺伝子

発現プロファイルデータベースと患者の

転帰情報等の比較解析を進める予定であ

る。 

 

Ｅ．結論 

 H26 年度は基礎的データの取得を目的

に 3種類のスフェア化細胞株における遺

伝子発現プロファイルの特徴を取得した。

今後は神経堤細胞へ分化させた iPS 細胞

等を対象とした解析を予定している。 
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