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代表的な略語一覧 

 

PPB, pleuropulmonary blastoma	 胸膜肺芽腫 

RMS, rhabdomyosarcoma	 横紋筋肉腫 

ARMS, alveolar rhabdomyosarcoma	 胞巣型横紋筋肉腫 

ERMS, embryonal rhabdomyosarcoma	 胎児型横紋筋肉腫 
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要旨 

	 難治性小児固形腫瘍の分子病態を解明するために散発性胸膜肺芽腫(PPB)と

横紋筋肉腫(RMS)につき統合的ゲノム解析を行った。PPBでは、11/12例が

DICER1変異を有し、その約 70%は DICER1の両アレル異常を伴っていた。

DICER1の機能異常による microRNAの不均衡が散発性 PPBの腫瘍発症に関与

していると考えられた。RMSにおいては、組織型、遺伝子異常と相関する DNA

メチル化情報に基づいた新規病型分類を見出した。この分類により胞巣型に比

し予後良好とされる胎児型の中で、極めて予後不良の一群を抽出した。この新

規病型分類を臨床に応用することで、RMSの予後の改善が期待される。 
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序文 

	 小児における固形腫瘍の治療成績は集学的治療法の進歩により改善されては

いるものの、特に発生頻度の低い疾患においては、いまだ標準治療が確立され

ておらず、依然予後の改善はみられていない。一方、近年の分子遺伝学的な解

析による新規治療薬の開発は目覚ましく、例えば EML-ALK転座陽性例の非小細

胞肺癌では、EML4-ALK変異が報告されてから(1)、わずか 4年後に ALK阻害剤

であるクリゾチニブが承認され、劇的な効果が報告されている(2)。このように

網羅的なゲノム解析技術を用いて、腫瘍発症の原因となるゲノム異常を発見す

ることは新規治療薬の開発に直接結びつくことが期待される。しかしながら、

このような解析は症例数の多い疾患で行われ、稀な小児腫瘍性疾患においては

解析が十分に進められていないのが現状である。また、小児腫瘍は成人腫瘍に

比し、発症年齢が低いことから多段階発がんではなく、少数の遺伝子変異から

構成される共通の遺伝学的基盤をもとに発症していることが予想され、解析を

行う意義は深い。さらに小児では治療成績の向上により、長期生存が得られた

場合、特に成長障害、臓器機能障害、不妊など、晩期障害が重要な課題であり、

分子病態に立脚した治療の最適化は、小児腫瘍患者の治癒率改善と重篤な副作

用や晩期障害の回避に重要といえる。そこで、本研究においては小児腫瘍の中

でも稀であり、かつ難治性である胸膜肺芽腫（Pleuropulmonary blastoma; PPB）

と横紋筋肉腫(Rhabdomyosarcoma; RMS)に着目し、分子病態の解明を試みた。 

	 PPBは 5歳以下の乳幼児に好発する極めて稀な小児肺腫瘍であり、進行性の

経過を辿り全摘不能であった症例の予後は極めて不良である(3)。腫瘍性疾患の

家族歴を持つことがあり、同胞での PPB発症例も知られている(4)。また、家族
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性の PPB家系におけるゲノム解析では、その原因として RNAリボヌクレアーゼ

IIIである DICER1の生殖細胞変異が報告された(5)。生殖細胞系列に DICER1変

異を有する症例は DICER1症候群とも呼ばれ、PPB以外にも家族性に腫瘍性疾

患を発症する事が知られている(6)。miRNAは遺伝子の転写後発現調整に関わっ

ており、その産生においては DICER1が必須となる(7)。DICER1には重要な機

能ドメインとして、RNase IIIaドメインと IIIbドメインが存在し、miRNA前駆

体を切断し、成熟 miRNAを産生する機能をもつ(8)。過去に PPBにおいて報告

されていた DICER1変異は、ほぼすべてナンセンス変異もしくは挿入欠失変異

であり、DICER1のハプロ不全が原因として考えられている(5, 6)。しかし、

DICER1の片アレルを喪失させたマウスモデルでは PPBやその他の腫瘍を発生

しないと報告されており(6, 9)、DICER1のハプロ不全のみでは腫瘍発生に不十

分であることが示唆される。また、家族歴のない散発性 PPBにおいてはゲノム

解析の報告はなく、家族性 PPBとの分子遺伝学的な病態の違いは十分に解明さ

れていない。 

	 RMS は未分化間葉系細胞から発生する悪性腫瘍であり、軟部肉腫の中では最も

頻度が高いが(10)、小児悪性腫瘍全体のわずか 3%程度である(11, 12)。RMSは組織

型として胎児型(Embryonal RMS; ERMS)と胞巣型(Alveolar RMS; ARMS)に大別され

るが、60%がERMS、25%がARMSであり、それ以外は混合型や分類不能型が含まれ

る(13, 14)。近年の化学療法の進歩により、転移を認めない症例では 75%以上の生存

が得られるが(15)、転移もしくは再発例では 5年生存率は 30%未満となる(16)。ARMS

はERMSに比べ予後は悪く、約70%にPAX3-FOXO1もしくはPAX7-FOXO1融合遺伝

子が検出される(17, 18)。ERMS は比較的予後はよいことが知られ、分子遺伝学的な
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異常としては、11p15領域のヘテロ接合性喪失が多いとされるが(10, 19)、それ以外の

異常は十分に知られていない。また遺伝子変異としては、TP53変異(20)、RAS関連の

変異(21)、PIK3CA変異や CTNNB1変異(22)などが報告されていたが、次世代シーケ

ンサーを用いた網羅的ゲノム解析により、FGFR4 経路の異常も報告された(23)。しか

し、これらの遺伝子異常を認めない例も存在し、RMS における分子病態の全貌は解

明されてない。一方、腫瘍発生にはエピゲノム異常の関与も重要であると考えられて

いるが、RMSにおけるエピゲノム異常は、少数例での検討のみである(24, 25)。 

	 これらの難治性小児固形腫瘍の分子病態を解明するため、PPBとRMSに対し、

エクソーム解析、ターゲットディープシーケンス解析、SNPアレイ解析、DNA

メチル化アレイ解析を組み合わせた統合的ゲノム解析を行った。 
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方法と材料 

検体 

	 PPB患者 7例と RMS患者 16例に対し(表 1)、腫瘍検体と骨髄血または末梢血

から採取した対象となる正常 DNA検体をペアで用いてエクソーム解析を行い、

腫瘍特異的な体細胞変異の抽出を行った。PPB患者 2例(PPB_001、PPB_002)に

おいては、再発時検体も同時に解析を行った。エクソーム解析にて抽出された

候補遺伝子や異常が知られている既知の遺伝子に対し、PPB患者合計 12例 15

検体(再発検体の PPB_001R、PPB_002R、PPB_004Rを含む)と RMS患者合計 60

例に対し、ターゲットディープシーケンス解析を行った（エクソーム解析施行

症例数を含む）。また凍結腫瘍検体が得られた症例に対しては SNPアレイによる

コピー数異常およびアレル不均衡の解析を行った。RMSにおいては DNAの異

常メチル化を評価するためにDNAメチル化アレイを 50例に対し施行した。RMS

における診断名は病理組織診断に基づいて記載した。本研究は患者もしくは保

護者より同意を取得し、東京大学倫理委員会の承認を受けて施行された（承認

番号：1598）。 

エクソーム解析 

	 Agilent社の SureSelect All Human Exon Kit 50Mb、V3、V5を用い、断片化した

患者 DNAからエクソン領域の濃縮を行い、ライブラリーの作成を行った。精製

されたライブラリーは Illumina社の Hiseq 2000を用い、ペアエンド法による大

量並列シーケンスを行った。シーケンスデータは東京大学医科学研究所ヒトゲ

ノム解析センターのスーパーコンピューターShirokaneを用いて解析を行った。 
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表 1 エクソーム解析を施行した 23例の臨床所見  
検体 ID 性別 診断 融合遺伝子 解析検体 診断時年齢 原発部位 

PPB_001P/R 男 PPB - P, R 3 肺 
PPB_002P/R 男 PPB - P, R 不明 肺 
PPB_004P 男 PPB - P 不明 肺 
PPB_007P 女 PPB - P 2 肺 
PPB_009P 女 PPB - P 3 肺 
PPB_010P 男 PPB - P 4 肺 
PPB_012P 男 PPB - P 1 肺 

RMS_002P/R 女 ARMS PAX3-FOXO1 P, R 14 肛門 
RMS_003P/R 女 ARMS PAX3-FOXO1 P, R 7 左足 
RMS_016M 男 ARMS PAX3-FOXO1 M 10 不明 (多発転移) 
RMS_004R 女 ARMS PAX7-FOXO1 R 12 左腕 
RMS_005P 女 ARMS PAX7-FOXO1 P 2 後腹膜 
RMS_007P 女 ARMS PAX7-FOXO1 P 不明 不明 

RMS_001P/M 女 ARMS 陰性 P, M 9 膣 
RMS_006P 男 ARMS 不明 P 11 膀胱 
RMS_008R 男 ERMS 陰性 R 0 肛門 
RMS_009R 男 ERMS 陰性 R 0 膀胱 
RMS_011M 男 ERMS 陰性 M 5 骨盤内 
RMS_013P 女 ERMS 陰性 P 2 膣 
RMS_014P 女 ERMS 陰性 P 2 子宮 
RMS_015P 女 ERMS 陰性 P 1 膣 
RMS_017P 男 RMS混合型 陰性 P 9 左眼窩 
RMS_012P 男 RMS分類不能型 陰性 P 2 後腹膜 

 

京都大学小川研と東京大学医科学研究所宮野研による共同開発の解析パイプラ

インGenomon-exome (http://genomon.hgc.jp/exome/index.html)を用いて体細胞変異

の抽出を行った。まず、得られたシーケンスリードを、それぞれの検体に塩基

配列によってつけられているインデックスごとにシーケンスデータを振り分け

た後、BWA (Burrows-Wheeler Aligner)(26)を用いてヒトゲノムのリファレンス配

列(NCBI Human Reference Genome Build 37)に対してマッピングを行った。クオ

リティの低いリードを除外した後、リファレンス配列とは異なる塩基を同定し、

腫瘍検体において総リード数の 7%以上の頻度で認められる一塩基置換もしく

P, 初発検体; R, 再発検体; M, 転移検体 
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は挿入欠失を変異候補として抽出した。抽出された変異候補に対し、

ANNOVA(27)により変異候補の位置情報、アミノ酸変化、SNPデータベース登

録の有無などの情報を付加し、解析結果として出力した。さらに、NCBI dbSNP 

database Build 131および京都大学小川研の in-house SNPデータベースに登録が

ある変異候補とアミノ酸置換を伴わない変異候補を除外した。ただし、COSMIC 

(cancer.sanger.ac.uk/cosmic)に登録のあるものは変異候補として残した。PPB検体

においては、さらに腫瘍検体での変異アレルと正常アレルのリード数、対象正

常検体での変異アレルと正常アレルのリード数を用いて Fisher検定を行い、P値

が 0.001以下であるものを変異候補として確定をした。これらの変異候補に対し

て、個々にプライマー設計を行い、腫瘍検体と正常検体においてディープシー

ケンス解析を行い、腫瘍検体においてのみ変異が再度確認されたものを体細胞

変異として確定した。ディープシーケンス解析の手法は下記のターゲットディ

ープシーケンス解析の項で詳細を示す。またRMS検体においては、より偽陰性、

偽陽性を除外できる Empyrical baysian法(EB call)(28)による変異候補の抽出を行

い、EB callでの P値が 1.0 ×10-6以下であるものを変異候補として確定し、同様

にディープシーケンス解析による確認を行った。 

ターゲットディープシーケンス解析 

	 PPBに対しては家族性 PPBにて報告されていた DICER1を、RMSに対しては

FGFR4経路に関連する遺伝子を初めとする文献報告(23)のある遺伝子(FGFR4、

PTPN11、GAB1、PIK3CA、PTEN、HRAS、NRAS、KRAS、NF1、TP53、FBXW7)

を、またエクソーム解析で重複して変異が認められた遺伝子(PPBに対し TP53、

GPR182、CTNNB1、と RMSに対し ARID1A、BCOR、ROBO1)のコーディング領
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域に対してディープシーケンス解析を行った。上記遺伝子のコーディング領域

に対してプライマー設計を行い、NotI配列を付加したプライマーにて PCRアン

プリコンを作成した。次世代シーケンサーによる大量並列シーケンスにおいて

は多様性の少ないリードに対してはシーケンスエラーが増加する懸念があるた

め、NotI配列を付加したプライマーで PCRアンプリコンを作成することにより、

NotI酵素による両端の切断と T4 ligaseによりランダムに PCRアンプリコンを接

続させ、さらに断片化を行うことにより、多様性をもたせたリードを作成した。

このような前処置を行った PCRアンプリコンをインプットとして、NEB社の

NEB Next DNA Ultra Library kitもしくはNEB Next DNA Library Kitを用いてライ

ブラリー作成を行った。作成されたライブラリーは Illumina社の Hiseq 2000も

しくはMiseqにてシーケンスを行った。得られたシーケンスデータはエクソー

ム解析と同様の手法でリファレンス配列に対してマッピングを行い、リファレ

ンス配列とは異なる塩基を有するリード数を計算し、変異として抽出した。エ

クソーム解析と同様に dbSNPに登録のある変異、アミノ酸置換の生じない変異

を除外し、変異のアレル頻度が 2%以上であるものを変異として確定した。 

miRNAシーケンス解析  

	 DICER1変異による miRNA産生の影響を調べるため、PPB症例において

miRNAシーケンス解析を行った。正常対照として、市販されている正常胎児肺

から抽出した RNAを用いた(BioChain社 Total RNA, Lot No. B505185, Human 

Normal Fetal lung, Male, 38 weeks old, Pool of 1 donor)。RNA抽出には QIAGEN社

の miRNeasy kitを用い、Agilent社の Bioanalyzerにより RNAの質を確認した。

質のよい RNAが得られた PPB 4例と正常胎児肺検体に対し、ライブラリー作成
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に Illumina社の TruSeq small RNA Sample Preparation Kitを使用し、Illumina社の

Miseqによりシーケンスを行った。Illumina社のMiseq reporter v2.3を用い、

miRBase (release 16)にマッピングを行い、pre-miRNA、5p-miRNA、3p-miRNAの

リード数をカウントした。DICER1の機能は RNase IIIaと RNase IIIbの 2つのド

メインにより pre-miRNA切断がなされており、RNase IIIaドメインにより、

pre-miRNAの 3p側、RNase IIIbドメインにより pre-miRNAの 5p側が切断され

るため、両ドメインの機能を比較するため、pre-miRNAの 3p側、5p側の切断率

として、それぞれ下記のように定義し、以降の統計解析に用いた。正常胎児肺

を対照とし、Wilcoxon順位和検定にて比較した。 

5p側 pre miRNA切断率 =  
5p miRNAの総リード数

5p miRNAの総リード数 +  pre miRNAの総リード数
 

3p側 pre miRNA切断率 =  
3p miRNAの総リード数

3p miRNAの総リード数 +  pre miRNAの総リード数
 

SNPアレイによるコピー数異常およびアレル不均衡の解析  

	 Affymetrix社の Affymetrix GeneChip 250K arrayを用いて網羅的なゲノムコピ

ー数およびアレル不均衡の解析を行った。実験は Affymetrix社のプロトコール

に準じて行い、スキャンされたアレイ情報を Affymetrix社の GTYPEソフトウェ

アによって SNPタイピングを行い、CNAG/AsCNARアルゴリズム(29, 30)を用い

てコピー数およびアレル不均衡の解析を行った。凍結腫瘍検体が得られた PPB 

11例 14検体(3例の再発検体を含む)とRMS 63例 65検体(2例の再発検体を含む)

に対して施行した。RMSにおいては GISTIC(31)による解析を行い、有意に変動

しているコピー数異常の領域を抽出した。 
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トランスクリプトーム解析 

	 質のよい RNAが得られた RMS 8例(ARMS 3例、そのうち PAX3-FOXO1陽性

2例、ERMS 5例)に対し、トランスクリプトーム解析を行った。RNAの質の評

価は Agilent社の Bioanalyzerにて行い、RNA integrity numberが 6.0以上のものを

採用した。Illumina社の Truseq RNA sample Preparation kitを用いてサンプルの調

整を行い、Illumina社 Hiseq2000にてシーケンスを行った。融合遺伝子の検出に

は、京都大学小川研と東京大学医科学研究所宮野研による共同開発の解析パイ

プライン Genomon-fusion (http://genomon.hgc.jp/rna/)を用いた。抽出した 200ngの

RNAから ThermoFisher社の SuperScript® VILO cDNA Synthesis Kit and Master 

Mixを用い、cDNAを作成し、RT-PCRと Sangerシーケンスにて検出された融合

遺伝子の確認を行った。 

DNAメチル化アレイ解析  

	 RMSにおいては DNAメチル化プロファイルを調べるため、Illumina社の

Infinium HumanMethylation450 BeadChipを再発検体 3例を含む RMS 50症例 53

検体に対して解析を行った。得られたβ値を一度M値に変換し(32)、bioconductor 

Rパッケージの pcaMethodsを用いて欠損値の補間を行ったのち、β値に再変換

した。補間されたβ値のリストから、まず X染色体と Y染色体上のプローブを

除外した。さらにそれぞれのプローブに対し、サンプル間の分散を計算し、分

散の大きい上位 1%のプローブを選択し、以下の解析に使用した。最終的に 4708

プローブのデータを用い、ユークリッド距離とWard法によるラベルなしの階層

的クラスタリングを施行した。クラスタリングされた群間で有意に変動してい

るプローブを抽出するため、Wilcoxon順位和検定にて比較を行った。個々の遺
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伝子に対してメチル化の有無を検定するため、DNAメチル化データに対する乗

法型分解モデル（Multiplicative Decomposition Model）を考え、本研究では、正常

コントロールサンプルとして、若年成人 48検体の正常骨格筋の公開データを使

用した(33)。以下に示す過程で解析を行った。 

RMSサンプル 𝑖  の、遺伝子 𝑘 の転写開始点から 1500 bp上流までに含まれるプ

ローブ𝑗  におけるメチル化量(β値)を 𝑥!"#  、遺伝子 kにおけるプローブ 𝑗  におけ

る正常骨格筋 48サンプルの平均メチル化量(β値)を 𝑐!"  とする。また、サンプル

数を 𝑛  、遺伝子の数を 𝑔  、遺伝子 𝑘 における転写開始点から 1500 bp上流まで

に含まれるプローブ数を 𝑝!  とする。このとき、各遺伝子 𝑘に対する DNAメチ

ル化は、以下の 2元分割乗法型分解モデルによって表現できると仮定する。 

𝑥!"# = 𝑎!"  × 𝑏!" + 𝑐!" + 𝑒!"# 

ここで、𝑒!"#は観察誤差、𝑎!"はサンプルに依存するメチル化のパターン、𝑏!"は

プローブの位置に依存するメチル化のパターンとする。パラメーター𝑎!"および

𝑏!"に対する推定をベイズ主成分分析により推定を行った(34)。また、𝑎!"の i = 

1,…,nに対しては、遺伝子𝑘 における𝑝!  のプローブの平均β値に比例するものを

選択した。次に、𝑎!"が正常骨格筋と比較し有意にメチル化されているか、もし

くは脱メチル化しているかを調べるための zスコアを下記のように算出した。 

𝑧!" =
𝑎!" −  𝑎!!

𝜎!!
 

𝑎!!と𝜎!!はそれぞれ、遺伝子𝑘における正常骨格筋の DNAメチル化量の平均と分

散とする。しきい値 𝑇 に対し、サンプル 𝑖 における遺伝子𝑘の DNAメチル化と
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して、 𝑧!" > 𝑇   である場合に異常メチル化と判定した。また、それぞれの遺伝

子に対して下記の仮説検定を考える場合の多重性の問題を考える。 

𝐻! 𝑖, 𝑘 = no aberration of gene k for sample i. 

しきい値 𝑇 に対する false discovery rate (FDR)の推定値は以下より算出すること

ができる。 

𝐹𝐷𝑅 𝑇 =
𝐼 𝑧!" > 𝑇 𝐼(𝐻! 𝑖, 𝑘  is true)!

!!!
!
!!!

𝐼!
!!!

!
!!! 𝑧!" > 𝑇

 

本研究では、FDR <0.001を満たす最大のしきい値 𝑇 を採用した。 

定量 RT-PCR 

	 PTENの発現量を評価するため、RMS 19検体に対して定量RT-PCRを行った。

抽出した 200ngのRNAからThermoFisher社のSuperScript® VILO cDNA Synthesis 

Kit and Master Mixを用い、cDNAを作成し、QIAGEN社の QuantiTect SYBR Green 

PCR kitと Biolad社の iCycler iQ real-time PCR detection systemを使用した。正規

化のために、GAPDHをコントロールとして使用した(35, 36)。 

Sangerシーケンス  

	 Amplitaq Gold 360 Master Mixを用い PCR反応を行い、電気泳動による確認と

PCR産物の精製の後、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitにてシーケン

ス PCRを行った。BigDye X Terminator精製キットにて精製し、3500 Genetic 

Analyzerにてシーケンスを行った。Sangerシーケンスはいずれも Thermo Fisher

社の試薬・機材を使用した。 
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統計解析 

	 統計解析はソフトウェア Rを用いて行った。生存時間解析は Kaplan-Meier法

を用い、Log-rank法にて群間の差を検定した。DNAメチル化アレイで分類され

た E1群と E2群、A1群と A2群で差の大きいプローブを複数有する遺伝子を抽

出するため、横軸に 2群間の個々のプローブにおけるβ値の fold change、縦軸

にWilcoxon順位和検定による P値を取り、volcano plotで描画した。上位 100前

後のプローブを抽出するため、fold changeを 2倍以上、P値を 10-3 未満(E1群と

E2群の比較)、10-6未満(A1群と A2群の比較)として絞り込みを行った。そのう

ち、1つの遺伝子に対し 2プローブ以上有するものを DNAメチル化の差の大き

い遺伝子として決定した。 

パスウェイ解析 

	 IPA (Integrated Pathway Analysis, http://www.ingenuity.com/products/ipa)を用いて、

DNAメチル化アレイで分類された E1群と E2群、A1群と A2群において DNA

メチル化の差が大きい遺伝子に対し、パスウェイ解析と機能アノテーション解

析を行った。 
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結果 

1. PPBにおける解析  

エクソーム解析 

	 エクソーム解析によるシーケンスは、20回以上の深度で標的領域を読めた割

合(カバレッジ)が全検体を平均して 93%であり、また腫瘍検体においては平均

126回、正常検体においては平均 128回の深度が得られ、十分な深度で解析がな

されていることが確認された(図 1a)。217個のアミノ酸変化を伴う一塩基変異と

12個の挿入欠失変異が抽出され、そのうち 191個のアミノ酸変化を伴う一塩基

変異(88%)と 12個の挿入欠失変異(100%)がディープシーケンスにより確認され

た。初発時の検体で平均 17個の変異が確定された(図 1b)。これは報告されてい

る成人の固形腫瘍に比べて少数であるが(37-39)、神経芽腫や髄芽腫といった小
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図 1 PPB 7症例におけるエクソーム解析  
a. エクソーム解析のカバレッジと深度。≥20×、≥10×、≥2×、それぞれの深度で
読めているターゲット領域の割合をそれぞれ対応する色で示した b.エクソーム
解析により検出された変異数。初発検体の平均として 17個の変異が同定された。
同定された変異の種類を色分けして示した。 
P, 初発検体; R, 再発検体; N, 正常検体 
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児固形腫瘍と比べて同等であった(40, 41)。初発・再発検体に対して解析を行っ

た PPB_001と PPB_002において、初発時と再発時で検出されている遺伝子変異

の包含関係を比較した(図 2a)。2例とも初発時と再発時に共有する変異を持つ一

方で、初発時のみで検出される変異や再発時のみで検出される変異が認められ

た。これをディープシーケンスにより得られたアレル頻度で初発時の値を横軸

に、再発時の値を縦軸にプロットを行った(図 2b)。これにより、PPB_001では

赤でプロットされたような再発時に出現する新たな変異において、メジャーク

ローンに比し低いアレル頻度を持つ、マイナークローンと考えられる集団が存

在することが示された。また PPB_002においては緑で示したような初発時にも

再発時にもメジャークローンに比し低いアレル頻度を持つ集団があり、初発か

ら再発を通じてさまざまなクローンが存在することが示されている。エクソー

ム解析を行った 7症例のうち、PPB_002を除く 6症例において DICER1変異が

検出された。再発例を解析していない 5症例においてもディープシーケンスに

より得られた変異のアレル頻度をプロットすると、いずれの症例においてもオ

レンジで示した DICER1変異はアレル頻度の高い集団に含まれ、メジャークロ

ーンとして DICER1変異が存在していることが示された(図 2c)。 

ターゲットディープシーケンス解析 

	 エクソーム解析施行例を含む PPB 12例において、DICER1の全コーディング

領域に対して、ディープシーケンス解析を行った。これにより 12例中 11例(92%)

と高率に DICER1変異を有することが確認された(図 3a)。エクソーム解析では

DICER1変異が検出されなかった PPB_002の症例はディープシーケンスにおい

ても DICER1変異は検出されなかった。 
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図 2 エクソーム解析により検出された変異とそのアレル頻度  
a, b. 初発検体と再発検体を解析した 2 例における変異の包含関係とアレル頻
度。PPB_002 では DICER1 変異を認めなかった。PPB_001 において再発特異的
な変異のうち、アレル頻度の低いマイナークローンの変異を赤で示した。bでは
初発再発共有する変異であるが、マイナークローンに思われる変異を緑で示し

た。c. 初発検体を解析した 5 例における変異のアレル頻度。b、c においては
DICER1の変異をオレンジで示した。コピー数異常を伴うアレル頻度に関しては
補正した値で示した。 
 



 20 

これらDICER1変異の種類の内訳は、ヘテロ変異 3例(25%)、ホモ変異 2例(17%)、

コンパウンドヘテロ変異 6例(50%)であった(図 3a)。ホモ変異の 2例(PPB_009、

PPB_010)においては、SNPアレイにより DICER1が位置している 14番染色体長

腕のヘテロ接合生喪失(LOH)を生じていることが確認された(図 3b)。興味深いこ

とに、すべての 9つのミスセンス変異は DICER1の RNase IIIbドメイン内に含ま

れ、G1809に変異が集中して認められた(図 3c)。以上の結果により、DICER1変

異を有していた 11例のうち、8例(73%)はDICER1の両アレル変異を生じており、

正常機能を持つDICER1が腫瘍内においては存在していないことが示唆された。

DICER1変異を有する症例のうち、8例は正常検体が得られ、体細胞変異もしく

は生殖細胞変異であるかの確認を行った。コンパウンドヘテロ変異の症例にお

いては 4例で正常検体が得られ、いずれの症例も体細胞のミスセンス変異と生

殖細胞の挿入欠失変異もしくはナンセンス変異であることが示された(PPB_004、

PPB_007、PPB_008、PPB_012)。ホモ変異の 2例はいずれも体細胞変異であり

(PPB_009、PPB_010)、残りはヘテロ変異の 2例が体細胞のミスセンス変異

(PPB_001)と生殖細胞の挿入欠失変異(PPB_005)であった(表 2)。正常組織検体が

得られなかった 4例に対しては、ディープシーケンス解析によって算出された

アレル頻度により体細胞変異であるか生殖細胞変異であるかの推定を行った。

このうちコンパウンドヘテロ変異であった PPB_006におけるミスセンス変異は

アレル頻度 0.38であり、生殖細胞変異の場合に予想されるアレル頻度 0.50より

低く、体細胞変異であると推定した。 
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図 3 ターゲットディープシーケンス解析により検出された DICER1変異  
a. 検出された DICER1変異の種類と頻度。12例中 11例に DICER1変異が検出さ
れ、半数は 2 つの DICER1 変異を有するコンパウンドヘテロ変異であった。b. 
DICER1 ホモ変異例における 14 番染色体長腕のヘテロ接合生喪失(LOH)と
Sangerシーケンスの波形。DICER1領域に LOHを生じており、Sangerシーケン
スでホモ変異の波形となっていることが確認できた。c. 検出された DICER1 変
異(上側)と家族性 PPBにおいて報告のある DICER1変異(下側)。ミスセンス変異
を○印、ナンセンス変異・挿入欠失変異を▽印で示した。また体細胞変異を青、
体細胞変異と推定された変異を水色、生殖細胞変異を黄緑色、起源不明のもの

を灰色で示した。RNase IIIbドメイン内に集中してミスセンス変異を認め、特に
G1809は変異のホットスポットであると考えられた。 
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	 次に、DICER1は RNase IIIaドメインが 3p側、RNaseq IIIbドメインが 5’側の

pre-miRNAを切断することにより、成熟 miRNAを産生しているため、RNase IIIb

ドメインにおけるミスセンス変異の影響を miRNAシーケンス解析によって評

価した。その結果、DICER1変異を有する 4例はいずれも胎児肺検体と比べ、

5p-miRNAの産生が有意に低いことが確認され(P < 7.1×10-7)、RNase IIIbドメイ

ンにおけるミスセンス変異の影響が確認された(図 4a)。それに対し、3p-miRNA

は胎児肺検体と比べむしろ産生は有意に高い結果が得られた(P < 1.4×10-3) (図

4b)。 

 

表 2 PPBにおいて検出された DICER1変異とその起源  

 

 エクソン  塩基置換  アミノ酸置換  起源  

PPB_001 25 c.5428G>T p.D1810Y 体細胞 

PPB_002  正常   

PPB_003 23 
24 

c.4910C>A 
c.5114A>T 

p.S1637X 
p.E1705V 

不明 
不明 

PPB_004 21 
24 

c.3482delC 
c.5125G>A 

p.P1161fs 

p.D1709N 
生殖細胞 
体細胞 

PPB_005 9 c.1383delAAAG p.I461fs 生殖細胞 

PPB_006 19 
25 

c.3007C>T 
c.5428G>T 

p.R1003X 
p.D1810Y 

不明 
体細胞 (推定) 

PPB_007 18 
25 

c.2863insA 
c.5425G>A 

p.T955fs 
p.G1809R 

生殖細胞 
体細胞 

PPB_008 21 
25 

c.3748delC 
c.5425G>A 

p.S1250fs 

p.G1809R 
生殖細胞 
体細胞 

PPB_009 25 c.5425G>A 
(ホモ変異) p.G1809R 体細胞 

PPB_010 25 c.5425G>A 
(ホモ変異) p.G1809R 体細胞 

PPB_011 8 c.1148dupAGGGT p.I383fs 不明 

PPB_012 25 
25 

c.5460C>G 
c.5438A>G 

p.Y1820X 
p.E1813G 

生殖細胞 
体細胞 
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図 4 miRNA シーケンス解析による pre-miRNA 切断率の比較 
a, b. miRNAシーケンス解析により pre-miRNA と 5p-miRNA、3p-miRNAのリード
数から pre-miRNA の切断率から 5p-miRNA (a)と 3p-miRNA (b)の産生を比較し
た。c. 野生型 DICER1の機能と予想される変異型 DICER1の機能。RNase IIIb ド
メインに変異を有する変異型 DICER1 においては 5p-miRNA の産生に影響が生じ
ることが推定される。 
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DICER1以外の異常 

エクソーム解析により、DICER1以外の遺伝子異常として、TP53に 3例、

CTNNB1、GPR182、MYH8、PDE2A、TMX3に 2例で重複して変異が検出された。

TP53、CTNNB1、GPR182に対しては、DICER1同様に全 12症例に対して全コー

ディング領域につきターゲットディープシーケンスを用いて変異の検索を行っ

た。CTNNB1と GPR182に対しては新たな変異は検出されなかったが、TP53は

合計 5症例(42%)において変異が検出された(表 3)。 

 

 

表 3 エクソーム解析とターゲットディープシーケンスにより同定された重複する
遺伝子変異  
遺伝子 サンプル 変異の種類  塩基置換  アミノ酸置換  

TP53 PPB_003P 欠失変異 c.332_333delTG p.L111fs 

 PPB_004P ミスセンス変異 c.G527T p.C176F 

 PPB_004R ミスセンス変異 c.G313A p.G105S 

 PPB_007P 欠失変異 c.891_903del 
CGAGCTGCCCCA p.H297fs 

 PPB_008P 欠失変異 c.762_764delACAT p.I254fs 

 PPB_010P ミスセンス変異 c.C817T p.D273C 

CTNNB1 PPB_001R 挿入変異 c.131_133delCTT p.P45del 

 PPB_010P ミスセンス変異 c.A1003C p.K335Q 

GPR182 PPB_002P/R ミスセンス変異 c.C1205A p.T402K 

 PPB_010 P 欠失変異 c.594delT p.P198fs 

MYH8 PPB_001P ミスセンス変異 c.A4814G p.D1605G 

 PPB_005P ミスセンス変異 c.T1475C p.F492S 

PDE2A PPB_001R ミスセンス変異 c.G1447C p.G483R 

 PPB_004P ミスセンス変異 c.T160A p.S54T 

TMX3 PPB_004P ミスセンス変異 c.C724T p.L242F 

 PPB_007P ミスセンス変異 c.C8T p.A3V 
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	 SNPアレイによるコピー数異常の解析では、8番染色体長腕(8q)の増幅、17番

染色体短腕(17p)の欠失、19q13.11領域の高度増幅が重複して認められた(図 5a, b, 

c)。17pの欠失は 11例中 8例に認められ、すべての欠失領域には TP53が含まれ

ていた。17pの欠失が検出された症例のうち 5例は、TP53のホモ変異を認め、

TP53の両アレル異常が認められた(図 5d)。19q13.11領域の高度増幅は約 400 kb

の微小な領域であり、この範囲に含まれる遺伝子は LSM14A、KIAA0355、GPI、

UBA2、PDCD2Lのみであった。これらの遺伝子に対してコーディング領域を

Sangerシーケンスにて解析を行ったが、変異は検出されず高度増幅領域の標的

は同定されなかった。 
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図 5 PPBにおけるコピー数異常と DICER1・TP53変異  
a. 全染色体におけるコピー数異常の全体像、b. 17番染色体短腕の欠失、c. 19番
染色体長腕における高度増幅領域と領域内に含まれる遺伝子、d. コピー数異常
と DICER1・TP53変異の関係 
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2. RMSにおける解析  

エクソーム解析 

エクソーム解析によるシーケンスは、20回以上の深度で標的領域を読めた割

合(カバレッジ)が全検体を平均して 88%であり、また腫瘍検体においては平均

119回、正常検体においては平均 127回の深度が得られ、十分な深度で解析がな

されていることが確認された(図 6a)。検出された 690個の塩基置換のうち、88%

にあたる 604個が、ディープシーケンスにより体細胞変異として確定された。

検体あたりの平均変異数は初発検体で、24.0個、転移検体で 43.3個、再発検体

で 42.0個、中央値は初発検体 8個、転移検体 37個、再発検体 48個であった(図

6b)。初発検体と転移・再発検体の変異数に有意差は認められなかった(P = 0.20)。

RMS_001において極めて多くの変異が検出されたが、DNA修復遺伝子の一つで

ある MBD4変異(42)を伴っていたことが原因と考えられた。塩基置換は C > Tが

最も多く、変異の前後 1塩基も含めたシグネチャーは、その他の多くの腫瘍で

認められるシグネチャーと同様の傾向であった(図 6c, d) (43)。検出された変異の

うち、3例以上で重複するものはなく、2例で重複して認められた遺伝子は 18

個であった(表 4)。TP53、BCOR、KRAS、FGFR4経路の遺伝子はすでに RMSに

おいて異常が知られているものであるが、新規に検出された変異として ROBO1

変異、また FGFR4経路に含まれる遺伝子でも新規のものとして、GAB1と PTEN

変異が検出された。 

候補遺伝子のターゲットディープシーケンス 

以上のエクソーム解析の結果をもとに、エクソーム解析で重複して変異が検

出された遺伝子のうち、RMSを含め腫瘍との関連が知られている 7遺伝子と、
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RMSにおいて異常が報告されている 7遺伝子を候補遺伝子とし、エクソーム解

析施行例を含む合計 60例の RMSにおいて、ターゲットディープシーケンスを

行った。解析した 14遺伝子に合計 56個の変異が検出された(図 7)。FGFR4経路

の遺伝子変異を合計すると 24例で認められ、40%と高頻度であった(表 5)。 

 

図 6 RMS 16例におけるエクソーム解析  
a. エクソーム解析のカバレッジと深度。グラフ下段にベイトのバージョンを示した。b.エ
クソーム解析により検出された変異数。グラフ下段に検体の種類、組織型、融合遺伝

子を示した。c. 一塩基置換の種類別の頻度。C > Tが最も多く観察された。d. RMSに
おける一塩基変異のシグネチャー。変異の前後塩基まで含めて細分化させた一塩基

変異の頻度。P, 初発検体; R, 再発検体; N, 正常検体 
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表 4 エクソーム解析により重複して認められた遺伝子変異  
遺伝子 染色体 アミノ酸置換 組織型 Sample ID 
TP53 17p p.G245S ERMS RMS_011M 

  p.C176G 分類不能型 RMS_012P 
GAB1 4q p.S614R ARMS RMS_004R 

  p.N233I ARMS RMS_006P 
KRAS 12p p.K117N ERMS RMS_014P 

  p.A146T ERMS RMS_015P 
PTEN 10q p.G129R ARMS RMS_001P 

  p.A120P ERMS RMS_009R 
ARID1A 1p p.G1847fs ARMS RMS_003R 

  p.K1007_I1008fs ARMS RMS_011M 
BCOR Xp p.S1243fs ERMS RMS_014P 

  p.E712fs 混合型 RMS_017P 
ROBO1 3p p.E1113Q ARMS RMS_005P 

  p.Y777C ARMS RMS_007P 
AKAP9 7q p.G2652V ARMS RMS_001M 

  p.K2673N ERMS RMS_009R 
DNAH5 5p p.S2920I ERMS RMS_011M 

  p.R3096Q, D3271N ERMS RMS_008R_ 
FREM2 13q p.R1515H 混合型 RMS_017P 

  p.Q1574L ERMS RMS_008R 
C15orf2 15q p.G917A ARMS RMS_003P 

  p.V1147L ERMS RMS_009R 
KIF21A 12q p.E766V Mixed RMS_017P 

  p.L956P ERMS RMS_009R 
NEB 2q p.E637Q ARMS RMS_001P 

  p.D1595Y ARMS RMS_003P 
PTPRO 12p p.R67T ARMS RMS_002R 

  p.N644S 混合型 RMS_017P 
COL5A2 2q p.G203V ARMS RMS_001P 

  p.G756S ARMS RMS_002P 
PXDNL 8q p.T877M ARMS RMS_004R 

  p.R1225Q ARMS RMS_016M 
NLRC5 16q p.R341W ARMS RMS_003P 

  p.Q1169H ARMS RMS_001P 
TTN 2q p.L18955Q, p.L18955I ARMS RMS_001M 

  p.G17007A ARMS RMS_004R 
  p.E5800A ERMS RMS_009P 
  Q9568K ARMS RMS_017P 

 

FGFR4変異の 6変異中 5変異は kinaseドメイン内に含まれ、かつ 4変異は機能

獲得型変異として既知の N535Kと V550Lであった(図 7a)(44)。GAB1変異は 3

変異認められたが、報告のないミスセンス変異であった(図 7b)。PTPN11の遺伝

子変異は 1つのみであるが、既知のホットスポット変異の機能獲得型変異であ

った(図 7c)。PIK3CA変異はその他の腫瘍においても多く報告されているもので

あり、機能獲得型変異と報告されている(図 7d)(45-47)。PTEN変異はエクソーム
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解析でも同定された 2変異のみであった(図 7e)。RAS経路の遺伝子変異(NRAS、

KRAS、HRAS)は 15例と多く認められ、これらの変異も既知の活性型変異であっ

た(図7f-h)。NF1の4変異中3変異は挿入欠失変異による機能喪失変異であった。

単一の遺伝子としては最も高頻度であったのは TP53で 15% (9/60)に変異が認め

られた(図 7j)。FBXW7は 5%で認められたとの報告があるが(23)、今回の検討で

は 1変異のみと頻度は少なかった(図 7k)。また ARID1Aと BCORにおいてはタ

ーゲットディープシーケンスで変異例が増え、ARID1Aが 6例、BCORが 5例で

認められた。BCOR変異はコンパウンドヘテロ変異の症例も 1例認められた。5

例の BCOR変異と 6例中 4例の ARID1A変異は挿入欠失、もしくはナンセンス

変異であり、機能喪失が RMSの病態に関与していると想定された(図 7l, m)。

ROBO1変異は新たに検出されず、2例であった(図 7n)。 

 

表 5 RMS 60例のターゲットディープシーケンスにて検出された遺伝子変異  
  組織型 融合遺伝子 DNA メチル化クラスター 

 

全例  
(%) 

n=60 

ERMS  
(%) 

n=35 

ARMS  
(%) 

n=22 

Mixed  
(%) 
n=1 

NOS  
(%) 
n=1 

U  
(%) 
n=1 

FP 
 (%) 
n=19 

FN  
(%) 

n=41 

E1 
(%) 

n=11 

E2 
(%) 

n=11 

A1 
(%) 

n=18 

A2 
(%) 

n=10 

NA 
(%) 

n=10 
FGFR4経路合計 24* (40) 16 (46) 7 (32) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 3 (16) 21 (51) 6 (55) 9 (82) 3 (17) 2 (20) 4 (40) 
  FGFR4 5 (8.3) 5 (14) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 5 (12) 0 (0) 4 (36) 0 (0) 0 (0) 1 (10) 
  PTPN11 2 (3.3) 2 (5.7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (4.9) 0 (0) 2 (18) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
  GAB1 3 (5.0) 1 (2.9) 2 (9.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (5.3) 2 (4.9) 0 (0) 0 (0) 2 (11) 0 (0) 1 (10) 
  PIK3CA 3 (5.0) 2 (5.7) 1 (4.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (5.3) 2 (4.9) 0 (0) 2 (18) 0 (0) 0 (0) 1 (10) 
  PTEN 2 (3.3) 1 (2.9) 1 (4.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (4.9) 0 (0) 1 (9.1) 1 (5.6) 0 (0) 0 (0) 
  HRAS 1 (1.7) 0 (0) 1 (4.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (2.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (10) 0 (0) 
  KRAS 2 (3.3) 2 (5.7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (4.9) 2 (18) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
  NRAS 7 (12) 5 (14) 2 (9.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (5.3) 6 (15) 2 (18) 2 (18) 1 (5.6) 0 (0) 2 (20) 
  NF1 3 (5.0) 2 (5.7) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (7.3) 1 (9.1) 2 (18) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
TP53 9 (15) 6 (17) 1 (4.5) 0 (0) 1 (100) 1 (100) 1 (5.3) 8 (20) 0 (0) 5 (45) 2 (11) 1 (10) 1 (10) 
FBXW7 1 (1.7) 1 (2.9) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (2.4) 0 (0) 1 (9.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
BCOR 5 (8.3) 4 (11) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 1 (5.3) 4 (9.8) 3 (27) 1 (9.1) 1 (5.6) 0 (0) 1 (10) 
ARID1A 6 (10) 4 (11) 2 (9.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (5.3) 5 (12) 0 (0) 3 (27) 1 (5.6) 0 (0) 2 (20) 
ROBO1 2 (3.3) 0 (0) 2 (9.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (11) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (5.6) 0 (0) 1 (10) 
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コピー数異常解析 

	 SNPアレイにより同定されたコピー数異常の領域(図 8)を、GISTIC解析(31)

にて有意に変動している領域を抽出した(図 9a-f)。ARMSにおいて既知の融合遺

伝子に関わる PAX3、PAX7、FOXO1は過去に報告のある通り高度増幅が認めら

れた(図 9b, 9d, 9f)(17, 48)。頻度の高いコピー数異常として MYNCが含まれる

2p24.4領域の高度増幅が 7.9%(図 9b)、CDKN2A/Bが含まれる 9p21領域の欠失が

20%(図 9g)、TP53が含まれる 17p13.2欠失が 17%(図 9h)で抽出された。FGFR4

経路に関連するコピー数異常としてFRS2が含まれる 12q15の高度増幅が 12%で

認められた(図 9e)。以上で認められた遺伝子変異とコピー数異常を統合すると、

FGFR4から下流の PIK3CA、RASに至る経路に重複して異常が認められたこと

がわかる(図 10a)。また、細胞周期やアポトーシスに関連する TP53、CDKN2A

の異常も高頻度であった。GISTIC解析では有意な領域には含まれていないもの

の、細胞周期に関連する MDM2が含まれる 12q15領域の高度増幅が 10%、CDK4

が含まれる 12q14領域の高度増幅が 8.3%で認められた(図 10b)。 

トランスクリプトーム解析 

	 ERMS 5例と ARMS 3例に対し、トランスクリプトーム解析による融合遺伝子

の検出を行った。合計 12個の融合遺伝子が確定されたが、インフレームの融合

遺伝子はわずか 2個であり、ARMS症例の PAX3-FOXO1融合遺伝子であった。

ERMSにおいて NDS1-ZNF346融合遺伝子が 1例に検出されたが、報告されてい

るものは in-frameであるものの、本症例では out of frameであり、病態への影響

は不明であった(25)。 
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図 7 14遺伝子のターゲットディープシーケンスで認められた変異  
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図 8 SNPアレイにより同定されたコピー数異常の全体像  
SNP アレイにより得られたシグナル値を log2 に変換し、コピー数の増幅を赤、欠失を
青で示した。 
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図 9 GISTIC 解析  
a. GISTIC解析により抽出された有意にコピー数異常を認める領域の全体像 
b-h. GISTICで抽出された領域に含まれる、RMSに関連のある遺伝子領域のコピー数
ヒートマップ 
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DNAメチル化アレイ解析  

	 さらに RMSにおける分子遺伝学的病態を探求するため、DNAメチル化アレ

イを 50例で施行した。階層的クラスタリングにより、50例を 4群に分類した(図
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図 10 FGFR4経路と細胞周期に関連する遺伝子変異とコピー数異常  
高度増幅、ヘテロ接合性喪失(LOH)、遺伝子変異、DNAメチル化をそれぞれの枠に
頻度とともに提示した。異常が認められた遺伝子の背景をオレンジで示した。また主

な組織型である ARMS と ERMSにおいて同定された頻度をそれぞれの遺伝子の左
側に提示した。PTENのみは組織型別の DNA メチル化の頻度も提示した。 
a. FGFR4 経路とその下流において同定された異常。b. 細胞周期に関連する遺
伝子において同定された異常。 
 



 36 

11)。4群のうち、2つの群(E1、E2)は病理組織分類である ERMSとほぼ一致し

ており、ARMSは含まれず、1例の混合型を除く、96%が ERMSであった。混合

型 RMSは ARMSと ERMSの病理所見が混在する病型であり、その点から E1/E2

群はすべて ERMSの所見を有していると言える。また残りの 2群(A1、A2)には

PAX3/7-FOXO1融合遺伝子陽性の ARMSが全て含まれたが、9例の ERMS症例

も含まれていた。しかし、この 9例のうち 3例は PAX3-FOXO1融合遺伝子が陽

性である ERMSであった。PAX3/7-FOXO1融合遺伝子は ARMSで認められる異

常として知られているため病理標本の再検討を考慮したが、診断時の病理標本

は得られず評価できなかった。E1/E2群と A1/A2群を比較し、E1/E2群で有意に

高メチル化が生じている遺伝子が 29個抽出された(図 12a)。 

0.0 1.0
E1 A2 A1E2

β値

図 11 DNAメチル化アレイによる階層的クラスタリング  
50例の RMSに対し、階層的クラスタリングを施行し、A1、A2、E1、E2の 4群
に分けた。横にサンプル、縦に抽出した差の大きいプローブを並べ、β値をヒー
トマップで示した。 
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一方、A1/A2群で有意に高メチル化が生じている遺伝子は 10個認められた(図

12a)。これらの抽出された遺伝子のうち、E1/E2群で高メチル化が生じていたプ

ローブに、FGFR4経路に含まれるPTENのプローブが複数検出された(図12a,b)。

PTENの高メチル化は E1/E2群において 91% (20/22)と高頻度に認められ、A1/A2

群ではわずか 7% (2/28)であった。RT-PCRを行い、PTENの高メチル化が生じて

いる症例では有意に PTENの発現が低下していることを確認した(図 12d)。A1/A2

群で高メチル化が認められた遺伝子に GATA4が含まれ、過去に RMSにおける

GATA4の高メチル化は報告されているが(24)、GATA4の発現は心臓、精巣、卵

巣などに限られており、RMSにおける GATA4高メチル化の意義は不明である。

同様に E1群と E2群、A1群と A2群での比較を行い、DNAメチル化に有意に差

のある遺伝子をそれぞれ 25遺伝子ずつ抽出した(図 13a, 13b)。E1群と E2群の比

較では、RMSにおいて既知の DNAメチル化異常として、P4HTMが E2群に含

まれていた(24)。しかし A1/A2群の一部でも P4HTMの高メチル化は認められ、

E2群に特異的な高メチル化異常とは言えず、単一遺伝子のメチル化異常として、

E1群と E2群を識別するは困難であった。そのため、各群を比較して抽出され

たプローブのリストを用い(図 13c, 13d)、IPAによるパスウェイ解析を行った。

いずれの群間の比較でも、パスウェイ解析としては複数の遺伝子を含むパスウ

ェイは抽出されなかった。E1群と E2群の比較では、筋の分化に関連する Skeletal 

and Muscular System Development and Function, Tissue Developmentが機能アノテー

ション解析で抽出され(P = 4.1 ×10-4)、HES5、HOXC4、WNT5Aの 3遺伝子が含まれて

いた。また、A1群とA2群の比較でも、機能アノテーションによる解析において、

abnormal morphology of muscleという筋組織の形態に関する機能アノテーション
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セットが抽出され(P = 6.2 ×10-4)、DYSF、ELN、OTX2、THの 4遺伝子が含まれ

ていた。 
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図 12 A1/A2群と E1/E2群の比較  
a, b A1/A2群と E1/E2群を比較し、よりメチル化の差が大きいプローブを抽出を
行った。β値の fold changeとWicoxon順位和検定による P値で volcano plotを描
き、fold changeが 2倍以上、-log10(P値)が 8以上のものをオレンジで色分けを
した。そのうち、1つの遺伝子に複数のプローブが含まれたβ値をヒートマップ
で示し(a)、PTENのプローブは赤で示した(b)。c. A1/A2群と E1/E2群で全サンプ
ルの PTENの β値(8プローブ)を比較すると、E1/E2群で PTEN β値は極めて高
い値の分布を示し、有意な差が認められた。d. 定量 PCRにより PTENのメチル
化のある群とない群で PTEN の発現量を比較し、有意にメチル化のある群で
PTEN発現が低下していた。PTEN発現量は GAPDH発現量との比で表した。 
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図 13 各群間で有意にメチル化の差を認めたプローブ 
a, b E1群と E2群間(a)、と A1群と A2 群(b)において、volcano plot を用い、有意に
DNA メチル化の差があるプローブを抽出した。E1/E2 の比較では-log10(P 値)が 3以
上、A1/A2の比較では-log10(P値)が 6以上かつ Fold changeが 2倍以上のプローブ
をオレンジで示した。c, d さらに単一の遺伝子内で 2つ以上のプローブが含まれたも
のをヒートマップで図示した。これによりそれぞれ 25遺伝子に絞り込みを行った。 
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DNAメチル化プロファイルによる分類と遺伝子変異、コピー数異常  

	 次にDNAメチル化プロファイルにより分類された 4群と同定された遺伝子変

異、コピー数異常の関連を検討した(図14)。コピー数異常としてE1/E2群はA1/A2

群に比べ、染色体 2番、8番、12番の増幅が有意に多く認められた(P = 4.6 ×10-4、

P = 3.7 ×10-7、P = 4.6 ×10-4)。FGFR4経路に関連する遺伝子変異は、A1/A2群に

比べ、E1/E2群に有意に多く(P = 4.6 ×10-4)、特に E2群に集中にして認められた

(E1群 55%、E2群 82%、A1/A2群 18%)。そのうち、FGFR4、PTPN11、PIK3CA

は E1群に比し、E2群で有意に多く認められた(P = 1.0 ×10-3)。また E2群は E1

群と比べ、TP53変異も有意に多く検出された(E1群 0%、E2群 46%、P = 0.035)。

それに対し、RAS関連の変異(HRAS、NRAS、KRAS)は E1群 4例、E2群 2例とど

ちらの群にも認められた。A1/A2群に有意に多い異常として、細胞周期に関連

する MYCN、CDK4、CDKN2A/Bにおけるコピー数異常が見いだされ(P = 0.016)、

A1/A2群の特徴的な異常と考えられた。11p領域の LOHは E1/E2群に多く認め

られたが(64%)、A1/A2群でも認め(43%)、有意差はなかった(P = 0.17)。 

	 最後に、4群と予後との関連を比較した(図 15a)。log-rank検定により、E1群

が予後良好として、有意差が認められた(P = 0.045)。ARMSに比し ERMSは予後

がよいことが知られているため、ERMSが集中している E1群と E2群で比較を

行った。さらに E2群においては TP53変異や FGFR4経路の変異 (FGFR4、

PTPN11、PIK3CA、PTEN) が有意に多く認められたため、TP53変異、FGFR4

経路の遺伝子変異の有無で予後を再検討した(図 15b, c, d)。 
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図 14 DNAメチル化プロファイルによる分類と遺伝子変異・コピー数異常
の全体像  
DNAメチル化アレイによって分けられた 4群とターゲットディープシーケンス
で同定された遺伝子変異、SNP アレイにより検出されたコピー数異常の関連を
示した。 
F, PAX3-FOXO1融合遺伝子陽性; H, HRAS; K, KRAS; N, NRAS; P, 初発検体のみで
検出; R, 再発検体のみで検出 
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その結果、FGFR4経路の遺伝子変異の有無は予後と関連はなく、TP53変異と

E1/E2群の比較で予後に有意な差が認められた(P = 0.0029、P = 0.0048)。しかし

TP53変異の有無より、E1/E2群の比較の方が顕著に予後の違いを反映しており、

より有用な指標であると考えられた。 
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図 15 メチル化クラスター、遺伝子変異と予後  
メチル化によるクラスター4群(a)、2群(b)、TP53変異の有無(c)、FGFR4経路の遺伝子
変異の有無(d)による Kaplan-Meier曲線を示す。(c)(d)は E1/E2群の症例のみで比較
を行った。FGFR4経路の変異の有無と予後は関連しないが、TP53変異、メチル化クラ
スターと関連が認められた。FGFR4 経路の遺伝子には、FGFR4、PTPN11、PTEN、
PIK3CAの変異が含まれる。 
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考察 

1. PPB 

	 PPBに対する本研究において得られた知見で、最も特筆すべきものは高頻度

に認められたDICER1の両アレル異常とDICER1 RNase IIIbドメインにおけるミ

スセンス変異のホットスポットである。我々の検体においては DICER1変異を

認めた 11例中 8例の 73%において DICER1の両アレル異常が同定され、8例全

例に RNase IIIbドメイン内のミスセンス変異を認め、正常検体が得られた症例

ではすべて体細胞変異であることが確認された。この結果は、家族性 PPBや

DICER1症候群における DICER1のヘテロ変異が認められるという、過去の報告

とは対照的であった(5, 6)。報告されていた DICER1変異は 2例を除き、すべて

がナンセンス変異もしくは挿入欠失変異であり、ハプロ不全が原因であると考

えられていた。本研究における DICER1両アレル変異の頻度が高い結果と異な

る原因として、本研究の対象は家族歴のない症例であったことがあげられる。

家族性 PPBの浸透率は低いと言われ、生殖細胞の DICER1変異を有していても

腫瘍性疾患を発症しない場合もあり、DICER1のハプロ不全のみでは PPB発症

のリスクは高いと言えない可能性がある。本研究で対象とした PPBは家族性

PPBを疑う家族歴はなく、家系の検体は解析することができていないため推測

ではあるが、本研究の DICER1コンパウンドヘテロ変異の症例は de novoの生殖

細胞変異である可能性が高い。本研究で対象とした散発性 PPBでは DICER1の

ヘテロ変異よりも両アレル変異の頻度が高く、両アレル異常となることがより

PPBの発症リスクを高めていると考えられる。 
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	 興味深いことに、近年報告された非上皮性卵巣腫瘍であるセルトリ・ライデ

ィッヒ細胞腫における DICER1変異では、RNase IIIbドメイン内のミスセンス変

異が 43例中 26例に認められており、生殖細胞におけるナンセンス変異もしく

は挿入欠失変異を伴ったコンパウンドへテロ変異の症例はわずか 4例であった

(8)。DICER1の完全な機能喪失を来す、ナンセンス変異もしくは挿入欠失変異に

よる両アレル異常はこれまで報告がなく、細胞の生存には DICER1が必須であ

ることが想定され、ハプロ不全のみではなく、DICER1の RNase IIIbドメイン内

のミスセンス変異により、極めて特定の領域の機能に異常を持つことが腫瘍細

胞のクローン選択に必要であったと考えられる。RNase IIIbドメインに変異が集

中していた原因としては、PPB以外の腫瘍でも同ドメインの変異が報告されて

いる通り、このドメインのミスセンス変異により異常な miRNAプロファイルに

なることが腫瘍発生に関連していると考えられる。つまり RNase IIIbドメイン

の変異は PPBだけの特徴ではなく、特に肺組織で体細胞変異としてミスセンス

変異が加わった場合 PPBとなり、その他卵巣や腎臓など DICER1が関連する腫

瘍の組織に RNase IIIbドメイン内のミスセンス変異が入れば、それぞれの腫瘍

が発生すると推測される。近年、別の研究グループにおいても PPBに対するエ

クソーム解析の報告がなされ、DICER1の両アレル異常と、RNase IIIbドメイン

内のミスセンス変異のホットスポットが認められる結果が示され、より多数の

症例において我々の結果の再現性が確認された(49)。また同報告においても、

DICER1変異を有さない PPB症例も示されており、DICER1のコーディング領域

以外の異常の存在、もしくは DICER1以外の異常による病態も想定される。同

様に、本研究におけるヘテロ変異の 3例に関しても、散発性 PPBにおいては両
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アレル異常の頻度が高かったことを踏まえると、今回の解析では検出できてい

ない DICER1異常が存在する可能性もあると考えられる。 

	 DICER1は miRNAの前駆体である pre-miRNAを切断し、成熟 miRNAを産生

を担っており、RNase IIIaドメインが 3p側を、RNase IIIbドメインが 5p側の

pre-miRNAを切断している(7)。RNase IIIbドメイン内には反応を触媒する金属イ

オン結合部位が 4つ存在し(E1705、D1709、D1810、E1813)、これらはセルトリ・

ライディッヒ細胞腫におけるミスセンス変異のホットスポットと一致し、RNase 

IIIbドメインの活性が低下していることが確認されている(8)。本研究において

は金属イオン結合部位に近接する G1809に 4つのミスセンス変異が検出され、

PPBにおけるホットスポットであると考えられた。今回施行した miRNAシーケ

ンスにより、セルトリ・ライディッヒ細胞腫のホットスポットである D1810Y

変異同様に、G1809R変異においても劇的な 5p-miRNAの産生低下が示された。

Anglesioらの報告(50)においては 3p-miRNAの発現低下は示されていないが、本

研究においては図 4bに示した通り 3p-miRNAの産生は増加しており、Gutanら

の報告(51)でも同様の結果が示されている。これは 5p-miRNAの産生低下を代償

するために DICER1を活性化する機構が存在している可能性が示唆される。し

かしながら、PPBやその他の DICER1異常を伴う腫瘍においても、miRNA全体

の産生異常がどのように腫瘍発生に関与しているかは解明されていない。 

	 コピー数異常としては 8qの増幅が最も高頻度に認められ、既知の報告に一致

していたが(52)、8qに位置する遺伝子変異で重複して認められるものはなく、

エクソーム解析でも標的遺伝子は同定されなかった。 
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	 DICER1変異の次に多く認められた異常は TP53変異であり、TP53変異を持つ

症例は 17pの欠失を伴っていた(図 5d)。Pughらの報告においても PPBのセカン

ドヒットは TP53であると報告している(49)。TP53変異のアレル頻度は 3例にお

いては 0.89 (PPB_003P)、0.96 (PPB_004P)、0.92 (PPB_004R)、0.74 (PPB_007P)で

あった。PPB_004においては再発時検体もディープシーケンスを行っているが、

初発検体と再発検体で異なる TP53変異が検出され、治療により初発時の TP53

変異クローンが消失後に、残存クローンに新たな TP53変異が加わり、再発時の

メジャークローンとなったことが推測される。PPB_007Pの値はやや低いが、フ

レームシフト変異であり、ディープシーエンスでもアレル頻度はやや不正確認

になることが影響していると考えられる。残り 2例は 0.47 (PPB_008P)、0.60 

(PPB_010P)とやや低く、一部のクローンが TP53変異を有していたものと考えら

れえる。DICER1と TP53の関連として、野生型 TP53蛋白は miRNA産生を増加

させるが、変異体 TP53蛋白は pre-miRNAと成熟 miRNAの産生を低下するとさ

れる報告や(53)、TP53が let-7などの miRNAを介し、DICER1の発現を調整して

いるという報告がある(54)。また膵癌の細胞株において DICER1の発現をノック

アウトすると、TP53発現が上昇することが示されており、DICER1と TP53間の

制御回路の存在が示唆され(55)、PPBにおいても重要な役割をもつことが想定さ

れる。 

2. RMS 

	 本研究では既に報告されていた FGFR4経路の遺伝子に加え(23)、新たに同経

路の PTEN、GAB1と ROBO1に重複して変異が検出された。GAB1を除き、FGFR4

経路の関連遺伝子は ERMSに多く認められ、ERSMの病態において重要な異常
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であると考えられた。検出された PTEN変異 2例のうち(図 7e)、1例ミスセンス

変異が認められたが(G129R)、この変異はその他の腫瘍でも報告されているミス

センス変異で、PTENの機能喪失を来すことが報告されており(56, 57)、RMSに

おいても病態に関与していることが推定される。もう 1例の A120P変異は過去

に報告はないものの、PTENが位置する 10q領域の片親性ダイソミーを生じてお

り、野生型 PTENが存在しないため、機能異常をきたさない SNPであるよりも

腫瘍の病態に関連する変異であると推測された。GAB1変異と ROBO1変異に関

してはいくつか腫瘍での報告があるが(58-60)、RMSの病態への関与は不明であ

る。KohsakaらはMYOD1変異がERMSの10%に認められたと報告しているが(61)、

本研究でのエクソーム解析では MYOD1変異は検出されなかった。これは

Kohsakaらの報告では成人例の解析を主な対照としており、MYOD1変異陽性の

小児例は 10例中 3例であり(61)、母集団の年齢が異なっていることが影響して

いるものと考えられた。 

	 トランスクリプトーム解析では、主に ERMSにおける新たな融合遺伝子を検

索する目的で施行したが、重複して融合遺伝子を認めることはなかった。Shern

らも ERMSに対し、全ゲノムシーケンスを施行しているが、重複した融合遺伝

子は同定されず(23)、ARMSとは異なり ERMSにおいて頻度の高い融合遺伝子

は関与していないと想定される。 

	 本研究における最も強調すべき知見は、新たな病型分類と言える DNAメチル

化プロファイルによる分類が RMSにおける組織型、遺伝子変異、臨床的な特徴

と関連が示され、RMSのゲノム・エピゲノムの全体像が明らかとなった点であ

る。特にこれまで 1つの病型とされていた ERMSから予後不良の群(E2群)が抽
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出され、ERMSを DNAメチル化プロファイルから新たに 2群に分けることが可

能となった。E1群と E2群を区別する、メチル化プロファイルの異なる遺伝子

として 25遺伝子を抽出した(図 13a, c)。このうち、P4HTMは RMSにおいてプロ

モーター領域の高メチル化が報告されている(24)。P4HTMは低酸素誘導因子で

あるHIF1αの消化に関わっており、同報告においては、10例中 9例(ARMS 5例、

ERMS 4例)で P4HTMのプロモーター領域の高メチル化と、P4HTM発現の低下

を認めたとしている。しかし、P4HTMの高メチル化は E2群のみではなく、A1/A2

群の一部でも認められ、またMahoneyの報告でも ARMSにおいて高メチル化が

確認されているように、E2群に特異的に認められる現象ではないと考えられた。

抽出した 25遺伝子から IPAによる解析で抽出された機能アノテーショ

ン”Skeletal and Muscular System Development and Function, Tissue Development”に

含まれた 3遺伝子(HES5、HOXC4、WNT5A)のうち、WNT5AはWntシグナルの

中でも、βカテニンに非依存的な非古典経路の中心的な役割を持つ分子である。

急性巨赤芽球性白血病、大腸癌、乳癌、卵巣癌などで腫瘍抑制因子として機能

していることが報告されており(62-65)、RMSにおいても高メチル化により発現

低下を来すことで病態に関与していることも考えられる。またこれらの抽出さ

れた遺伝子の免疫染色を行うことで、病理学的に E1群と E2群を区別すること

ができる可能性もあり、今後の検討が必要である。 

	 E2群においては FGFR4経路の遺伝子変異が多く、同経路の阻害剤を含む新

規もしくは強化した治療戦略が望まれる。FGFR阻害剤はさまざまな固形腫瘍で

試みられているが、FGFR4に選択的な阻害剤は未だ存在せず、多くは FGFR1-3

を含む汎 FGFR阻害剤であり、FGFR4への阻害効果は不十分とされる(66, 67)。
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近年、チロシンキナーゼ阻害剤であるポナチニブが FGFR4の阻害剤としても用

いられる可能性が報告されており、FGFR4活性型変異を持つ RMSのマウスモ

デルにおいて抗腫瘍効果が示されている(68)。また、新たな選択的 FGFR4阻害

剤も報告され(69)、このような新規治療薬の効果が期待される。 

	 今回 ERMSにおいて高頻度に PTENのメチル化が新たに同定された。PTENは

腫瘍抑制因子として知られ、その他の腫瘍においても変異の報告があり、また

胚細胞の発生に関与が知られている(70)。PTENは細胞周期の G1期において

FGFR4経路の下流で PIK3CAを抑制しており、PTENの変異・メチル化による

機能喪失、発現低下は PIK3CAの異常活性化を来していると推測される。さら

に PIK3CAの機能獲得型変異も見出されたことからも PIK3CA阻害剤も ERMS

の新たな治療の選択肢となる可能性が示された。また PTENのメチル化は E1/E2

群に集中しており、FGFR4経路の抑制による治療選択をする上での診断マーカ

ーに用いられる可能性が提示された。 

	 予後に関する解析においては、ERMSにおいて DNAメチル化プロファイルに

よる E2群と TP53変異例が有意に予後不良な群として抽出された。各群の症例

数は少数の検討であるため、別コホートでの再現性の確認は必要であるが、TP53

変異陰性例でも死亡例は認められ、E2群に死亡例がない点を踏まえると、E1/E2

群による分類はより明確に予後予測を行うことができる可能性がある。そのた

め、DNAメチル化プロファイルによる分類は、新たなバイオマーカーとして臨

床応用も可能となる有用性の高い発見といえる。また予後が良好であった E1群

においては治療強度を下げる試みの足がかりが提示され、近年課題となってい

る小児腫瘍患者の晩期障害を軽減できる点で意義は大きい。本研究により提示
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された RMSにおける DNAメチル化プロファイルを用いた精度の高い新規分子

診断は、RMSの治療最適化に貢献し、予後の改善や QOL向上につながる臨床

的にも価値の高い知見であると言える。 

 

結論 

PPBと RMSに対し、次世代シーケンサーを中心に、SNPアレイ、DNAメチ

ル化アレイを併用した統合的ゲノム解析を行った。PPBにおいては DICER1変

異が高頻度に認められ、11例中 6例で DICER1両アレル異常を認め、散発性 PPB

における新たな分子遺伝学的特徴が見出された。また RMSにおいては組織型、

遺伝子異常と相関する DNAメチル化プロファイルによる新たな病型分類によ

り、ERMSから予後不良の一群を抽出可能とした。このように統合的ゲノム解

析は発症頻度が稀であり難治性の小児固形腫瘍においても、分子病態の解明に

極めて有用な方法であり、今後は本研究にて得られた知見を利用した新規薬剤

の開発や、臨床現場での治療法選択や層別化への応用が期待される。 
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