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 A. 研究目的 
申請者は、人工多能性幹細胞（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小児
芽腫に類似するがんが発生する事実をマウスで発見
した（Cell, 2014）。不完全な細胞初期化により生じ
た腎臓、肝臓、膵臓は、それぞれ腎芽腫、肝芽腫、膵
芽種に類似していた。小児がん発生における細胞初期
化の関与が示唆された。本研究では、ヒト小児がん検
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分担研究「腎芽腫の発生や進展を制御する標的分子の同定」 

 

分担研究者  金子 安比古   埼玉県立がんセンター臨床腫瘍研究所  参与 

 

研究要旨 腎芽腫は生物学的に不均一な疾患である。JWiTS に登録された腎芽腫 124 例を対象

にして、SNP アレイ CGH, WT1, IGF2 異常を解析した。その結果、5群に分類可能であった。WT1

野生型 CGH 正常型 S1 群は部分初期化腎芽腫マウスモデルと、WT1 野生型 CGH 異常型 IGF2-LOI

群（S5）は miRNA 生合成遺伝子異常型腎芽腫と類似していると仮説をたて、それぞれの関係を

実証する研究の基盤を作った。 

 

 

A. 研究目的 

これまで腎芽腫の発生機構について、WT1

と IGF2 遺伝子を中心に解明が進められて

きた。1) 最近、miRNA生合成に関係する遺

伝子変異が腎芽腫に報告されたので、その

異常を解析し、従来解明された機構との関

係を明らかにする。2) 部分初期化によりマ

ウスに腎芽腫を発生可能という現象が、ヒ

ト腎芽腫に当てはまるかどうか、発現・メ

チル化解析により検討する。3) 腎芽腫細胞

株を用いて部分初期化と腫瘍悪性化との関

係を明らかにする。以上の 3 点を解明する

ことにより、腎芽腫の発生や進展を制御す

る標的分子を同定し、予後予測や治療の標

的になるバイオマーカーを確立する。 

 

B. 研究方法 

日本腎芽腫スタディーグループ（JWiTS）で

収集した腎芽腫検体 124 例を対象にして、

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。 

（倫理面への配慮）検体を研究に使用する

ことについて、親から文書で同意を得た。 

 

Ｃ．研究結果 

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。 

 

D．考察 

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群の腫瘍 CGHパター

ンを分析すると、miRNA 生合成経路に関わ

る LET7A2, LET7C, DIS3L2 などの遺伝子部

位に一致して染色体欠失を示す腫瘍がみら

れた。 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。そこで、S5群を対

象にしてターゲットキャプチャー法により、

DNAメチル化制御遺伝子群と Polycomb遺伝

子群について変異解析を実施すし、両者の

関係を明らかにする予定である。 

 

Ｅ．結論 

腎芽腫は生物学的に不均一な疾患である。

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ので、次年度以降、

それぞれ対になるとの仮説をたて、実証す

る研究を行う。 
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  該当しない. 
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二大組織亜型の一つである胞巣型横紋筋肉腫（
特にその特異的キメラ遺伝子
めるものの予後は依然不良である。すでに我々は
PAX3
ウスモデルを用い示してきた。また、発生後の腫瘍細
胞においても、
要であることを示してきた。しかし興味深
PAX3
することができず、腫瘍発生後に何らかのエピジェネ
ティクな変化が起きていることが示唆される。我々は
すでに、
ション異常があることを確認している（未発表デー
タ）。また、
CDK4/6
確認している（未発表
データ）。今回の研究の目的は
化抑制にどのように働いているかを、リプログラミン
グ、エピジェネティクな制御、特に
のエピゲノムな制御に注目し
の機序を解明することである。今回我々は、
PAX3
わせることによって
きることを予備実験で発見した。この分化モデルは
ARMS
RMS
えられる。
 
B. 研究方法
ARMS
1. 
性阻害剤である
siRNA
態変化、
疫染色法での
する。
2. 

A. 研究目的 
横紋筋肉腫（RMS）は小児で最も多い軟部肉腫であり、
二大組織亜型の一つである胞巣型横紋筋肉腫（
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めるものの予後は依然不良である。すでに我々は
PAX3-FOXO1が ARMS
ウスモデルを用い示してきた。また、発生後の腫瘍細
胞においても、PAX3
要であることを示してきた。しかし興味深
PAX3-FOXO1 ノックダウンのみでは最終筋分化を誘導
することができず、腫瘍発生後に何らかのエピジェネ
ティクな変化が起きていることが示唆される。我々は
すでに、ARMS 細胞株
ション異常があることを確認している（未発表デー
タ）。また、PAX3
CDK4/6 を阻害すると筋最終分化が誘導できることを
確認している（未発表
データ）。今回の研究の目的は
化抑制にどのように働いているかを、リプログラミン
グ、エピジェネティクな制御、特に
のエピゲノムな制御に注目し
の機序を解明することである。今回我々は、
PAX3-FOXO1ノックダウンと
わせることによって
きることを予備実験で発見した。この分化モデルは
ARMS の病態解明に用いることができるのみならず、
RMS 初の分化誘導療法の研究に大変有用であ
えられる。 

研究方法 
ARMS 細胞における筋最終分化の確認

PAX3-FOXO1A
性阻害剤である
siRNA をトランスフェクションし、倒立顕微鏡での形
態変化、western blot
疫染色法での Myosin heavy chain
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のメチル化解析とヒストン修飾解析を行い、腫瘍発生の意義を探索するとともに、分化誘導療法の
開発を目指す。
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細胞株 3 例/5
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のエピゲノムな制御に注目し
の機序を解明することである。今回我々は、

ノックダウンと
わせることによって ARMS 細胞の筋最終分化を誘導で
きることを予備実験で発見した。この分化モデルは

の病態解明に用いることができるのみならず、
初の分化誘導療法の研究に大変有用であ
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特にその特異的キメラ遺伝子 PAX3-FOXO1
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発生に重要な働きを持つことをマ
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めるものの予後は依然不良である。すでに我々は

発生に重要な働きを持つことをマ
ウスモデルを用い示してきた。また、発生後の腫瘍細

が腫瘍悪性度の維持に必
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ティクな変化が起きていることが示唆される。我々は

H19 DMR にメチレー
ション異常があることを確認している（未発表デー

ノックダウンした細胞の
を阻害すると筋最終分化が誘導できることを

FOXO1 が腫瘍の分
化抑制にどのように働いているかを、リプログラミン

CDK4/6-Rb pathway
の筋最終分化誘導

の機序を解明することである。今回我々は、
活性阻害を組み合

細胞の筋最終分化を誘導で
きることを予備実験で発見した。この分化モデルは

の病態解明に用いることができるのみならず、
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いことに、
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C. 研究結果
ARMS 細胞における筋最終分化の確認
1． PAX3
siPAX3
ウエスタンブロットで効率的、特異的にそれぞれの蛋
白がノックダウンされていることを確認した（図１）。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2．PAX3
が筋最終分化（多核化、
性）することを確認した（図２）。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１
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Ａ．研究目的 

 わが国の小児がん全体の治癒率が著しく上昇

したとは言え、進行神経芽腫や腎芽腫、肝芽腫、

横紋筋肉腫など小児固形がんの一部は、現在もな

お予後不良である。これには、環境因子がほとん

ど関与しない小児がんの発がんの多様性と、発生

過程における正常プログラムの破綻が関係して

いることが示唆されていたが、具体的な証明は得

られていなかった。このような中、iPS技術を用

いて作成した細胞初期化による小児芽腫発がん

マウスモデルの研究結果（Cell, 2014）は、エピ

ジェネティクス異常によって小児がんが発症す

ることを示したという意味で、極めて重要な知見

となっている。なかでも、肝芽腫は、神経芽腫や

腎芽腫とともに小児の中でも乳幼児期に好発し、

そのほとんどが4歳までに発症する。さらに、近

年、低出生体重児に肝芽腫が好発することもしら

れている。そこで、小児肝がん研究グループ

（JPLT）で2000年ころから蓄積してきた腫瘍と

正常のペア検体をもちいて、以下の検討をおこな

った。また、すでにメチル化の異常が知られてい

る腎芽腫や、PAX3-FOXO1Aキメラ遺伝子が腫

瘍の発生・進展に関わる蜂巣型横紋筋肉腫に対し、

肝芽腫ではその発生進展に関わるものとして

Wnt/β-catenin シグナル系の異常があり、当科

でもそれらの検討をおこなってきた。そこで、本

研究班では、肝芽腫では、Wntシグナルの異常と

リプログラミングの破綻との関係を細胞株と臨

床検体を用いて解析し、バイオマーカーの探索も

行った。 

 

Ｂ．研究方法 

JPLT2 プロトコールにて治療した 300 例以上

の症例のうち、治療前に、正常組織と腫瘍組織が

同意を得て保存されている症例 109 例を対象と

した。PRETEXT 分類では I: 12, II: 33, III: 41, 

 要旨 

日本小児肝がんスタディグループ（JPLT）の統一プロトコール JPLT2 で治療し登録さ

れた肝芽腫症例の保存臨床検体を用いて、小児特有のがんである肝芽腫の発生と進展に

かかわる因子を検証した。具体的には、網羅的 RNA 発現解析、及び SNP アレイあるいは

次世代エクソーム解析結果から、各リスク分類毎に、発現が上昇しているリプログラミ

ングに係る遺伝子候補を抽出した。その結果、胎生期の遺伝子変異に加え、Wnt/βカテ

ニンシグナル標的遺伝子発現調節に対するエピゲネティックな変化が悪性度の上昇に関

与しており、今回の検討では TERT の活性化から BRG1 (also called SMARCA4), a 

SWI/SNF-related chromatin remodeling protein を介してβ-catenin-TCF 複合体を活性

化している経路の関与が示唆された。 



IV: 24 

子一つ以上を

認めていた。

たは血液細胞

DNA

SNP6..0

した。データ解析には解析用ソフト（

Partek

ナル系の異常を検索する目的で、

-

検索した。

量かつ質の高い

いて発現解析用マイクロアレイ（

にて、腫瘍の遺伝子発現を網羅的に検討した。

Wnt

cyclin D1,

討し、さらにリアルタイム

発現レベルを定量化した。

であり、この酵素の活性化

媒部分である

transcriptase)

して

こで、今回は

酵素

(TTAGGG)

シグナルの長さ

fragment)

(telomeric

テロメラーゼ活性を測定するとともに、ヒトテロ

メラーゼの触媒部分である

reverse transcriptase)

 

IV: 24 で、肝外因子である

子一つ以上を

認めていた。

これらを対象に以下の検討を行った。

１）遺伝子変異検索：正常組織（正常肝組織ま

たは血液細胞

DNA を用いて、マイクロアレイ（

SNP6..0）を用いて、各遺伝子変化について検討

した。データ解析には解析用ソフト（

Partek）を用いた。上記の症例のうち

ナル系の異常を検索する目的で、

-catenin)に加え、

検索した。 

２）遺伝子発現検索：さらに、腫瘍からの十分

量かつ質の高い

いて発現解析用マイクロアレイ（

にて、腫瘍の遺伝子発現を網羅的に検討した。

Wnt シグナル系の標的遺伝子として、

cyclin D1, 

討し、さらにリアルタイム

発現レベルを定量化した。

３) テロメアバイオロジーの検討：

テロメラーゼは、細胞の不死化に関与する酵素

であり、この酵素の活性化

媒部分である

transcriptase)

しての有用であることを以前より示してきた。そ

こで、今回は

酵素 Hinf I

(TTAGGG)4

シグナルの長さ

fragment) 長 を 測 定 し た 。

(telomeric repeat amplification protocol)

テロメラーゼ活性を測定するとともに、ヒトテロ

メラーゼの触媒部分である

reverse transcriptase)

で、肝外因子である

子一つ以上を 37 例に認め、遠隔転移を

認めていた。 

これらを対象に以下の検討を行った。

１）遺伝子変異検索：正常組織（正常肝組織ま

たは血液細胞)由来の DAN

を用いて、マイクロアレイ（

）を用いて、各遺伝子変化について検討

した。データ解析には解析用ソフト（

）を用いた。上記の症例のうち

ナル系の異常を検索する目的で、

に加え、APC, 

 

２）遺伝子発現検索：さらに、腫瘍からの十分

量かつ質の高い RNA が抽出できた

いて発現解析用マイクロアレイ（

にて、腫瘍の遺伝子発現を網羅的に検討した。

シグナル系の標的遺伝子として、

 Axin, survivin, MMP7

討し、さらにリアルタイム

発現レベルを定量化した。

テロメアバイオロジーの検討：

テロメラーゼは、細胞の不死化に関与する酵素

であり、この酵素の活性化

媒部分である TERT (human telomerase reverse 

transcriptase)の発現上昇が肝芽腫予後因子と

の有用であることを以前より示してきた。そ

こで、今回は腫瘍と正常組織の由来

Hinf I 処理して、テロメアプローブ

4 でのサザンブロット法で得られる

シグナルの長さ TRF (terminal restriction 

長 を 測 定 し た 。

repeat amplification protocol)

テロメラーゼ活性を測定するとともに、ヒトテロ

メラーゼの触媒部分である

reverse transcriptase)

で、肝外因子である P2, V3, E, H, N 

例に認め、遠隔転移を

これらを対象に以下の検討を行った。

１）遺伝子変異検索：正常組織（正常肝組織ま

DAN と治療前腫瘍組織の

を用いて、マイクロアレイ（

）を用いて、各遺伝子変化について検討

した。データ解析には解析用ソフト（

）を用いた。上記の症例のうち

ナル系の異常を検索する目的で、CTNNB1( 

 Axin1, Axin2

２）遺伝子発現検索：さらに、腫瘍からの十分

が抽出できた

いて発現解析用マイクロアレイ（Gene array

にて、腫瘍の遺伝子発現を網羅的に検討した。

シグナル系の標的遺伝子として、

Axin, survivin, MMP7

討し、さらにリアルタイム PCR 法にてこれらの

発現レベルを定量化した。 

テロメアバイオロジーの検討：

テロメラーゼは、細胞の不死化に関与する酵素

であり、この酵素の活性化とともにこの酵素の触

(human telomerase reverse 

の発現上昇が肝芽腫予後因子と

の有用であることを以前より示してきた。そ

腫瘍と正常組織の由来

処理して、テロメアプローブ

でのサザンブロット法で得られる

TRF (terminal restriction 

長 を 測 定 し た 。  ま た 、

repeat amplification protocol)

テロメラーゼ活性を測定するとともに、ヒトテロ

メラーゼの触媒部分である TERT

reverse transcriptase)の発現レベルを

P2, V3, E, H, N 因

例に認め、遠隔転移を 35 例に

これらを対象に以下の検討を行った。 

１）遺伝子変異検索：正常組織（正常肝組織ま

と治療前腫瘍組織の

を用いて、マイクロアレイ（Affymetrix 

）を用いて、各遺伝子変化について検討

した。データ解析には解析用ソフト（Genespring, 

）を用いた。上記の症例のうち Wnt シグ

CTNNB1( β

, Axin2 の変異を

２）遺伝子発現検索：さらに、腫瘍からの十分

が抽出できた 34 例につ

Gene array）

にて、腫瘍の遺伝子発現を網羅的に検討した。

シグナル系の標的遺伝子として、MYC，

Axin, survivin, MMP7 について検

法にてこれらの

テロメアバイオロジーの検討： 

テロメラーゼは、細胞の不死化に関与する酵素

とともにこの酵素の触

(human telomerase reverse 

の発現上昇が肝芽腫予後因子と

の有用であることを以前より示してきた。そ

腫瘍と正常組織の由来 DNA を制限

処理して、テロメアプローブ

でのサザンブロット法で得られる

TRF (terminal restriction 

ま た 、 TRAP

repeat amplification protocol)法にて

テロメラーゼ活性を測定するとともに、ヒトテロ

TERT (telomerase 

の発現レベルを RT-PCT

因

例に

１）遺伝子変異検索：正常組織（正常肝組織ま

と治療前腫瘍組織の

Affymetrix 

）を用いて、各遺伝子変化について検討

Genespring, 

シグ

β

の変異を

２）遺伝子発現検索：さらに、腫瘍からの十分

例につ

）

にて、腫瘍の遺伝子発現を網羅的に検討した。

，

について検

法にてこれらの

テロメラーゼは、細胞の不死化に関与する酵素

とともにこの酵素の触

(human telomerase reverse 

の発現上昇が肝芽腫予後因子と

の有用であることを以前より示してきた。そ

を制限

処理して、テロメアプローブ

でのサザンブロット法で得られる

TRF (terminal restriction 

TRAP 

法にて

テロメラーゼ活性を測定するとともに、ヒトテロ

(telomerase 

PCT

で測定した。以前に、

との関連を検討した結果、

called SMARCA4), a SWI/SNF

remodeling protein

合体

ル依存性蛋白の発現を亢進させていることが明

らかになっている。そこで

の間の存在し

BRG

法にて検討した。

関連する因子の存在について検討した。

Ｃ．研究結果

１）遺伝子変異検索：

 

な変化が見出されたが、染色体の増減からみると

 

図１：

番異常のクラスタリング：

1

1

に予後不良例に染色体異常が多くみられた

で測定した。以前に、

との関連を検討した結果、

called SMARCA4), a SWI/SNF

remodeling protein

合体を活性化することで、

ル依存性蛋白の発現を亢進させていることが明

らかになっている。そこで

の間の存在し

BRG-1 （SMARCA4)

法にて検討した。

上記の結果から、肝芽腫のリプログラミングの

関連する因子の存在について検討した。

 

 

Ｃ．研究結果

１）遺伝子変異検索：

 SNP アレイの結果から

な変化が見出されたが、染色体の増減からみると

 

図１：SNP array

番異常のクラスタリング：

1 番及び 2 番染色体異常が数多くみいださた。

1 番及び 2 番染色体異常が数多くみいだされ、特

に予後不良例に染色体異常が多くみられた

で測定した。以前に、Wnt/

との関連を検討した結果、

called SMARCA4), a SWI/SNF

remodeling protein を介して

を活性化することで、

ル依存性蛋白の発現を亢進させていることが明

らかになっている。そこで

の間の存在しβ catenin

SMARCA4)遺伝子発現を同様に

法にて検討した。 

上記の結果から、肝芽腫のリプログラミングの

関連する因子の存在について検討した。

Ｃ．研究結果 

１）遺伝子変異検索： 

アレイの結果から

な変化が見出されたが、染色体の増減からみると

SNP array データからの染色体

番異常のクラスタリング：

番染色体異常が数多くみいださた。

番染色体異常が数多くみいだされ、特

に予後不良例に染色体異常が多くみられた

Wnt/β-カテニンシグナル

との関連を検討した結果、TERT が

called SMARCA4), a SWI/SNF-related chromatin 

を介してβ-catenin

を活性化することで、Wnt/βカテニンシグナ

ル依存性蛋白の発現を亢進させていることが明

らかになっている。そこで、TERT

catenin 調節を行っている

遺伝子発現を同様に

上記の結果から、肝芽腫のリプログラミングの

関連する因子の存在について検討した。

 

アレイの結果から、肝芽腫検体では様々

な変化が見出されたが、染色体の増減からみると

データからの染色体

番異常のクラスタリング： 

番染色体異常が数多くみいださた。

番染色体異常が数多くみいだされ、特

に予後不良例に染色体異常が多くみられた

カテニンシグナル

が BRG1 (also 

related chromatin 

catenin-TCF 複

カテニンシグナ

ル依存性蛋白の発現を亢進させていることが明

TERT とβcatenin

調節を行っている

遺伝子発現を同様に RT-PCR

上記の結果から、肝芽腫のリプログラミングの

関連する因子の存在について検討した。 

、肝芽腫検体では様々

な変化が見出されたが、染色体の増減からみると

 

データからの染色体 1 番、

番染色体異常が数多くみいださた。

番染色体異常が数多くみいだされ、特

に予後不良例に染色体異常が多くみられた(図

カテニンシグナル

BRG1 (also 

related chromatin 

複

カテニンシグナ

ル依存性蛋白の発現を亢進させていることが明

catenin

調節を行っている

PCR

上記の結果から、肝芽腫のリプログラミングの

、肝芽腫検体では様々

な変化が見出されたが、染色体の増減からみると 

番、2

番染色体異常が数多くみいださた。 

番染色体異常が数多くみいだされ、特

図



１

子の機能を検索すると（図２）、細胞増殖、がん

化、再生に関わる遺伝子が多く存在していた。

 

 

図２：染色体

のクラスタリング解析：

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。

２）遺伝子発現検索：

 

で予後良好例と予後不良症例を層別しうる遺伝

子が

詳細までは検討するに至らなかったが

ナル系の遺伝子や

３

わる遺伝子群、胎児発生おける転写後調節に関わ

る遺伝子群が見出された。

 

 

１)。こうした、染色体異常部位に存在する遺伝

子の機能を検索すると（図２）、細胞増殖、がん

化、再生に関わる遺伝子が多く存在していた。

 

 

図２：染色体

のクラスタリング解析：

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。

 

２）遺伝子発現検索：

 層別化クラスタリングにて、遺伝子発現量の差

で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。これらの遺伝子の

詳細までは検討するに至らなかったが

ナル系の遺伝子や

３)。一部の解析から、アミノ酸の代謝経路に関

わる遺伝子群、胎児発生おける転写後調節に関わ

る遺伝子群が見出された。

 

cell growth signaling
cancer & cell survival

response to stimulus

metabolic process
cellular process

cell killing
rhythmic process

viral reproduction
locomotion

pigmentation
immune system…

。こうした、染色体異常部位に存在する遺伝

子の機能を検索すると（図２）、細胞増殖、がん

化、再生に関わる遺伝子が多く存在していた。

図２：染色体 1 番 2 番欠失部位での遺伝異条例

のクラスタリング解析：

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。 

２）遺伝子発現検索： 

層別化クラスタリングにて、遺伝子発現量の差

で予後良好例と予後不良症例を層別しうる遺伝

遺伝子抽出された。これらの遺伝子の

詳細までは検討するに至らなかったが

ナル系の遺伝子や AFP

。一部の解析から、アミノ酸の代謝経路に関

わる遺伝子群、胎児発生おける転写後調節に関わ

る遺伝子群が見出された。

0

cell growth signaling
cancer & cell survival

response to stimulus
death

metabolic process
cellular process

cell killing
rhythmic process

viral reproduction
locomotion

pigmentation
immune system…

Enrichment score

。こうした、染色体異常部位に存在する遺伝

子の機能を検索すると（図２）、細胞増殖、がん

化、再生に関わる遺伝子が多く存在していた。

番欠失部位での遺伝異条例

のクラスタリング解析： 

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

 

層別化クラスタリングにて、遺伝子発現量の差

で予後良好例と予後不良症例を層別しうる遺伝

遺伝子抽出された。これらの遺伝子の

詳細までは検討するに至らなかったが

AFP などは含まれていた

。一部の解析から、アミノ酸の代謝経路に関

わる遺伝子群、胎児発生おける転写後調節に関わ

る遺伝子群が見出された。 

10 20

Enrichment score

。こうした、染色体異常部位に存在する遺伝

子の機能を検索すると（図２）、細胞増殖、がん

化、再生に関わる遺伝子が多く存在していた。

 
番欠失部位での遺伝異条例

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

層別化クラスタリングにて、遺伝子発現量の差

で予後良好例と予後不良症例を層別しうる遺伝

遺伝子抽出された。これらの遺伝子の

詳細までは検討するに至らなかったが Wnt シグ

などは含まれていた(図

。一部の解析から、アミノ酸の代謝経路に関

わる遺伝子群、胎児発生おける転写後調節に関わ

30

。こうした、染色体異常部位に存在する遺伝

子の機能を検索すると（図２）、細胞増殖、がん

化、再生に関わる遺伝子が多く存在していた。 

番欠失部位での遺伝異条例

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

層別化クラスタリングにて、遺伝子発現量の差

で予後良好例と予後不良症例を層別しうる遺伝

遺伝子抽出された。これらの遺伝子の

シグ

図

。一部の解析から、アミノ酸の代謝経路に関

わる遺伝子群、胎児発生おける転写後調節に関わ

図３；遺伝子異常からみた

ラスタリング解析。遺伝子発現パターンからいく

つかのクラスターに分類可能。下方の方が予後不

良例となった。

３）テロメアバイオロジ

かし、

Wnt/

が顕著であった。そこで、

れ以外の腫瘍で、

の発現レべルを比較検討した。その結果、検索し

た

あり、

高値であった。

 

図３；遺伝子異常からみた

ラスタリング解析。遺伝子発現パターンからいく

つかのクラスターに分類可能。下方の方が予後不

良例となった。

 

 

３）テロメアバイオロジ

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、

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。そこで、

れ以外の腫瘍で、

の発現レべルを比較検討した。その結果、検索し

た 6 遺伝子ともに

あり、3 遺伝子（

高値であった。

 

図３；遺伝子異常からみた

ラスタリング解析。遺伝子発現パターンからいく

つかのクラスターに分類可能。下方の方が予後不

良例となった。 

３）テロメアバイオロジ

テロメラーゼ活性レベルが予後と関連した。し

興味あることに、

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。そこで、

れ以外の腫瘍で、Wnt シグナルターゲット遺伝子

の発現レべルを比較検討した。その結果、検索し

遺伝子ともに TERT

遺伝子（MYC, CCND1, ABCSB1)

高値であった。(P <0.05)

図３；遺伝子異常からみた 344 遺伝子によるク

ラスタリング解析。遺伝子発現パターンからいく

つかのクラスターに分類可能。下方の方が予後不

３）テロメアバイオロジーの検討：

テロメラーゼ活性レベルが予後と関連した。し

興味あることに、TERT 発現レベルは、

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。そこで、TERT 高発現腫瘍とそ

シグナルターゲット遺伝子

の発現レべルを比較検討した。その結果、検索し

TERT 高発現腫瘍の方が高値で

MYC, CCND1, ABCSB1)

(P <0.05) 

遺伝子によるク

ラスタリング解析。遺伝子発現パターンからいく

つかのクラスターに分類可能。下方の方が予後不

ーの検討： 

テロメラーゼ活性レベルが予後と関連した。し

発現レベルは、

カテニン遺伝子異常のない腫瘍で活性化

高発現腫瘍とそ

シグナルターゲット遺伝子

の発現レべルを比較検討した。その結果、検索し

高発現腫瘍の方が高値で

MYC, CCND1, ABCSB1)は有意に

 
遺伝子によるク

ラスタリング解析。遺伝子発現パターンからいく

つかのクラスターに分類可能。下方の方が予後不

テロメラーゼ活性レベルが予後と関連した。し

発現レベルは、

カテニン遺伝子異常のない腫瘍で活性化

高発現腫瘍とそ

シグナルターゲット遺伝子

の発現レべルを比較検討した。その結果、検索し

高発現腫瘍の方が高値で

は有意に



図４：

の発現量（＊：

 

 

Ｄ．考察

ると

れ、特に予後不良例に染色体異常が多くみられ、

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。これらの部位の遺伝子の変化によっ

て、胎生期の

分化が制限され、あるいはより成長の早い細胞に

変化することが肝芽腫発症に関与していること

示唆された。

て、遺伝子発現量の差で予後良好

例を層別しうる遺伝子に

与している遺伝子や

肝芽腫の発症や進展にこれらの遺伝子発現の変

化が関与していることは異論のないところと考

えられる。また、パスウェイ解析から、胎児発生

おける転写後調節に関わる遺伝子群が見出され

たことは、肝芽腫発症に胎内の遺伝子発現調整す

なわちエピジェネティックな変化の関与が強く

示唆された。

 

図４：TERT

の発現量（＊：

 

 

Ｄ．考察 

SNP アレイ

ると 1 番及び

れ、特に予後不良例に染色体異常が多くみられ、

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。これらの部位の遺伝子の変化によっ

て、胎生期の

分化が制限され、あるいはより成長の早い細胞に

変化することが肝芽腫発症に関与していること

示唆された。

遺伝子発現アレイの層別化クラスタリングに

て、遺伝子発現量の差で予後良好

例を層別しうる遺伝子に

与している遺伝子や

肝芽腫の発症や進展にこれらの遺伝子発現の変

化が関与していることは異論のないところと考

えられる。また、パスウェイ解析から、胎児発生

おける転写後調節に関わる遺伝子群が見出され

たことは、肝芽腫発症に胎内の遺伝子発現調整す

なわちエピジェネティックな変化の関与が強く

示唆された。

RT-PCR での成果も

0

1

2

3

4

5

6

7

8

MYC

TERT 発現と Wnt/

の発現量（＊：P < 0.05

アレイデータから、染色体の増減からみ

番及び 2 番染色体異常が数多くみいださ

れ、特に予後不良例に染色体異常が多くみられ、

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。これらの部位の遺伝子の変化によっ

て、胎生期の hepatoblast

分化が制限され、あるいはより成長の早い細胞に

変化することが肝芽腫発症に関与していること

示唆された。 

遺伝子発現アレイの層別化クラスタリングに

て、遺伝子発現量の差で予後良好

例を層別しうる遺伝子に

与している遺伝子や AFP

肝芽腫の発症や進展にこれらの遺伝子発現の変

化が関与していることは異論のないところと考

えられる。また、パスウェイ解析から、胎児発生

おける転写後調節に関わる遺伝子群が見出され

たことは、肝芽腫発症に胎内の遺伝子発現調整す

なわちエピジェネティックな変化の関与が強く

示唆された。 

での成果も Wnt/

MYC CCND1 ABCB1

* 

Wnt/βcatenin

P < 0.05） 

データから、染色体の増減からみ

番染色体異常が数多くみいださ

れ、特に予後不良例に染色体異常が多くみられ、

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。これらの部位の遺伝子の変化によっ

hepatoblast から hepatocyte 

分化が制限され、あるいはより成長の早い細胞に

変化することが肝芽腫発症に関与していること

遺伝子発現アレイの層別化クラスタリングに

て、遺伝子発現量の差で予後良好例と予後不良症

例を層別しうる遺伝子に Wnt シグナル系に関

AFP が見出されてことから、

肝芽腫の発症や進展にこれらの遺伝子発現の変

化が関与していることは異論のないところと考

えられる。また、パスウェイ解析から、胎児発生

おける転写後調節に関わる遺伝子群が見出され

たことは、肝芽腫発症に胎内の遺伝子発現調整す

なわちエピジェネティックな変化の関与が強く

Wnt/β-カテニン標的遺伝

ABCB1 MMP7

High

TERT

catenin 標的遺伝子

データから、染色体の増減からみ

番染色体異常が数多くみいださ

れ、特に予後不良例に染色体異常が多くみられ、

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。これらの部位の遺伝子の変化によっ

hepatocyte への

分化が制限され、あるいはより成長の早い細胞に

変化することが肝芽腫発症に関与していること

遺伝子発現アレイの層別化クラスタリングに

例と予後不良症

シグナル系に関

が見出されてことから、

肝芽腫の発症や進展にこれらの遺伝子発現の変

化が関与していることは異論のないところと考

えられる。また、パスウェイ解析から、胎児発生

おける転写後調節に関わる遺伝子群が見出され

たことは、肝芽腫発症に胎内の遺伝子発現調整す

なわちエピジェネティックな変化の関与が強く

カテニン標的遺伝

MMP7 AXIN2 BIRC5

High Low

TERT 

 

標的遺伝子

データから、染色体の増減からみ

番染色体異常が数多くみいださ

れ、特に予後不良例に染色体異常が多くみられ、

細胞増殖、がん化、再生に関わる遺伝子が多く存

在していた。これらの部位の遺伝子の変化によっ

への

分化が制限され、あるいはより成長の早い細胞に

変化することが肝芽腫発症に関与していること

遺伝子発現アレイの層別化クラスタリングに

例と予後不良症

シグナル系に関

が見出されてことから、

肝芽腫の発症や進展にこれらの遺伝子発現の変

化が関与していることは異論のないところと考

えられる。また、パスウェイ解析から、胎児発生

おける転写後調節に関わる遺伝子群が見出され

たことは、肝芽腫発症に胎内の遺伝子発現調整す

なわちエピジェネティックな変化の関与が強く

カテニン標的遺伝

子である

レベルが予後と関連してい

TERT

と関連した一因となったのは、

標的遺伝子の発現亢進に帰する可能性が示唆さ

れ、

治療の標的となる可能性が示唆された。さらに、

TERT

であることがしられており、

テニンシグナルの標的遺伝子であることから、

Wnt/

TERT

が促されることになる悪循環が生じ、細胞はさら

に増殖に向かうことになり、これが悪性化の一因

と考えられる

肝芽腫のマイクロアレイの検討で、浸潤あるいは

転移性肝芽腫と予後に関連する

かにした。これらの

亢進に特徴づけられた増殖を亢進させる遺伝子

であった

環が予後不良な肝芽腫を特徴づけていることを

指示する結果と考えられた。

図５：

ェネティックな変化と一部ゲノムレベルでのジ

ェネティックは変化が関与していることが示唆

された。中でも

によって癌化し肝芽腫が発症し、さらに、

BIRC5

子である MYC, CCND1 

レベルが予後と関連してい

TERT の発現レベルやテロメラーゼ活性化が予後

と関連した一因となったのは、

標的遺伝子の発現亢進に帰する可能性が示唆さ

れ、これらの

治療の標的となる可能性が示唆された。さらに、

TERT の発現として

であることがしられており、

テニンシグナルの標的遺伝子であることから、

Wnt/β-カテニンシグナルで活性化した

TERT の発現を亢進させて、さらに

が促されることになる悪循環が生じ、細胞はさら

に増殖に向かうことになり、これが悪性化の一因

と考えられる

肝芽腫のマイクロアレイの検討で、浸潤あるいは

転移性肝芽腫と予後に関連する

かにした。これらの

亢進に特徴づけられた増殖を亢進させる遺伝子

であった. これらの所見は、

環が予後不良な肝芽腫を特徴づけていることを

指示する結果と考えられた。

図５：TERT 活性化と

 

以上から、肝芽腫の発

ェネティックな変化と一部ゲノムレベルでのジ

ェネティックは変化が関与していることが示唆

された。中でも

によって癌化し肝芽腫が発症し、さらに、

MYC, CCND1 and

レベルが予後と関連してい

の発現レベルやテロメラーゼ活性化が予後

と関連した一因となったのは、

標的遺伝子の発現亢進に帰する可能性が示唆さ

これらの Wnt/β-カテニンシグナルの抑制が

治療の標的となる可能性が示唆された。さらに、

の発現として c-myc

であることがしられており、

テニンシグナルの標的遺伝子であることから、

カテニンシグナルで活性化した

の発現を亢進させて、さらに

が促されることになる悪循環が生じ、細胞はさら

に増殖に向かうことになり、これが悪性化の一因

と考えられる(図５)。 

肝芽腫のマイクロアレイの検討で、浸潤あるいは

転移性肝芽腫と予後に関連する

かにした。これらの 16

亢進に特徴づけられた増殖を亢進させる遺伝子

これらの所見は、

環が予後不良な肝芽腫を特徴づけていることを

指示する結果と考えられた。

活性化と Wnt

以上から、肝芽腫の発

ェネティックな変化と一部ゲノムレベルでのジ

ェネティックは変化が関与していることが示唆

された。中でも Wnt/β-

によって癌化し肝芽腫が発症し、さらに、

and ABCB1 遺伝子の活性化

レベルが予後と関連していた。従来の成果から、

の発現レベルやテロメラーゼ活性化が予後

と関連した一因となったのは、Wnt/

標的遺伝子の発現亢進に帰する可能性が示唆さ

カテニンシグナルの抑制が

治療の標的となる可能性が示唆された。さらに、

myc が強力なプロモーター

であることがしられており、c-myc

テニンシグナルの標的遺伝子であることから、

カテニンシグナルで活性化した

の発現を亢進させて、さらに

が促されることになる悪循環が生じ、細胞はさら

に増殖に向かうことになり、これが悪性化の一因

最近、欧州のグループが

肝芽腫のマイクロアレイの検討で、浸潤あるいは

転移性肝芽腫と予後に関連する 16 遺伝子を明ら

16 遺伝子は、

亢進に特徴づけられた増殖を亢進させる遺伝子

これらの所見は、TERT と

環が予後不良な肝芽腫を特徴づけていることを

指示する結果と考えられた。 

Wnt シグナル活性化の関連

以上から、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

ェネティックは変化が関与していることが示唆

-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、

遺伝子の活性化

た。従来の成果から、

の発現レベルやテロメラーゼ活性化が予後

Wnt/β-カテニン

標的遺伝子の発現亢進に帰する可能性が示唆さ

カテニンシグナルの抑制が

治療の標的となる可能性が示唆された。さらに、

が強力なプロモーター

myc は Wnt/β-カ

テニンシグナルの標的遺伝子であることから、

カテニンシグナルで活性化した c-myc が

の発現を亢進させて、さらに c-myc の発現

が促されることになる悪循環が生じ、細胞はさら

に増殖に向かうことになり、これが悪性化の一因

最近、欧州のグループが

肝芽腫のマイクロアレイの検討で、浸潤あるいは

遺伝子を明ら

遺伝子は、MYC 伝達系の

亢進に特徴づけられた増殖を亢進させる遺伝子

と myc の悪循

環が予後不良な肝芽腫を特徴づけていることを

 
シグナル活性化の関連

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

ェネティックは変化が関与していることが示唆

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

遺伝子の活性化

た。従来の成果から、

の発現レベルやテロメラーゼ活性化が予後

カテニン

標的遺伝子の発現亢進に帰する可能性が示唆さ

カテニンシグナルの抑制が

治療の標的となる可能性が示唆された。さらに、

が強力なプロモーター

カ

テニンシグナルの標的遺伝子であることから、

が

の発現

が促されることになる悪循環が生じ、細胞はさら

に増殖に向かうことになり、これが悪性化の一因

最近、欧州のグループが

肝芽腫のマイクロアレイの検討で、浸潤あるいは

遺伝子を明ら

伝達系の

亢進に特徴づけられた増殖を亢進させる遺伝子

の悪循

環が予後不良な肝芽腫を特徴づけていることを

シグナル活性化の関連 

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

ェネティックは変化が関与していることが示唆

シグナルの異常

TERT



や

る可能性が示唆された。これらの機序を解明すべ

く、

の技術など導入して、さらに詳細を検討している。

これらの成果が得られれば、個々の活性化ルート

に依存した分子標的療法が可能となると考えら

れる。また、未熟児や

群での易罹患性と関連する遺伝子が同定に応用

されることも期待している。

図

 

Ｅ．結論

 

テロメアバイオロジーの検索から、肝芽腫の発症

と進展には。

 

 

 

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。これらの機序を解明すべ

く、現在、メチル化解析や次世代シークエンサー

の技術など導入して、さらに詳細を検討している。

これらの成果が得られれば、個々の活性化ルート

に依存した分子標的療法が可能となると考えら

れる。また、未熟児や

群での易罹患性と関連する遺伝子が同定に応用

されることも期待している。

 

図 6：肝芽腫の発生機序と悪性化機序

 

Ｅ．結論 

 肝芽腫検体の

テロメアバイオロジーの検索から、肝芽腫の発症

と進展には。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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。これらの機序を解明すべ

現在、メチル化解析や次世代シークエンサー

の技術など導入して、さらに詳細を検討している。

これらの成果が得られれば、個々の活性化ルート

に依存した分子標的療法が可能となると考えら

れる。また、未熟児や Beckwith

群での易罹患性と関連する遺伝子が同定に応用

されることも期待している。

肝芽腫の発生機序と悪性化機序

肝芽腫検体の SNP アレイ、発現解析アレイや

テロメアバイオロジーの検索から、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

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。これらの機序を解明すべ

現在、メチル化解析や次世代シークエンサー

の技術など導入して、さらに詳細を検討している。

これらの成果が得られれば、個々の活性化ルート

に依存した分子標的療法が可能となると考えら

Beckwith-Wiedemann

群での易罹患性と関連する遺伝子が同定に応用

されることも期待している。 

肝芽腫の発生機序と悪性化機序

アレイ、発現解析アレイや

テロメアバイオロジーの検索から、肝芽腫の発症

カテニン標的遺伝子群の発

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。これらの機序を解明すべ

現在、メチル化解析や次世代シークエンサー

の技術など導入して、さらに詳細を検討している。

これらの成果が得られれば、個々の活性化ルート

に依存した分子標的療法が可能となると考えら

iedemann 症候

群での易罹患性と関連する遺伝子が同定に応用

 

肝芽腫の発生機序と悪性化機序 

アレイ、発現解析アレイや

テロメアバイオロジーの検索から、肝芽腫の発症

カテニン標的遺伝子群の発

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。これらの機序を解明すべ

現在、メチル化解析や次世代シークエンサー

の技術など導入して、さらに詳細を検討している。

これらの成果が得られれば、個々の活性化ルート

に依存した分子標的療法が可能となると考えら

症候

群での易罹患性と関連する遺伝子が同定に応用

 

アレイ、発現解析アレイや

テロメアバイオロジーの検索から、肝芽腫の発症

カテニン標的遺伝子群の発 

現レベルの変化が関与していた。これらには、

TERT

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ことから、メチル化解

析などによる今後の詳細な検討が必要と考えら

れた。

 

Ｆ．研究発表

 

１）

and treatment

２）

Häberle B, Malogolowkin MH, Meyers RL. 

Hepatoblastoma state of the art: pathology, 

genetics, risk stratification, and chemotherapy. 

Curr Opin Pediatr

10.1097/MOP. 0000000000000046.

２．学会報告等

 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況

 

現レベルの変化が関与していた。これらには、

TERT によるこれらの

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ことから、メチル化解

析などによる今後の詳細な検討が必要と考えら

れた。 

 

Ｆ．研究発表

 1．論文発表

１）Hiyama E. 

and treatment

２）Czauderna P, Lopez

Häberle B, Malogolowkin MH, Meyers RL. 

Hepatoblastoma state of the art: pathology, 

genetics, risk stratification, and chemotherapy. 

Curr Opin Pediatr

10.1097/MOP. 0000000000000046.

２．学会報告等

特になし。

 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況

 特になし。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

現レベルの変化が関与していた。これらには、

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ことから、メチル化解

析などによる今後の詳細な検討が必要と考えら

Ｆ．研究発表 

．論文発表 

Hiyama E. Pediatric Hepatoblastoma: diagnosis 

and treatment. Translational Pediatrics

Czauderna P, Lopez

Häberle B, Malogolowkin MH, Meyers RL. 

Hepatoblastoma state of the art: pathology, 

genetics, risk stratification, and chemotherapy. 

Curr Opin Pediatr. 2014 26:19

10.1097/MOP. 0000000000000046.

２．学会報告等 

特になし。 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況

特になし。

現レベルの変化が関与していた。これらには、

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ことから、メチル化解

析などによる今後の詳細な検討が必要と考えら

Pediatric Hepatoblastoma: diagnosis 

Translational Pediatrics

Czauderna P, Lopez-Terrada D, 

Häberle B, Malogolowkin MH, Meyers RL. 

Hepatoblastoma state of the art: pathology, 

genetics, risk stratification, and chemotherapy. 

. 2014 26:19-28. doi: 

10.1097/MOP. 0000000000000046.

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 

現レベルの変化が関与していた。これらには、

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ことから、メチル化解

析などによる今後の詳細な検討が必要と考えら

Pediatric Hepatoblastoma: diagnosis 

Translational Pediatrics, in press 

Terrada D, Hiyama E

Häberle B, Malogolowkin MH, Meyers RL. 

Hepatoblastoma state of the art: pathology, 

genetics, risk stratification, and chemotherapy. 

28. doi: 

10.1097/MOP. 0000000000000046. 

 

現レベルの変化が関与していた。これらには、

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ことから、メチル化解

析などによる今後の詳細な検討が必要と考えら

Pediatric Hepatoblastoma: diagnosis 

Hiyama E, 

genetics, risk stratification, and chemotherapy. 



  

厚生労働科学研究委託費（革新的がん医療実用化研究事業） 
委託業務成果報告（業務報告） 

 
ユーイング肉腫におけるリプログラミング関連因子の同定 

 
担当責任者 大喜多 肇 慶應義塾大学医学部病理学教室 准教授 

 

研究要旨： 

ユーイング肉腫は小児・若年成人に好発する骨軟部肉腫で、その腫瘍発生には

EWSR1-ETS 融合遺伝子が重要な役割を演じている。融合遺伝子による腫瘍発生

機構の理解のために、骨髄間葉系幹細胞に EWSR1-FLI1 を発現させ、DNA メチ

ル化の変化を Infinium human methylation assay によって検討した。全プローブに

よる解析では、EWSR1-FLI1 は骨髄間葉系幹細胞の DNA メチル化パターンをユ

ーイング肉腫様に変化させるには至らないが、一部の CpG サイトのメチル化は

ユーイング肉腫様へ変化した。これらのことより、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。 

 

Ａ．研究目的 

ユーイング肉腫は、小児期～若年成人期 

に好発する骨軟部の悪性腫瘍である。近年、

化学療法をはじめとする治療法の進歩によ

り治療成績は向上しつつあるものの、治癒

率は 50％程度でありいまだに難治性の腫 

瘍である。本腫瘍の 90％以上では、  

EWSR1 遺伝子と FLI1 や ERG 遺伝子によ 

うな ETS ファミリーの転写因子が染色体 

転座によって融合し、キメラ遺伝子が形成

される（EWSR1/ETS キメラ遺伝子）。この

キメラ遺伝子は、本腫瘍に極めて特異性 

が高く、確定診断をつける上で重要であり、

かつ、腫瘍発生にも重要な役割を演じてい

る。その機能を明らかにすることが、ユー

イング肉腫の発生機序の解明に重要と信じ

られており、様々な解析がなされ、本遺伝

子が様々な標的遺伝子の転写を調節するこ

とにより、腫瘍発生に関わっていると考え

られている。キメラ遺伝子によって転写が

亢進する遺伝子として CCND1、NKX2.2、

ID2、DKK2、NR0B1、PDGFC、  EZH2、  

IGF1、TOPK, CAV1、SOX2 などが、転写     

が抑制される分子としては TGFB2R、

IGFBP3、CDKN1C、CDKN1A、DKK1 など

が報告されている。 
そこで、本研究では、ユーイング肉腫特異

的キメラ遺伝子をその発生母地と想定さ 

れる骨髄間質細胞に発現させるユーイング

肉腫発症モデルの解析を更に進め、それに

よって新たな本腫瘍の発生機序を解明し、

治療標的分子を探索することを目的とした。

特に DNA メチル化解析により、本腫瘍の 

発生へのエピジェネティクスの関与を検討

した。 

 

Ｂ．研究方法 

間葉系幹細胞である UET13 細胞に TetR

と EWSR1/FLI1 を 導 入 し  

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、4 日、16 日、42 日、

69 日培養した。また、ユーイング肉腫の  

細胞株である SK-ES1, RD-ES SYM1, EW93, 

NCR-EW2 も用いた。Genome DNA を抽出



 

し、Illumina, Infinium DNA メチル化アッセ

イ （ Infinium HumanMethylation450  

BeadChip Kit）を用いて網羅的に CpG サイ

トのメチル化状態を解析し、GenomStudio

を用いて階層的クラスタリング等の解析を

行った。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） 
本年度は細胞誘導系の実験系を用いるが、

来年度以降、臨床検体を用いた解析を実施

するにあたり、説明・同意により使用同意

を受けた検体あるいは匿名化された既存検

体を準備中である。 

 

Ｃ．研究結果 

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。本アッセイでは、485,000 カ所以上 

の CpG サイトを 1 塩基の解像度で解析可 

能で、各 CpG 部位のメチル化の程度は、  

メチル化検出用のプローブと非メチル化プ

ローブの蛍光強度の比率（β-value、0-1 の

値で示される）によって表され、0 は全く

メチル化されていない状態、1 は完全にメ

チル化されている状態である。全プローブ

を用いた階層的クラスタリングを行ったと

ころ 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。 
Dox 添加後 4 日と 16 日では、それぞれ  

の細胞が添加後の時間毎にクラスター形成

したが、42 日と 69 日では、DOX 添加群  

と DOX 非添加群がクラスター形成し、 

DOX 添加によるメチル化パターン変化に

は 16 日以上の時間が必要なことが示唆さ

れた。42 日と 69 日で、DOX 添加群と非  

添加群の比較では、DOX 添加により高メ 

チル化、低メチル化となる CpG サイトが 

認められるものの、DOX 添加群により高 

メチル化傾向が認められた。 
DOX 添加によりβ value が 0.2 以上上昇

するプローブは、42 日で 39、69 日で 859

あり、両者で 0.2 以上上昇するプローブは

18 あった。その中には ADAP1、ECHDC3、

FTO 、 ADARB2 、 SYT3 、 SHANK2 、  

HAVCR1 、 SHANK2 、 KIF25 、MDFIDOX  

のプローブが含まれていたが、本アッセイ

では一遺伝子に対して多数のプローブが準

備されているにもかかわらず、複数のプロ

ーブで高メチル化がみられた遺伝子は１遺

伝子にすぎなかった。しかしながら、42  

日、69 日ともに過メチル化を示す 18 プロ

ーブのうち、16 プローブでは、ユーイン  

グ肉腫細胞で UET13 よりも高メチル化で 

あり、これらのプローブの高メチル化が偶

然ではないことも示唆された。 

一方、DOX 添加によりβ value が 0.2 以

上低下するプローブは、42 日で 32、69 日

のサンプルで 54 であり、両者で 0.2 以上 

低下するプローブは 4 のみであった。この

中には、PDE4D、THRB が含まれていた。

42 日、69 日とも低メチル化を示した 4 プ 

ローブは、全て、ユーイング肉腫細胞と

UET13 でほぼ同等のメチル化を示したこと

から、腫瘍特異的な変化ではない可能性 

も示唆された。 

 
Ｄ．考察 

ユーイング肉腫は、EWSR1-ETS 融合遺 

伝子がその腫瘍発生に深く関わっていると

考えられている。近年の次世代シークエン

サーを用いた解析でもユーイング肉腫で繰

り返し認められる融合遺伝子異常以外の遺

伝子異常は、STAG2、CDKN２A、p53 のみ

であり、かなり少数であることが判明し 



 

ている。これらのことは、従来考えられて

いたように融合遺伝子が本腫瘍の発生に決

定的な役割を演じていることを示唆してい

る。しかしながら、融合遺伝子は、腫瘍発

生の過程で、異常な転写因子として機能す

ることにより標的遺伝子の転写を調節する

とされているが、詳細な機序はいまだに不

明である。 

本研究の結果により、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。融合遺伝子がメチル化へ影

響を与えることが示唆されるが、このメチ

ル化変化が腫瘍発生に関与するか、二次的

に生じているか等の解析が必要である。

EWSR1-FLI1 により高メチル化となり、ユ

ーイング肉腫細胞でも骨髄間葉系幹細胞よ

り高メチル化な 16CpG サイトを含む遺伝 

子は、EWSR1-FLI1 によって転写を抑制さ

れる標的ではないようであり、これらの腫

瘍発生との関連は更なる検討が必要である。 

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 

 ユーイング肉腫のモデル系を用いて

EWSR1-FLI1がDNAメチル化に与える影響

を検討した。EWSR1-FLI1 は骨髄間葉系 

幹細胞の DNA メチル化パターンをユーイ

ング肉腫様へ変化させるには至らないが、

一部のCpGサイトにおいてユーイング肉腫

同様の高メチル化を惹起した。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。 

 

Ｆ．健康危険情報 

無し 
 

G．研究発表 

 1.  論文発表 
無し。 

 2.  学会発表 

無し。 
 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む） 

 1. 特許取得 

    無し 

 2. 実用新案登録 

    無し 

 3. その他 

    


