
1 
 

（様式１０）                                   

【16ck0106011ｊ0003】 

平成 29年  5月  24日 

 

平成 28 年度医療研究開発推進事業費補助金 

（革新的がん医療実用化研究事業）成果報告書 

 

I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語）平成２８年度医療研究開発推進事業（革新的がん医療実用化研究事業） 

      （英 語）Practical Research for Innovative Cancer Control 

 

補助事業課題名： （日本語）「なぜ遺伝子変異なしでがんができるか″：その分子基盤解明と標的 
探索」 

      （英 語）Why nueroblastoma tumorigenesis occurs without genetic  

abnormalities: Study of the molecular mechanism and screening of 

the target molecules 

 

補助事業担当者  （日本語）埼玉県立がんセンター 臨床腫瘍研究所 所長 上條 岳彦 

所属 役職 氏名： （英 語）Takehiko Kamijo, MD, Ph. D, Director, Research Institute for 

 Clinical Oncology, Saitama Cancer Center 

      

実 施 期 間： 平成 28年 4月 1日 ～ 平成 29年 3月 31日 

 

分担研究     （日本語）ヒト神経芽腫がん幹細胞の Transcriptome 解析・エピゲノム解析・プロ

テオーム解析 

分担課題名：  （英 語）Transcriptome and Epigenome analysis of human neuroblastoma Cancer  

Stem cells 

 

補助事業分担者   （日本語）埼玉県立がんセンター 臨床腫瘍研究所 所長 上條 岳彦 

所属 役職 氏名： （英 語）Takehiko Kamijo, MD, Ph. D, Director, Research Institute for  

Clinical Oncology, Saitama Cancer Center 

 

分担研究     （日本語）マウス神経芽腫がん幹細胞および腫瘍検体のトランスクリプトームの

epigenome 解析 

開発課題名：     （英 語）Epigenome analysis of transcriptome acquired from murine 

neuroblastoma stem cells and tumor tissues 

     

研究開発分担者   （日本語）名古屋大学大学院医学系研究科 教授 門松健治 

所属 役職 氏名： （英 語）Nagoya University Graduate School of Medicine, Professor, Kenji 

Kadomatsu 
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分担研究     （日本語）ヒト・マウス神経芽腫におけるエピゲノム解析 

分担課題名：  （英 語）Epigenome analysis of human and mouse neuroblastoma 

     

補助事業分担者   （日本語）国立研究開発法人国立がん研究センター研究所 エピゲノム解析分野 
分野長 牛島 俊和 

所属 役職 氏名： （英 語）National Cancer Center Research Institute, Division of Epigenomics, 

chief, Toshikazu Ushijima 

 

分担研究     （日本語）神経芽腫腫瘍検体の proteome 解析 

開発課題名：  （英 語）Proteome analysis of human neuroblastoma samples 

     

研究開発分担者   （日本語）難治進行がん研究分野 分野長 堺隆一 

所属 役職 氏名： （英 語）Division of Refractory and Advanced Cancer, Chief, Ryuichi Sakai 

 

研究開発課題名： （日本語）神経芽腫腫瘍検体の NGSによるゲノム変異の網羅的解析 

開発課題名：  （英 語）Comprehensive analysis of genetic changes in neuroblastoma using  

next generation sequencing (NGS) 

       

研究開発担当者  （日本語）国立大学法人東京大学大学院医学系研究科 准教授 滝田順子 

所属 役職 氏名： （英 語）Junko Takita, Associate Professor, Graduate School of Medicine and 

Faculty of Medicine, The University of Tokyo 

 

分担研究     （日本語）JCCG神経芽腫委員会（JNBSG）の神経芽腫臨床データの解析と基礎研究

者への提供 

分担課題名：  （英 語）Clinical data analysis of JNBSG neuroblastoma patients and sharing  

with basic scientists 

 

補助事業分担者   （日本語）京都府立医科大学小児外科・教授 田尻 達郎 

所属 役職 氏名： （英 語）Tatsuro Tajiri, Professor, Department of Pediatric Surgery, Kyoto 

Prefectural University of Medicine 

 

分担研究     （日本語）JCCG神経芽腫委員会（JNBSG）の神経芽腫臨床データの解析と基礎研究

者への提供 

分担課題名：  （英 語）Clinical data analysis of JNBSG neuroblastoma patients and sharing  

with basic scientists 

 

補助事業分担者   （日本語）地方独立行政法人佐賀県医療センター好生館 理事長中川原章 

所属 役職 氏名： （英 語）Akira Nakagawara, CEO, SAGA-KEN, Medical Center KOSEIKAN 

 

分担研究     （日本語）ヒト神経芽腫がん幹細胞の Transcriptome 解析・エピゲノム解析・プロ

テオーム解析 

分担課題名：  （英 語）Transcriptome and Epigenome analysis of human neuroblastoma Cancer  

Stem cells 
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補助事業分担者   （日本語）埼玉県立がんセンター 臨床腫瘍研究所 主幹 大平美紀 

所属 役職 氏名： （英 語）Miki Ohira Ph. D, Senior Chief Researcher, Research Institute for  

Clinical Oncology, Saitama Cancer Center 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
神経芽腫におけるエピゲノム・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、 “遺伝子変異を伴わないがん”の発が

ん分子機構を解明することを目的として、特にがん難治化の Key となるがん幹細胞モデルの

Tumor Sphere を用いて研究を行った。その結果神経芽腫特に MYCN 増幅群腫瘍の発がん・難

治化に、エピゲノムを制御するポリコーム PRC2 のヒストンメチルトランスフェラーゼ EZH2 が

重要な役割を果たしていることが判明した。今後は臨床試験が海外で試行中の EZH2 阻害剤、わ

が国で開発中のEZH1/EZH2阻害剤の神経芽腫新規治療へのProof of Conceptを獲得すべくさら

に検討したい。 
 
（上條岳彦、大平美紀、牛島俊和） 

ヒト神経芽腫がん幹細胞の Transcriptome 解析・エピゲノム解析・プロテオーム解析： 
ヒト神経芽腫トランスクリプトーム解析は、４種類のスフェア化前後の神経芽腫細胞株、iPS 細

胞とそこから樹立された神経堤細胞をまず行い、その結果スフェア形成に相関が見られた候補遺

伝子群のうち４種類（CD133、CDX1、CXX1、EZH2）について、強制発現細胞株あるいは発現

抑制細胞株の発現解析を行った。これらの GSEA、パスウェイ解析等から、神経芽腫スフェア形

成時や EZH2 阻害剤により影響を受ける遺伝子発現ネットワークの一部が明らかになった。ヒト

神経芽腫臨床材料、神経芽腫細胞株、 iPS 細胞、iPS から分化させた神経堤細胞等のゲノム網羅

的な DNA メチル化パターンについて解析を行った。ヒト神経芽細胞腫細胞株は、他のがん種の

細胞株とは異なる CpG メチル化プロファイルを示すことを見出した。また、iPS 細胞、神経堤細

胞で高度にメチル化され、神経芽腫では中間、正常副腎では低メチル化となる一群の CpG アイ

ランド(CGI)を見出した。神経芽腫はこれらの CGI の脱メチル化が十分に行われたものと不十分

なものとの 2 群に分けられ、予後との関連が示唆された。これらの結果は CXX1 解析については

ONCOTARGET に投稿し、revise 中である。また、EZH2 の神経芽腫における機能解析と発現

解析については、投稿中である。CDX1 については、投稿準備中である。この結果我々は神経芽

腫の“遺伝子変異を伴わない発がん”の機構を今回の班研究で解析し、ポリコームが重要な役割

を果たしていることをがん幹細胞モデルから明らかにした。 
 
（門松健治、牛島俊和） 
①がん発生早期のエピゲノム変化のがん発生への寄与の評価 

・ 正常神経芽細胞由来スフェアのトランスフォーム 
 正常な神経芽細胞由来の野生型スフェアに対して Ezh2 を強制発現させ、継代可能になるかど

うかを指標にしてトランスフォーム表現型を検討した。その結果、MYCNを発現させると継代可能

になったのに対して、Ezh2 の発現では変化はなく、MYCNと Ezh2 を共発現させた場合にも、相乗

効果は認められなかった。MYCN はトランスフォームに十分であるのに対して、Ezh2はそうでは

ないことが示唆される。 

・ TH-MYCN マウスに対する Ezh2 阻害剤の治療効果検討 
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 TH-MYCNマウスの homozygote（100%神経芽腫を発症して 7-8週齢で死亡する）に対して、Ezh2

阻害剤の全身投与が治療効果を発揮するかどうかを検討した。一定期間投与を継続した後に腫瘍

の大きさを確認したところ、有意な縮小が認められた。Ezh2はトランスフォームに十分な分子で

はないものの、治療の標的としては極めて有効であり、エピゲノム制御因子として、発がんシグ

ナルのヒエラルキーの上位に位置すると考えられる。 

 

②MYCN 増幅との合成致死遺伝子の検証 

・ MYCN 増幅との合成致死遺伝子 VRK1 ノックダウン時の分子動態 
 神経芽腫細胞株において VRK1 をノックダウンした場合、MYCN が増幅しており、かつ p53
が野生型である細胞株において特異的に細胞増殖が抑制され、そのメカニズムはアポトーシスの

誘導であることを見出した。神経芽腫の初発細胞は p53 に変異がほとんど入っていないことが知

られており、その治療に VRK1 標的による合成致死誘導を適用できる可能性が考えられる。 
（堺隆一） 

神経芽腫細胞において ALK と結合するチロシンリン酸化蛋白質を質量分析により次々に同定

して得られた蛋白質のうち、Flotillin-1（FLOT1）は神経芽腫においては ALK と選択的に結合

し、エンドサイトーシスを介して ALK 蛋白質の分解に関わること、FLOT1 の発現低下により

ALK 蛋白質の安定性が増すことが神経芽腫のがん化シグナルの増強に関わることを示した。実際、

FLOT1 の発現量の低いことが神経芽腫の予後不良と関わることも認められた。 
 また神経芽腫で ALK がチロシンホスファターゼ SHP2 と複合体を形成していることを明らか

にした。この両者の結合は ALK のチロシンキナーゼ活性に依存しており、ALK が活性化した

NB39-nu 細胞をクリゾチニブのような ALK 阻害剤で処理すると、SHP2 の 540 番と 580 番のチ

ロシン残基でのリン酸化を抑制することを観察した。更にドッキング分子 ShcC のノックダウン

により ALK と ShcC の結合が抑制されたことから、両者の結合が ShcC を介していることが示唆

された。Shp2 ホスファターゼの阻害剤 PHPS1 の処理により、NB39-nu 細胞の ERK1/2 の活性

や、増殖能・運動能が低下した。以上の事より SHP2 と ALK の相互作用が神経芽腫の進展に重

要な役割を果たしていることが示唆された。 
 これらの結合分子により安定化して活性化した ALKは in vitroで神経芽腫に ALK阻害剤に対す

る感受性を誘導することから、臨床症例でも FLOT1の発現が低く、ShcC、Shp2 の発現やリン酸化

の高い症例では、ALK 阻害剤への感受性が亢進して治療に有効である可能性があり、マウスモデ

ルによる検証を行っていく。 

 
（滝田順子） 
神経芽腫は小児の難治性固形腫瘍の代表であり、小児がん関連死の約 15%W を占める。MYCN
の増幅、ALK の変異・増幅や 1 番染色体短腕(1p)のヘテロへ都合性の消失(LOH)、17 番染色体

長腕(17q)の増加が報告されているが、ゲノム異常の全体像は明らかになっていない。そこで、神

経芽腫 500 例の臨床検体を用いて、神経芽腫関連遺伝子 10 個のターゲットキャプチャーシーケ

ンス、SNP アレイを用いた網羅的ゲノムコピー数解析を行った。その結果、神経芽腫は、ゲノム

異常の特性により 6 つのサブグループに分類されることが判明し、これらのサブグループは臨床

的特徴とよく相関することが明らかとなった。サブグループは以下の通りである。グループ A 
(ALK異常を伴う群)、グループB (他の遺伝子変異を伴う群)、グループC (MYCN増幅を伴う群)、
グループ D (11q LOH を伴う群)、グループ E (少なくとも 1 か所のゲノムコピー数の変化を伴う

群)およびグループ F (サイレント群)。グループ A から D は予後不良であり、グループ E、F は

予後良好であった。また、ALK 異常は 46 例(約 10%)に見出され、これらの例は、MYCN 増幅の
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有無によって遺伝学的特性の異なる 2 群に分類されることが判明した。 
（田尻達郎,中川原章） 
本邦全体の神経芽腫の臨床情報と分子遺伝情報を併合したデータベースの作成に関して、88 施設

に調査ファイルを送付し、81 施設から回収、対象症例 2104 例中、1830 例が回収可能であった。

平成 26 年度末までに千葉県がんセンターが JNBSG 施設から回収した臨床情報とデータの統合

を行った結果、集計解析作業が可能な症例は、1923 例であった。27 年度から解析を開始し、年

齢、病期、原発部位、転移部位、病理組織分類、晩期合併症、全生存率、無病生存率の一次解析

を行った。平成 28 年度は、詳細なゲノム解析データの存在する 500 例を中心にデータクリーン

アップを行っている。 
 
（大平美紀、中川原章、上條岳彦） 
神経芽腫腫瘍検体の aCGH によるゲノム変異の網羅的解析 
 
これまでに JNBSG 関連 81 施設から回収した 1923 例について、フォローアップデータのクリー

ニングと一時解析等を行った（中川原、田尻らとの共同）。これらのうち、腫瘍 DNA が使用可能

な 525 例についてアレイ CGH によるゲノムコピー数解析を完了した。MYCN 非増幅では、ゲノ

ム分類における Ps 群（染色体部分欠失タイプ）が最も予後不良であり、1p 欠失、11q 欠失のど

ちらか一方を伴う群の全生存率は 46%と低い一方で、どちらも伴わない群は全生存率 80%と良好

であった。また、全体の 5%足らずではあるが、1p 欠失、11q 欠失の両方を伴う Ps 群は全生存

率は 27%と低く、Pa 群（MYCN 増幅タイプ、全生存率は 47%）より予後不良であることが示さ

れた。Pa 群においても 1p 欠失、11q 欠失の両方を伴う症例は特に予後不良であり、これらのサ

ブグループがいわゆる超高リスクであることが示唆された。 
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Neuroblastoma (NB) is the second most common pediatric solid malignant tumor derived 
from the sympathetic nervous system. The overall prognosis of patients with NB has 
markedly improved; however, unlike many childhood malignancies for which survival has 
been improved by recent therapies, high-risk NB is still one of the most difficult tumors to 
cure, with only 40% of patients achieving long-term survival despite intensive multimodal 
therapy. We performed the transcriptome and epigenome analysis of NB Cancer Stem Cell 
model tumor sphere in human NB cells and mouse NB cells. Comprehensive molecular 
studies have led to an emerging understanding of the role of chromatin regulator molecules 
in tumor development and aggressiveness. EZH2, a histone methyl transferase subunit of 
polycomb repressor complex 2, is markedly expressed and mutated in several forms of many 
tumors. We investigated the roles of EZH2 in neuroblastoma (NB) and demonstrated that 
EZH2 high expression correlated to unfavorable prognosis and MYCN amplification in NB. 
EZH2 inhibitors effectively suppressed MYCN-transgenic mouse NB development. Further, 
EZH2-depletion-related NB cell differentiation was studied by integrative methylome, 
transcriptome, and chromatin immunoprecipitation assays using NB cell lines and clinical 
samples. These clarified that the NTRK1 P1 and P2 promoter regions were regulated 
differently by DNA methylation and EZH2-related histone modifications. The depletion and 
inhibition of EZH2 successfully induced NTRK1 transcripts and functional proteins. 
Collectively, these results indicate that EZH2 plays important roles in preventing the 
differentiation of NB cells. 
 
（Takehiko Kamijo, Miki Ohira, Toshikazu Ushijima） 
Epigenome analysis of transcriptome acquired from murine neuroblastoma stem cells and 
tumor tissues 
 

Recent comprehensive molecular studies have led to an emerging understanding of the role of 
chromatin regulator molecules in tumor development and aggressiveness. EZH2, a histone 
methyl transferase subunit of polycomb repressor complex 2, is markedly expressed and 
mutated in several forms of many tumors. We herein investigated the roles of EZH2 in 
neuroblastoma cell differentiation and demonstrated that NTRK1 (TrkA) is one of the 
EZH2-related epigenetic suppression targets and also that the depletion/inhibition of EZH2 
induces the de-repression of NTRK1. Our integrative methylome, transcriptome, and 
chromatin immunoprecipitation assays using NB cell lines and clinical samples clarified that 
the NTRK1 P1 and P2 promoter regions were regulated differently by DNA methylation and 
EZH2-related histone modifications. The NTRK1 transcript variants 1/2, which were 
regulated by EZH2-related H3K27me3 modifications at the P1 promoter region, were 
strongly expressed in favorable, but not unfavorable NB. The depletion and inhibition of 
EZH2 successfully induced NTRK1 transcripts and functional proteins. Collectively, these 
results indicate that EZH2 plays important roles in preventing the differentiation of NB cells 
and also that EZH2-related NTRK1 transcriptional regulation may be the key pathway for 
NB cell differentiation. 
Despite the use of aggressive therapy, survival rates among high-risk neuroblastoma (NB) 
patients remain poor. Cancer stem cells (CSCs) are considered to play important roles in the 
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recurrence and metastasis of NB and are isolated as NB spheres. 
The overexpression of CFC1 increased sphere formation, cell growth, and colony formation. 
These phenotypes particularly sphere formation, and xenograft tumor formation were 
significantly suppressed by the knockdown of CFC1. CFC1 suppressed Activin A-induced NB 
cell differentiation and Smad2 phosphorylation in NB cell lines, indicating its roles in 
tumorigenesis related to EGF-CFC co-receptor family molecule pathways. Collectively, these 
results indicate that CFC1 is a candidate molecule for the development of CSC-targeted 
therapy for NB. 
 
 
（Kenji Kadomatsu, Toshikazu Ushijima）  

Involvement of the epigenetic alterations on early tumorigenesis 
•Transformation of normal sphere cells derived from wild-type mice 
  Ezh2 was overexpressed in normal sphere cells derived from wild-type mice, and their 
passage ability, as a phenotype of transformation, was examined. As a result, although the 
MYCN expression resulted in the generation of passageable sphere cells, the sphere cells 
expressing exogenous Ezh2 could not be passaged. In addition, there was no additional 
effect in Ezh2 expression together with MYCN. These results suggest that Ezh2 is not 
sufficient for transformation, whereas MYCN is. 
•Therapeutic effect of Ezh2 inhibitor on TH-MYCN homozygote mice 
We systemically administrated (i.p.) Ezh2 inhibitor to TH-MYCN homozygote mice. After 
daily administration for the particular period, the tumor sizes were significantly decreased. 
Although Ezh2 might not be an essential factor for transformation, its inhibition must be a 
potent tool to treat neuroblastoma. Ezh2, as an important epigenetic regulator, would 
function at the superior hierarchy of neuroblastoma tumorigenesis. 
 
Synthetic lethality with MYCN amplification 
•The knockdown of VRK1, a synthetic lethal gene with MYCN amplification 
  The knockdown of VRK1 specifically suppressed growth of MYCN-amplified and 
p53-wild-type neuroblastoma cells, whose mechanism would be induction of apoptosis. 
Because it has been reported that primary neuroblastomas rarely possessed p53 mutation, 
the VRK1 could be a potent target of synthetic lethality-based therapy against them. 
 

（Ryuichi Sakai） 
Phosphotyrosine-containing proteins associated with ALK were investigated. Flotillin-1 

(FLOT1) was identified as a binding partner of ALK that undergoes ALK-dependent tyrosine 
phosphorylation. Knockdown of FLOT1 in neuroblastoma cells caused membrane 
accumulation of ALK, which resulted in activation of ALK and downstream signals. 
Suppression FLOT1 expression also enhanced oncogenic properties of neuroblastoma cells 
both in vitro and in vivo. It was also confirmed that lower levels of FLOT1 in tumors were 
significantly associated with poor prognosis of neuroblastoma patients. 

During the screening of phosphotyrosine-containing proteins associated with ALK in 
neuroblastoma cells, we identified SHP2 as one of the binding partners of ALK. 
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Immunoprecipitation study revealed binding of SHP2 with ALK by ALK activity-dependent 
manner and knockdown of ALK or inhibition of kinase activity of ALK by ALK inhibitors 
suppressed phosphorylation of SHP2 at Tyr540 and Tyr580 in NB-39-nu neuroblastoma cells 
which have ALK addiction. In addition, knockdown of ALK-binding docking protein ShcC 
resulted in decrease of ALK-SHP2 interaction. On the other hands, treatment of SHP2 
inhibitor PHPS1 or knockdown of SHP2 resulted in down-regulation of ERK1/2 activation, 
proliferation and migration of NB-39-nu cell. However, phosphorylation of ALK was 
up-regulated by inhibition or knockdown of SHP2. These results suggest that interaction 
between ALK and SHP2 plays significant role in the regulation of oncogenesis of the 
neuroblastoma cells. 
 Activation and stabilization of ALK by these ALK binding molecules appear to induce 
sensitivity to the ALK inhibitors of neuroblastoma cells in vitro. It is indicated that ALK 
inhibitors might be applicable to the neuroblastoma patient without ALK gene alteration 
depending on the condition of the FLOT1, SHP2 and ShcC expression, which should be 
validated by mouse models. 
 
（Junko Takita） 
To provide better insight into the genetic signatures of neuroblastomas and access their 
clinical impact we analyzed 500 neuroblastomas (included specimens from Japanese 
Neuroblastoma Study Group) using targeted deep sequencing for 10 actionable genes and 
SNP arrays analysis. ALK expression was evaluated using immunohistochemical analysis in 
259 samples. Based on genetic alterations, the following 6 genetic subgroups were identified: 
groups A (ALK abnormalities), B (other gene mutations), C (MYCN amplification), D (11q loss 
of heterozygosity [LOH]), E (at least 1 copy number variants), and F (no genetic changes). 
These subgroups were well correlated with clinical characteristics. Groups A to D showed 
advanced disease and poor prognosis, whereas groups E and F showed excellent prognosis. 
Intriguingly, based on the MYCN status, group A has been further divided into 2 subgroups, 
which were well correlated with copy number alterations. Our comprehensive genetic 
overview clarifies the clinical impact of genetic signatures in neuroblastoma. 
 
（Tatsurou Tajiri, Akira Nakagawara） 
For the purpose of creating the integrated database between the clinical features and 
molecular&genome information, we had send with survey file to 88 institutes, 81 of which 
returned us them. As a result, 1830 cases out of 2104 examined in this study were available. 
Moreover, this database was combined with the data which were collected from JNBSG 
participating institutes by Chiba Cancer Center until 2014. Finally, 1923 cases were 
analyzable in this study. 
From 2015, we have started to analyze follow-up data according to the INRG queries (age, 
stage, primary site, metastatic site, pathological classification, late complication, overall 
survival, disease free survival). In 2016, we had cleaned data with focus on 500 cases having 
the detailed genome information. 
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(Miki Ohira, Akira Nakagawara, Takehiko Kamijo) 
In this study, we collected follow-up data for 1,923 neuroblastoma cases diagnosed in 81 
hospitals as a cooperative effort of the Japan Neuroblastoma Study Group (JNBSG). 
Array CGH was conducted with 525 cases and clinical relevance of each genome 
signature was assessed with the updated follow-up data. Tumors were sub-grouped into 
three genomic groups (GGs): silent (S), partial (P) and whole (W), which were further 
segregated by MYCN amplification (a: MYCN-amp, s: MYCN single copy), 1p-loss, 
11q-loss and 17q-gain. GG-Ps with either 1p-loss or 11q-loss showed unfavorable 
prognosis with overall survival rate (SR) of 46%, whereas GG-Ps without both 1p-loss 
and 11q-loss showed SR of 80%. Ps and Pa accompanying both 1p-loss and 11q-loss 
exhibited ultra-high risk phenotype with SR of 27% and 35%, respectively. The results 
suggested that array CGH-based GG subgrouping will be useful for the tumor risk 
classification. 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発分担者による報告の場合 
研究開発代表者：埼玉県立がんセンター 臨床腫瘍研究所 所長 上條岳彦 総括研究報告を参照。 
 
神経芽腫細胞においてALKと結合するチロシンリン酸化蛋白質を質量分析により次々に同定して

得られた蛋白質のうち、Flotillin-1（FLOT1）は神経芽腫においては ALK と選択的に結合し、エン

ドサイトーシスを介して ALK 蛋白質の分解に関わること、FLOT1 の発現低下により ALK 蛋白質の

安定性が増すことが神経芽腫のがん化シグナルの増強に関わることを示した。実際、FLOT1 の発現

量の低いことが神経芽腫の予後不良と関わることも認められた。 
 また神経芽腫でALKがチロシンホスファターゼSHP2と複合体を形成していることを明らかにし

た。この両者の結合は ALK のチロシンキナーゼ活性に依存しており、ALK が活性化した NB39-nu
細胞をクリゾチニブのような ALK 阻害剤で処理すると、SHP2 の 540 番と 580 番のチロシン残基

でのリン酸化を抑制することを観察した。更にドッキング分子 ShcC のノックダウンにより ALK と

ShcC の結合が抑制されたことから、両者の結合が ShcC を介していることが示唆された。Shp2 ホ

スファターゼの阻害剤 PHPS1 の処理により、NB39-nu 細胞の ERK1/2 の活性や、増殖能・運動能

が低下した。以上の事より SHP2 と ALK の相互作用が神経芽腫の進展に重要な役割を果たしている
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ことが示唆された。 
 これらの結合分子により安定化して活性化した ALKは in vitroで神経芽腫に ALK阻害剤に対する

感受性を誘導することから、臨床症例でも FLOT1 の発現が低く、ShcC、Shp2 の発現やリン酸化の高

い症例では、ALK阻害剤への感受性が亢進して治療に有効である可能性があり、マウスモデルによる

検証を行っていく。 

 
 

Phosphotyrosine-containing proteins associated with ALK were investigated. Flotillin-1 
(FLOT1) was identified as a binding partner of ALK that undergoes ALK-dependent tyrosine 
phosphorylation. Knockdown of FLOT1 in neuroblastoma cells caused membrane accumulation 
of ALK, which resulted in activation of ALK and downstream signals. Suppression FLOT1 
expression also enhanced oncogenic properties of neuroblastoma cells both in vitro and in vivo. It 
was also confirmed that lower levels of FLOT1 in tumors were significantly associated with poor 
prognosis of neuroblastoma patients. 

During the screening of phosphotyrosine-containing proteins associated with ALK in 
neuroblastoma cells, we identified SHP2 as one of the binding partners of ALK. 
Immunoprecipitation study revealed binding of SHP2 with ALK by ALK activity-dependent 
manner, and knockdown of ALK or inhibition of kinase activity of ALK by ALK inhibitors 
suppressed phosphorylation of SHP2 at Tyr540 and Tyr580 in NB-39-nu neuroblastoma cells 
which have ALK addiction. In addition, knockdown of ALK-binding docking protein ShcC 
resulted in decrease of ALK-SHP2 interaction. On the other hands, treatment of SHP2 inhibitor 
PHPS1 or knockdown of SHP2 resulted in down-regulation of ERK1/2 activation, proliferation 
and migration of NB-39-nu cell. However, phosphorylation of ALK was up-regulated by 
inhibition or knockdown of SHP2. These results suggest that interaction between ALK and 
SHP2 plays significant role in the regulation of oncogenesis of the neuroblastoma cells. 
 Activation and stabilization of ALK by these ALK binding molecules appear to induce 
sensitivity to the ALK inhibitors of neuroblastoma cells in vitro. It is indicated that ALK 
inhibitors might be applicable to the neuroblastoma patient without ALK gene alteration 
depending on the condition of the FLOT1, SHP2 and ShcC expression, which should be validated 
by mouse models. 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発分担者による報告の場合 
研究開発代表者：埼玉県立がんセンター・臨床腫瘍研究所・上條岳彦 総括研究報告を参照。 
 

①がん発生早期のエピゲノム変化のがん発生への寄与の評価 

・ 正常神経芽細胞由来スフェアのトランスフォーム 
 正常な神経芽細胞由来の野生型スフェアに対して Ezh2 を強制発現させ、継代可能になるかどう

かを指標にしてトランスフォーム表現型を検討した。その結果、MYCN を発現させると継代可能に

なったのに対して、Ezh2の発現では変化はなく、MYCN と Ezh2 を共発現させた場合にも、相乗効果

は認められなかった。MYCNはトランスフォームに十分であるのに対して、Ezh2 はそうではないこ

とが示唆される。 

・ TH-MYCN マウスに対する Ezh2 阻害剤の治療効果検討 

 TH-MYCNマウスの homozygote（100%神経芽腫を発症して 7-8週齢で死亡する）に対して、Ezh2

阻害剤の全身投与が治療効果を発揮するかどうかを検討した。一定期間投与を継続した後に腫瘍の

大きさを確認したところ、有意な縮小が認められた。Ezh2はトランスフォームに十分な分子では

ないものの、治療の標的としては極めて有効であり、エピゲノム制御因子として、発がんシグナル

のヒエラルキーの上位に位置すると考えられる。 
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②MYCN 増幅との合成致死遺伝子の検証 

・ MYCN 増幅との合成致死遺伝子 VRK1 ノックダウン時の分子動態 
 神経芽腫細胞株において VRK1 をノックダウンした場合、MYCN が増幅しており、かつ p53 が

野生型である細胞株において特異的に細胞増殖が抑制され、そのメカニズムはアポトーシスの誘導

であることを見出した。神経芽腫の初発細胞は p53 に変異がほとんど入っていないことが知られ

ており、その治療に VRK1 標的による合成致死誘導を適用できる可能性が考えられる。 
 
Involvement of the epigenetic alterations on early tumorigenesis 

•Transformation of normal sphere cells derived from wild-type mice 
  Ezh2 was overexpressed in normal sphere cells derived from wild-type mice, and their 

passageability, as a phenotype of transformation, were examined. As a result, although the 
MYCN expression resulted in the generation of passageable sphere cells, the sphere cells 
expressing exogenous Ezh2 could not be passeged. In addition, there was no additional effect in 
Ezh2 expression together with MYCN. These results suggest that Ezh2 is not sufficient for 
transformation, whereas MYCN is. 

•Therapeutic effect of Ezh2 inhibitor on TH-MYCN homozygote mice 
We systemically administerated (i.p.) Ezh2 inhibitor to TH-MYCN homozygote mice. After 
daily administration for the particular period, the tumor sizes were significantly decreased. 
Although Ezh2 might not be an essential factor for transformation, its inhibition must be a 
potent tool to treat neuroblastoma. Ezh2, as an important epigenetic regulator, would function 
at the superior hierarchy of neuroblastoma tumorigenesis. 

 
Synthetic lethality with MYCN amplification 

•The knockdown of VRK1, a synthetic lethal gene with MYCN amplification 
  The knockdown of VRK1 specifically suppressed growth of MYCN-amplified and 

p53-wild-type neuroblastoma cells, whose mechanism would be induction of apoptosis. Because 
it has been reported that primary neuroblastomas rarely possessed p53 mutation, the VRK1 
could be a potent target of synthetic lethality-based therapy against them. 
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