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【緒言】 

 神経芽腫は交感神経系，とくに副腎髄質や傍脊椎交感神経節から発生する胎児性腫瘍で

ある．本症の平均発症年齢は 17 か月（1），発症頻度はおよそ 1 万人に 1 人であり，小児の

悪性固形腫瘍の中では頭蓋内病変を除き最も頻度が高い（2）．治療は化学療法，放射線療

法，手術療法などを組み合わせた集学的治療で行われる．化学療法としては，アルキル化

剤である cyclophosphamide（以下，CPA）やアントラサイクリン系薬剤である pirarubicin（以

下，THP-ADR），抗がん性抗生物質である doxorubicin（以下，Dox），白金製剤である cisplatin

（以下，CDDP）などが併用され，進行例では造血幹細胞移植が行われることもある．乳児

期に発見される症例は予後良好であるが，18 か月以上で発見される症例や遠隔転移を伴う

症例では上記のような強力な治療が行われているにも関わらず，5 年生存率は 40%以下にと

どまっている（3）．生存症例においても化学療法による晩期障害や二次癌の発症が深刻な

問題となっており，治療の軽減や予後改善のための新規治療薬の開発と，それを可能にす

る新たな治療標的の発見が喫緊の課題である． 

 近年，DNA メチル化の異常が様々な腫瘍の発生・進展に関与することが報告されており，

精力的に研究が進められている．DNA メチル化とは DNA のシトシン塩基炭素 5 位がメチ

ル基（-CH3）に置換される DNA 修飾機構で，塩基配列の変化を伴わない遺伝子発現制御機

構のひとつである．DNA メチル化の変化は，その領域の近傍の遺伝子の発現レベルを調整

することで組織の発生・分化などの制御に寄与する．一方で，DNA メチル化の異常は遺伝
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子発現の異常を引き起こし，様々な腫瘍の発生に関与する（4）．多くの腫瘍において腫瘍

関連遺伝子群の発現調整領域に位置する CpG island のメチル化の異常により当該遺伝子の

発現状態に異常が起こり，形質の変化に至っていることが確認されている（5）．このこと

から，DNA メチル化異常領域のスクリーニングにより治療標的になり得る新規の腫瘍関連

遺伝子が見つかる可能性が高い． 

これまでに我々は，マウスにおける精巣特異的 DNA メチル化領域や，皮膚腫瘍モデルマ

ウスにおける腫瘍組織特異的 DNA メチル化領域のヒト相同領域を，神経芽腫において検討

することによって新規予後規定因子となり得る候補遺伝子群を発見してきた（6-8）．これら

は，遺伝的背景や飼育環境，腫瘍の誘因がコントロールされたマウス検体から得られたデ

ータをもとにした解析は不均一性の高いヒト検体を用いたスクリーニングでは見落とされ

ている腫瘍関連遺伝子群の発見につながる可能性が高いという考えに基づいている．とく

に，皮膚腫瘍は神経芽腫と同じ外胚葉由来であることから，皮膚腫瘍モデルマウスの解析

より得られた候補遺伝子群はヒト神経芽腫関連遺伝子をスクリーニングする上での貴重な

ソースであると言える．しかし，これまでの解析では当該メチル化異常が遺伝子発現，さ

らには形質の変化に関与しているかどうか不明瞭であった．  

そこで我々は，2 段階化学発癌プロトコールに基づいて皮膚腫瘍モデルマウスを作製し，

その正常皮膚組織および皮膚腫瘍組織を用いて遺伝子発現解析とDNAメチル化解析を網羅

的に行った．これら 2 つの解析結果から，正常皮膚組織と比較し皮膚腫瘍組織において低
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発現かつ高メチル化状態であった領域を 4 領域（4 遺伝子），逆に高発現かつ低メチル化状

態であった領域を 51 領域（41 遺伝子）認めた．これらの遺伝子群の発現変化を正常組織と

腫瘍組織との間で比較したところ，DNA メチル化変化を伴うことが明らかになった．した

がって，これらの遺伝子群は癌の発生・進展に関与する腫瘍関連遺伝子群である可能性が

強く示唆された（9）．この 55 領域（45 遺伝子）のうち，ヒト相同領域を認め，CpG island

が 1kb 以内に位置し， 未だヒト神経芽腫で DNA メチル化異常の報告がない遺伝子は 16 領

域（16 個）であった．  

【目的】 

 皮膚腫瘍モデルマウスの解析より絞り込まれた腫瘍組織特異的DNAメチル化領域のヒト

神経芽腫への関与の可能性を実験的に検証することで，神経芽腫の新規腫瘍関連遺伝子を

探索する． 

【方法】 

 材料にはヒト神経芽腫細胞株（NB1，NB9，NB69，SK-N-SH），神経芽腫腫瘍検体 19 検

体，比較対照として正常副腎組織 3 検体を用いた．皮膚腫瘍モデルマウスを用いた解析か

ら絞り込まれた 16 個の遺伝子につき，まず Real-time RT-PCR で遺伝子発現解析を，次に

Sequenom MassARRAY® EpiTYPER™で DNA メチル化解析を行った．その結果絞り込まれた

遺伝子につき，培養系で脱メチル化剤 5-aza-2 deoxycytidine を用いて DNA メチル化による

遺伝子発現制御機構を解析した． 
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 2 群間の平均の差の検定は t 検定を用いて行った．遺伝子発現レベルと DNA メチル化レ

ベルの相関は Spearman の順位相関係数より求めた．P<0.05 を統計学的有意差があるとした． 

【結果】 

 前述の 16 個の遺伝子につき，ヒト神経芽腫細胞株を用いて遺伝子発現解析と DNA メチ

ル化解析を行った結果，TFAP2E が正常副腎組織と比較しすべての細胞株で有意（P<0.01）

に高発現であり，そのpromoter領域および intron 3領域のCpG islandはいずれも有意（P<0.01）

に高メチル化状態であった．TFAP2E につき神経芽腫腫瘍検体を用いて同様に解析したとこ

ろ，TFAP2E は正常副腎組織と比較し腫瘍検体で有意（P<0.01）に高発現であり，その promoter

領域および intron 3 領域の CpG island はいずれも有意（P<0.01）に低メチル化状態であった．

また，腫瘍検体の遺伝子発現レベルと DNA メチル化レベルの相関分析では，promoter 領域

の CpG island において有意（P<0.05）な正の相関を認めた（Spearman の順位相関係数 0.490）．

遺伝子発現レベルと DNA メチル化レベルに有意な相関を認めた promoter 領域の CpG island

について，培養系で脱メチル化剤 5-aza-2 deoxycytidine を用いて TFAP2E の発現制御機構を

解析したところ，5-aza-2 deoxycytidine 非添加群と比較し添加群で有意（P<0.01）に高発現・

低メチル化状態を示した．  

【考察】 

 2011 年までにヒト神経芽腫と DNA メチル化異常との関連についておよそ 75 の原著論文

が記載されている（10）．2000 年に初めて神経芽腫において caspase-8（以下，CASP 8）と
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DNA メチル化異常との関連が報告され（11），それ以降，神経芽腫において RAS-association 

domain family 1 isoform A（RASSF1A）（12）など CASP 8 以外のアポトーシス関連因子と

DNA メチル化異常との関連が相次いで報告された．  

 これまでに我々は，マウスにおける精巣特異的 DNA メチル化領域や，皮膚腫瘍モデルマ

ウスにおける腫瘍組織特異的 DNA メチル化領域のヒト相同領域を，神経芽腫において解析

することによって新規予後規定因子群を発見してきた（6-8）．これらの解析では当該メチ

ル化異常が遺伝子発現，さらには形質の変化に関与しているかどうか不明瞭であった．本

研究では，DNA メチル化変化だけでなく，その近傍の遺伝子の発現変化を伴う遺伝子を解

析の対象として抽出した．この点から，既存の報告と比較し，腫瘍の発生・進展に関与す

る腫瘍関連遺伝子を発見し得る可能性がより高いと考えられた． 

本研究の解析の結果，TFAP2E が正常副腎組織と比較してすべての細胞株で有意に高発現

であり，promoter 領域と intron 3 領域の CpG island はいずれも高メチル化状態であった．

TFAP2E は正常副腎組織と比較し腫瘍検体で有意（P <0.01）に高発現であり，promoter 領域

および intron 3 領域の CpG island はいずれも低メチル化状態であった．また，腫瘍検体の遺

伝子発現レベルと DNA メチル化レベルの相関分析では，promoter 領域の CpG island におい

て有意（P<0.05）な相関を認めた．メチル化レベルが細胞株と腫瘍検体とで逆を示す傾向はヒ

ト肺癌でも認められる（13）．腫瘍細胞を株化する際にメチル化レベルが一部変化するこ

とが知られており，理由のひとつであると考えられる（14）． 
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腫瘍検体の遺伝子発現レベルとDNAメチル化レベルに有意な相関を認めた promoter領域

の CpG island が TFAP2E の遺伝子発現を制御しているか脱メチル化剤 5-aza-2 deoxycytidine

を用いて解析したところ，5-aza-2 deoxycytidine 非添加群と比較し添加群で TFAP2E の遺伝

子発現が有意に高くなり，promoter 領域の CpG island の DNA メチル化レベルは有意に低下

した．TFAP2E は転写因子である transcription factor activator protein-2 epsilon をコードし，と

くに正常皮膚組織やケラトサイトで発現している（15）．腫瘍と DNA メチル化異常との関

連について現在までに大腸癌（16）および前立腺癌（17）で報告されている．前者では，

74 例中 38 例の大腸癌患者に TFAP2E の高メチル化状態を認めたが，メチル化レベルと既存

の予後因子と相関は認めなかった．また，この 74 例のうち 28 例の遺伝子発現を検討した

ところ，高メチル化状態であった 12 例で低発現を認めた．さらに，TFAP2E の下流に存在

し TFAP2E によって down regulation されている Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 4

（DKK4）の遺伝子発現が TFAP2E の脱メチル化により亢進し fluorouracil の感受性が亢進し

たことから，大腸癌における TFAP2E の高メチル化状態が fluorouracil の抵抗性に関与して

いることが示唆されている．後者では，腫瘍生検で陰性と判定された前立腺癌患者におい

て尿中の TFAP2E の DNA メチル化の検出が診断に有用であり，バイオマーカーとしての有

用性が示唆されているが，TFAP2E の発現については言及していない．本研究では，TFAP2E

は正常副腎組織と比較し腫瘍検体で有意に高発現であることからヒト神経芽腫の腫瘍関連
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遺伝子である可能性が示唆され，その遺伝子発現は promoter 領域の CpG island の DNA メチ

ル化により制御を受けている可能性が示唆される． 

【結語】 

 TFAP2E はヒト神経芽腫の新規腫瘍関連遺伝子であり，その遺伝子発現は promoter 領域に

存在する CpG island の DNA メチル化により制御を受けている可能性が示唆される．  
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