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A. 研究目的 
わが国における小児がんは治癒率が向上しているが、
難治性のものも多く、その臨床像は多岐にわたる。ま
た、成人がんと異なり、小児がんは環境因子による影
響は少なく、一部の遺伝性小児がんを除き、その発症
メカニズムは不明である。近年、小児がんにおいては
遺伝子変異が著しく少なく、エピジェネティックな異
常の関与が示唆されるようになったが、具体的なエビ
デンスは得られていない。 
 しかし最近、いくつかの重要な発見がわが国におい
てなされ、iPS細胞作製の過程においてリプログラミ
ングに失敗した細胞から腎芽腫等の小児がんが発生
する事実がマウスで見いだされた（Cell, 2014）。ま
た、神経芽腫において、MYCN がん遺伝子から
cis-antisenseに読まれた de novo evolved gene NCYM
が見いだされた(PLoS Genetics, 2014）。さらに、

エピジェネティックな異常が起き、組織発生のプログ
ラム及びリプログラムに異常を来した結果、小児がん
が発生し、悪性度まで規定していることが示唆された。 
 そこで、我々は本研究において、組織発生過程のプ
ログラミングあるいはリプログラミングの破綻がヒ
ト小児がん発生にどのように関わるかを明らかにし、
日本小児がん研究グループ（JCCG）と共同して、未
知の標的分子やパスウェイを同定し、新しい診断法や
治療法の開発を目指す。 
 
B. 研究方法 
ヒト小児がんにおいても、完全初期化が可能であるか
を検討した。Wilms 腫瘍、神経芽腫、ラブドイド腫瘍
細胞株に piggyBac トランスポゾンを用いて、ドキシ
サイクリン誘導性初期化遺伝子を導入した。各細胞株
にドキシサイクリン処理により初期化因子を誘導し
た後に、細胞形態の変化を観察するとともに、細胞初
期化マーカー遺伝子の発現を調べることで、小児がん
細胞株の初期化を検討した。細胞レベルにおける各種
遺伝子の機能解析には、標準的な分子生物学的実験手
法を用いた。 
 遺伝子の発現抑制には siRNA を用い、蛋白質の細胞
内局在は免疫蛍光法によった。腫瘍組織内の蛋白質発
現および局在の検索は免疫組織化学によった。遺伝子
発現量の測定は定量的 RT-PCR によった。NCYM の DNA
結合能に関しては、クロマチン免疫沈降法を用いて調
べた。転写活性化能については、Luciferase reporter 
assay を用いた。 
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んに類似したがんが発生する事実をマウスで発見し、ヒト小児芽腫発生における細胞初期化の網

羅的遺伝子発現について、班員間での共同研究を開始することが可能となった。神経芽腫では、

遺伝子進化によって出来たヒト特異的な NCYM 蛋白が、MYCN のみならずリプログラミング因子で

ある OCT4 を誘導し、それらが positive feedback loop を形成して、ヒト神経芽腫の転移促進に

関与していることが明らかになった。胞巣型横紋筋肉腫においては、PAX3-FOXO1Aキメラ遺伝
子ノックダウンによる分化誘導系を用い、ゲノムメチル化とヒストン修飾について解析し、腫瘍

発生の意義及び分化誘導療法の開発を目指す方向性が見えた。腎芽腫では、臨床検体のゲノム解

析から５つのタイプに分類でき、３つのタイプにエピジェネティックな変化が関与していると思

われた。肝芽種においては、ゲノム解析からリプログラミングに係る遺伝子候補を抽出し、エピ

ジェネティックな変化が悪性度の上昇に関与することを明らかにした。ユーイング肉腫では、

EWSR1-FLI1による腫瘍発生過程に DNAメチル化も関連することが示唆された。 
 



 腎芽種検体に関しては、SNP アレイ CGH 解析による
11p uniparental disomy (UPD)と染色体異常の解析、
WT1 遺伝子変異解析、H19-DMR の COBRA 解析による
IGF2-H19 領域のメチル化状態の解析を実施した。 
 テロメラーゼ活性は TRAP (telomeric repeat 
amplification protocol)法にて測定し、ヒトテロメ
ラーゼの触媒部分である TERT (telomerase reverse 
transcriptase)の発現レベルを RT-PCT で測定した。 
 Doxycycline(DOX)存在下に EWSR1/FLI1 の発現を誘
導できる細胞UET13-TR-EWSR1/FLI1細胞をDOX添加培
地、あるいは無添加培地にて培養した。 
GenomStudio を用いて階層的クラスタリング等の
解析を行い、さらに DOX 誘導下に高メチル化あるい
は低メチル化が誘導される遺伝子を抽出した。 
（倫理面への配慮） 
本研究は、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理
指針（2001年３月）」に則って行い、患者および患者家
族に不利益が生じないよう万全の対策を講じ、必要な研
究は倫理審査委員会の承認を得て行った。 
 
C. 研究結果 
１．ヒト多能性幹細胞とヒト小児がん細胞の初期化 
多能性幹細胞の転写ネットワークにおける３つの異
なる転写モジュールを用いて、ヒト肝芽腫とヒト多能
性幹細胞を比較検討した。肝芽腫では多能性幹細胞に
おける Myc モジュールが活性化していることが分か
った。また、多能性維持に関わる Core モジュールも
一部で活性化していることが示唆された。肝芽腫と多
能性幹細胞の類似性が明らかとなった。Wilms 腫瘍、
神経芽腫、ラブドイド腫瘍細胞株に、初期化因子誘導
可能遺伝子を導入したところ、初期化因子発現誘導に
より、がん細胞株は形態を変化させ、細胞初期化の早
期マーカーPODXL の発現誘導が確認された。しかしな
がら、初期化因子は約１週間後にはサイレンシングさ
れ、持続的な遺伝子誘導が不可能であり、完全ながん
細胞株の初期化は不可能であった。 
２．NCYM-OCT4-MYCN の positive feedback loop 
臨床検体の MYCN 増幅例においてのみ、OCT4 の高発現
が神経芽腫の予後の悪さと有意に相関していた。また、
NCYM mRNA 発現レベルは OCT4, NANOG の発現と正に相
関し、KLF4 の発現とは負に相関した。NCYM を神経芽
腫細胞に過剰発現したところ、OCT4, NANOG, LIN28, 
SOX2 が発現誘導され、luciferase reporter assay
を行ったところ、OCT4 は MYCN の E-box に結合し、直
接転写誘導していた。 
 神経芽腫細胞 BE(2)-C I-type cells を all-trans 
retinoic acid (ATRA)で分化させた際に、MYCN のみ
ならず NCYM, OCT4, SOX2 の蛋白質レベルでの発現低
下が見られた。 
３．ARMS 細胞における筋最終分化 

PAX3-FOXO1 かつ siCDK4/6 ノックダウン ARMS 細胞が
筋最終分化（多核化、Myosin heavy chain 染色陽性）
することを確認した。また、PAX3-FOXO1 ノックダウ
ン ARMS 細胞に CDK4/6 活性阻害剤である PD 0332991
を投与すると、筋最終分化が誘導された。さらに、
shPAX3-FOXO1発現レンチウイルスをPAX3-FOXO1陽性
ヒト ARMS 細胞株 Rh30 に感染させることで、
PAX3-FOXO1 安定ノックダウン株の作成に成功した。 
４．腎芽腫の WT1 及び IGF2 インプリントによる層別
化 
WT1 異常の有無により、WT1 変異腫瘍 43 例（S2 群）、
WT1 野生型腫瘍 81 例に分類した。次に、81 例を染色
体異常の有無により、異常のない 14 例（S1 群）と異
常ありの 67 例に分類した。この 67 例を IGF2 のイン
プリント状態により、インプリント正常群(S3 群、
ROI) 13 例、IGF2-UPD 群（S4 群）26 例、インプリン
ト消失群(S5 群、LOI) 28 例に分類した。患者年齢は
S1 群が 14 カ月で最年少、S5 群が 57 カ月で最年長、
S2, S3, S4 群は 23-29 カ月で両群の中間であった。 
５．肝芽種の網羅的遺伝子解析 
肝芽種の遺伝子発現検索では、層別化クラスタリング
にて予後良好例と予後不良症例を層別しうる遺伝子
が 344 遺伝子抽出された。また、テロメラーゼ活性レ
ベルが予後と関連した。しかし、興味あることに、TERT 
発現レベルは、Wnt/β-カテニン遺伝子異常のない腫
瘍で活性化が顕著であった。 
６．ユーイング肉腫のメチル化解析 

UET13-TR-EWSR1-FLI1 の網羅的メチル化解析を

Infinium DNA メチル化アッセイを用いて行い、階層

的 ク ラ ス タ リ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

UET13-TR-EWSR1-FLI1 の DOX(+)および DOX(-)とユー

イング肉腫細胞がそれぞれクラスターを形成し、それ

ぞれの細胞に特徴的なメチル化パターンの存在が示

唆され、EWSR1-FLI1 発現のみでは、UET13 細胞の DNA

メチル化パターンを全面的にユーイング肉腫様に変

化させるには至らないことが示唆された。 
 
D. 考察 
ヒト Wilms 腫瘍検体と同様にしてヒト肝芽腫におい
ても網羅的遺伝子発現パターンが、ヒト多能性幹細胞
と部分的に類似することが明らかとなった。今回は一
般に公開されている遺伝子発現データを利用したが、
今後は JCCG に登録された小児がん検体を、他の班員
と共同で解析予定である。小児がん細胞に初期化因子
を誘導することで、部分的な細胞の初期化が誘導され
ることが明らかとなった。しかし、一方で、完全な細
胞初期化は困難であった。 
 本研究によって、OCT4 が MYCN/NCYM と positive 
feedback loop を形成し、神経芽腫細胞の幹細胞性の



維持に関与していることが示唆された。また、OCT4
の発現レベルが MYCN 増幅した神経芽腫においてのみ
予後因子となっていた。OCT4とMYCN/NCYMのpositive 
feedback loop のメカニズムは、NCYM が MYCN を安定
化することにより OCT4 を発現誘導し、OCT4 が MYCN
を転写誘導することによって NCYM の発現を高めるこ
とによるものと思われた。ATRA による神経芽腫細胞
の分化誘導は、この positive feedback loop が壊れ
ることによってもたらされた可能性がある。したがっ
て、NCYM が MYCN 増幅した神経芽腫の悪性化に貢献し
ている理由として、OCT4 による神経芽腫のがん幹細
胞性の維持が関与していることが示唆された。 
 横紋筋肉腫においては、ARMS 腫瘍発生後にエピジ
ェネティクな制御により分化が抑制されており、さら
にこの制御を調節することで再び分化が誘導できた。
実際、今回のモデル（PAX3-FOXO1 および Rb の活性阻
害）では、筋最終分化が誘導できた。今後、このモデ
ルを用い、ARMS の分化制御をエピゲノムの点から解
明していきたいと考えている。 
 腎芽腫では、S1 群は患者年齢が最も若く、ゲノム
異常を認めないので、山田等のマウスモデルと同様に、
部分初期化により腎芽腫が発生した可能性がある。今
後、網羅的発現・メチル化解析を実施する。S5 群の
DNA メチル化制御遺伝子群と Polycomb 遺伝子群はエ
ピジェネティック異常に関与しているので、両群の遺
伝子異常をもつ腫瘍は、同じエピジェネティック異常
の原因となる miRNA 異常をもっている群と一致する
と予想した。 
 肝芽腫の発症には、胎内でのエピジェネティックな
変化と一部ゲノムレベルでのジェネティックな変化
が関与していることが示唆された。中でも
Wnt/β-catenin シグナルの異常によって癌化し肝芽
腫が発症し、さらに、TERT や c-myc の活性化が悪性
度の上昇に関与している可能性が示唆された。 

 ユーイング肉腫では、EWSR1-FLI1 により生じるメ

チル化異常は、骨髄間葉系幹細胞とユーイング肉腫細

胞のメチル化の差異と比較するとかなり小さいもの

の、少数の CpG サイトの高メチル化を引き起こすと考

えられた。一方で、クラスター解析の結果からは、実

験的な EWSR1-FLI1 発現だけでは、UET13 からユーイ

ング肉腫細胞のメチル化パターンは変化を惹起する

には不十分で、もともとの細胞のメチル化パターンの

影響や DNA メチル化の変化にはより時間が必要とい

う可能性も考えられた。 
 
E. 結論 
ヒト Wilms 腫瘍検体と同様にしてヒト肝芽腫におい
ても、一部で多能性幹細胞との類似性が認められるこ
とが明らかとなった。神経芽腫では、NCYM 蛋白質が、

MYCN 蛋白質を安定化し、リプログラミング因子であ
る OCT4 と positive feedback loop を形成して神経芽
腫の悪性化に寄与していることが明らかになった。腎
芽腫の発生に強く関与することが分かっている WT1
および IGF2 遺伝子の解析と SNP アレイ CGH 解析を行
い、5群に分類した。S1 群は部分初期化腎芽腫発生マ
ウスモデルと、S5 群は miRNA 生合成遺伝子異常腎芽
腫と類似した特徴を示した。肝芽腫の発症と進展には
Wnt/β-カテニン標的遺伝子群の発現レベルの変化が
関与し、TERT によるこれらの標的遺伝子群の活性化
機序が示唆された。また、これらには、胎内でのエピ
ジェネティックな遺伝子調節機構の変化が関連して
いることが示唆された。ユーイング肉腫においては、
EWSR1-FLI1 による腫瘍発生と DNA メチル化との関連
が示唆された。 
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