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要旨	
 

	
 近年、次世代シーケンサーなどを用いたハイスループット解析により、神経

芽腫における分子病態の解明が多数試みられているが、神経芽腫の分子病態の

全貌、とりわけエピジェネティック制御における役割は十分解明されていない。

本研究では、次世代シークエンサーとアレイ解析技術を駆使して、エピジェネ

ティック制御遺伝子の解読深度ターゲットキャプチャー、網羅的ゲノムコピー

数およびメチル化解析を行い、神経芽腫におけるエピジェネティック制御の遺

伝学的全体図を作成した。変異解析と網羅的ゲノムコピー数解析では、神経芽

腫においてエピジェネティック制御遺伝子の異常は、SWI/SNF 複合体における頻

度が高く、病期 4 や年長児など予後不良な症例に随伴していることが明らかに

なった。またメチル化パターンの違いにより神経芽腫は 3 つのサブグループに

分類され、それぞれ特徴的な遺伝子異常、臨床像を有していることが見出され

た。3 つのサブグループの中で高メチル化しているプローブを多く含む

Hyper-methylated 群は、MYCN増幅例もしくは進行病期かつ年長児の症例から構

成され、予後不良であり、免疫応答に関連する遺伝子の高メチル化が検出され

た。	
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序文	
 

	
 近年、次世代シーケンサー(配列解読装置)が開発され、大量検体におけるゲ

ノム配列を短時間で解析すること(ハイスループット解析)が可能となった。こ

のようなハイスループット解析により、網羅的な遺伝子解析が施行され、遺伝

学領域は目覚ましい発展を遂げている。次世代シーケンサーを用いることによ

り、ヒトゲノムの塩基配列決定の効率は飛躍的に高まっており、従来のサンガ

ー法では全ゲノムを解読するのに13年と3千億円かかった	
 [1],	
 [2]のに対し、

現在、次世代シーケンサーを用いることで約１ヶ月と 100 万程度の費用で可能

となっている。	
 

	
 とりわけがん領域においては、腫瘍細胞と正常細胞の塩基配列を比較するこ

とで腫瘍特異的変異を特定することが可能となり、多数のがんで共通する既知

であった TP53,APC,CTNNB1,RBなどの変異の他に、次世代シーケンサーを用いた

網羅的解析により、大腸がん、乳がんにおいて頻度は高くないものの今までは

知られていなかった転写や接着、浸潤に関する遺伝子変異が検出された[3]。ま

た乳がんでは、2000 例を用いたゲノムコピー数と遺伝子発現の統合的な解析に

より、ゲノム情報に基づいた新規の分子的層別化が報告されている[4]。このよ

うに次世代シーケンサーを用いた網羅的解析と臨床情報を結びつけた新既の分
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子標的の発見は、飛躍的にがんの分子腫瘍学、遺伝学の発展をもたらしている。	
 

	
 	
 成人がんの領域では、ICGC	
 (Intertiol	
 Cancer	
 Genome	
 Consortium	
 )が 2008

年に設立され、臨床的に重要な 50 種類のがんを選定し、世界中の研究施設が協

力してゲノムやトランスクリプトーム、エピジェネティック解析を行っている。

大規模検体を用いた統合的解析によりがんのゲノム変異の全貌とゲノム異常の

包括的なカタログの作成が進められることで、がんの新たな治療法や診断法、

予防法を開発するための基盤となることが期待されている(http://icgc.org)	
 。

小児がんの領域でも同様に TARGET	
 (The	
 Therapeutically	
 Applicable	
 Research	
 

to	
 Generate	
 Effective	
 Treatment)	
 project が す す め ら れ 、 ALL(Acute	
 

lymphoblastic	
 leukemia)、B-ALL(B-cell	
 acute	
 lymphoblastic	
 leukemia)、神

経芽腫、ウィルムス腫瘍、CCSK(Clear	
 cell	
 sarcoma	
 of	
 the	
 kidney)などが対

象となっている。このプロジェクトにより、ALL、ウィルムス腫瘍における新た

な変異の検出[5]–[7]や神経芽腫における変異の全体像[8]、CCSK のメチル化の

異常[9]、Ph-like	
 ALLにおける変異パスウェイ別の新規サブグループの同定[10]

などの成果が報告されている。	
 

	
 一方、近年後天的なゲノム修飾であるエピジェネティックな制御が、がんの

病態に関与していることが明らかとなった[11],	
 [12]。	
 成人の大腸がんや膠芽
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腫では、統合的ゲノム・エピゲノム解析によりゲノム異常と DNA メチル化異常

が協調して分子病態に関与することが示された[13],	
 [14]。また小児腫瘍であ

る横紋筋肉腫では DNA メチル化情報を基盤としたサブグループが見出され、こ

れらは遺伝子異常と臨床情報と強く相関することが報告された[15]。さらにマ

ウスを用いた実験では、胎生期に一時的に山中因子を強制発現させるとメチル

化異常のみで小児のウィルムス腫瘍類似の腫瘍が発生することが証明されてい

る[16]。すなわち、成人のみならず小児腫瘍においてもエピジェネティックな

制御の破綻が分子病態に重要な影響を及ぼしている可能性が示された。	
 

	
 神経芽腫は、小児において白血病、脳腫瘍についで頻度の高い腫瘍であり、

15 歳未満の小児腫瘍の 8〜10%を占める。1 歳以下発症の神経芽腫では自然退縮

することが多く、5年生存率が 95%と予後の良い腫瘍であるが、発症が 1歳〜14

歳では、5年生存率は 68%となっている[17]。病理学的には、神経分化の様々な

段階の腫瘍スペクトラムを示し、未熟小円形細胞腫瘍から成熟神経節細胞まで

を含む。生物学的特性としては、MYCNがん原遺伝子の増幅が神経芽腫の 16〜25%

に認められ[18]、1 番染色体短腕(1p)の欠失や 17 染色体番長腕(17q)の増加と関

連し[19]、予後不良因子として重要である。また、11 番染色体長腕(11q)の欠失

は年長児でよく認められ、単独で予後不良因子とされている[20],	
 [21]。腫瘍
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細胞のテロメラーゼ活性は、TERT プロモーター領域のリアレンジメントと相関

し、ハイリスク神経芽腫において、MYCN増幅群、ATRX機能喪失変異群と別のサ

ブグループである、TERTリアレンジメント群に分類されるようになった[22]。	
 

	
 近年、次世代シーケンサーなどを用いたハイスループット解析により、神経

芽腫における分子病態の解明が多数試みられている。腫瘍の発生に関与するこ

とが証明されている ALKの変異と増幅は神経芽腫の7%〜11%[23],	
 [24]に報告さ

れ、また全ゲノム解析や全エクソン解析により、chromothripsis が予後不良因

子であることが見出された[25]。年長児(12 歳以上)における高頻度(43.8%)の

ATRXの nonsense 変異と欠失[26]、高リスク神経芽腫における ARID1Aの変異と

ARID1B の欠失[27]なども明らかになった。しかし、臨床的、病理学的、生物学

的に多様性を示し、腫瘍内部においても不均一でその標的は多岐にわたるであ

ろうことが推察される神経芽腫の分子病態の全貌はいまだに明らかにされてい

ない。とりわけ神経芽腫の分子病態におけるエピジェネティック制御の役割は

十分解明されていない。エピエネティック制御の一つであるメチル化について

は、神経芽腫において個々の遺伝子におけるメチル化解析はなされているが

[28]–[35]、網羅的メチル化解析は、Abe ら[36],	
 [37]と Gomez ら[38]の報告の

み で あ る 。 Abe ら は 、 MS-RDA(Methylation-sensitive	
 representational	
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difference	
 analysis)法により神経芽腫において予後と関連するメチル化異常

をゲノムワイドにスクリーニングしており、PCDHB,HLP,CYP26C1 などにおける

CpG アイランドのメチル化が予後不良な症例に多く認められることを発見した。

また、これらの遺伝子における CpG アイランドのメチル化は同時にみられ、CpG

アイランドメチル化形質(CIMP:	
 CpG	
 island	
 methylation	
 phenotype)とも言え

ることを見出した。CIMP を示す症例では、RASSF1や BLUなどのがん抑制遺伝子

も高頻度にサイレンシングされていた。Gomez らの報告では、バイサルファイト

法とマイクロアレイを用いて網羅的メチル化アレイ解析が行われており、予後

不良症例と予後良好症例を比較することで、分化や神経の発達に関わる遺伝子

の CpG 領域がメチル化していることを見出している。Abe らの報告や他の報告に

おいて、神経芽腫におけるメチル化遺伝子に関しては一致している遺伝子が少

なく、メチル化における予後不良因子についてのコンセンサスは得られていな

い。	
 

	
 そこで本研究では、神経芽腫の分子病態にエピジェネティック制御の破綻が

関与するか否かを検討し、本症の分子病態のさらなる解明を試みた。具体的に

は、次世代シークエンサーとアレイ解析技術を駆使して、エピジェネティック

制御遺伝子の解読深度ターゲットキャプチャー、網羅的ゲノムコピー数および
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メチル化解析を行い、神経芽腫におけるエピジェネティック制御の遺伝学的全

体図を作成した。
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方法	
 

神経芽腫検体	
 

	
 エピジェネティック制御遺伝子の変異を網羅的に検索するため、ディスカバ

リーコホートとして神経芽腫新鮮凍結腫瘍 21 例(初発腫瘍 20 検体、再発腫瘍 3

検体、2症例は初発、再発のペア)とそのペアとなる正常検体(末梢血もしくは転

移のない骨髓血)を用い、ターゲットキャプチャー法(後述)による変異解析を行

った。ゲノムコピー数解析と PCR に基づいたターゲットディープシーケンス解

析は、ディスカバリーコホートに加え、バリデーションコホートとして新鮮腫

瘍検体 81 例(初発腫瘍 77 検体、再発腫瘍 7検体、初発と再発のペア	
 3 症例)を

追加して行った(表	
 1)。メチル化解析は、新鮮腫瘍検体初発 44 例で施行した(表

2)。新鮮腫瘍検体は東京大学医学部附属病院、埼玉県立小児医療センター、太

田総合病院附属太田西ノ内病院、慶応義塾大学病院、富山大学附属病院、島根

県立医科大学病院、大阪大学医学部附属病院、長野こども病院、筑波大学附属

病院、亀田総合病院を含む複数の施設から収集した。腫瘍検体における神経芽

腫の診断は、光学的顕微鏡所見、免疫染色所見、遺伝子検査等を用いて、各施

設にて診断もしくは中央病理診断が行われた。本研究は東京大学倫理委員会の

承認を受けており（承認番号 G1598）、インフォームド・コンセントは患児が小
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児であったため、保護者より文書で取得した。解析症例の一部は倫理委員会承

認以前に収集され、すでに亡くなられているなど現時点で同意書の取得が困難

な症例に関しては厚生省ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針に基づ

き連結不可能匿名化を行ったうえで解析に用いた。また、他施設から提供いた

だいた検体は、各施設にて倫理委員会を通していただいた。	
 

	
 

ターゲットキャプチャー法を用いたエピジェネティック制御遺伝子の網

羅的変異解析	
 

	
 エピジェネティック関連遺伝子 80 個(表	
 3)の全エクソン 1463 個、計 0.5 メ

ガベースペアの標的領域を解析するために、標的領域に相補的な配列をもつ

各々120 ベース長のベイトが領域全体を覆うように WEB 上のフリーツール

SureDesing(Agilent	
 Technologies,Inc.Santa	
 Clara	
 CA)を用いてベイトライブ

ラリーを設計した(図	
 1A:	
 

http://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002100)。	
 

ターゲットキャプチャー法のサンプル調整には、メーカープロトコールに従い、

腫瘍のゲノム DNA	
 1.5	
 μg を用いて Covaris®で 150-200 ベースペアのサイズに

断片化、末端修復とアダプター連結を行った後に PCR 増幅した。次に、前述の
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とおり設計した SureSelect	
 XT	
 Reagents®(	
 Agilent	
 Technologies,Inc.Santa	
 

Clara	
 CA)のビオチン化 RNA ベイトライブラリーと調整したサンプルを 16 時間

ハイブリダイゼーションさせ、標的領域の抽出を行った。その後、抽出した領

域の増幅と、同時に各サンプルを識別するためのインデックス（バーコード）

配列を付加するための PCR を行い、サンプルをプールした(図	
 1B)。	
 プールし

たインデックスタグ付きサンプルは、Illumina	
 Hiseq	
 2000	
 (Illumi,Inc.San	
 

Diego,CA)を用いてシーケンシングを行い、Genomon	
 (http://genomon.hgc.jp)	
 

を用いてデータ解析を行った。体細胞変異の候補遺伝子は、Genomon によって抽

出された変異リストのなかで COSMICv61(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic)	
 

に登録がなく、dbSNP131 に登録されている SNPs、変異頻度が 0.01 以下である

レアバリアントを除いた 1000genomes(http://www.1000genomes.org)に登録さ

れているSNPsと東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターのシーケンスデ

ータベース内に登録されている	
 In-house	
 SNPs を除外した後、腫瘍のアレル頻

度が0.07以上のアミノ酸置換をもたらす変異を対象とした。検出された変異は、

腫瘍検体とペアの正常検体の DNA を両方用いて、Sanger 法もしくは、後述する

PCRに基づいたターゲットディープシーケンス解析[3]にて確認した[39]	
 (図	
 2)。	
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ターゲットディープシーケンス解析	
 

	
 	
 ターゲットキャプチャー法を用いた変異解析で候補となった59個の変異の確

認と、バリデーションコホート 81例において 2例以上で変異の重複があった	
 遺

伝子(ASH1L,CHD7,KDM5C,MLL,MLL3,SMARCA4,RBBP4)、また神経芽腫の変異で最も

頻度の高い ALKとエピジェネティック関連遺伝子ですでに変異の報告がある、

ARID1A,ARID1B,ATRXの計 11 遺伝子の変異について、その変異頻度を検索するた

めにターゲットディープシーケンス解析を行った。ゲノム DNA は、REPLI-g	
 mini	
 

kit®	
 (QIAGEN	
 ,Inc.	
 Valencia,	
 CA)により増幅した後、Qubit®	
 dsDNA	
 BR アッセ

イキット(Life	
 Technologies	
 Corporation/Thermo	
 Fisher	
 Scientific	
 

Corporation.	
 Waltham,	
 MA.)と Qubit®2.0 フルオロメーター(Invitrogen	
 

Corporation/Thermo	
 Fisher	
 Scientific	
 Corporation,	
 Waltham,	
 MA.)を用いて

25ng/μl に調整した。調整したゲノム DNA は、１つの変異確認に対し、0.5μl

使用した。また、バリデーションコホートにおける変異頻度の検出には、81 検

体を 9×9検体とし、調整したゲノム DNA	
 9 検体を一つにプール、計 18 個のプ

ール DNA を用いた。(図	
 3)。ターゲットディープシーケンスは、はじめに Not1

配列を付加したプライマーで候補遺伝子の全エクソン領域もしくは変異候補の

標的領域を PCR で増幅する。PCR 産物を 2%アガロースゲルによる電気泳動にて
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確認した後、PCR 産物をプールごとにまとめ、QIAquick	
 PCR	
 Purification	
 Kit®	
 

(QIAGEN	
 ,Inc.	
 Valencia,	
 CA)	
 で精製。1.5μg の精製した DNA を Not1 制限酵素

にて切断後、T4	
 ligase を用いて、５時間反応させ Not１配列を介して PCR 産物

を結合させた。結合してできた PCR 産物を Covaris®を用いて 200 ベースペアに

断片化した後、改良を加えた Illumina 社の pair-end	
 library	
 プロトコールに

準じて、アダプターを連結、インデックスタグを付加した PCR にて増幅後、

Hiseq2000 を用いてシーケンシングを行った[3]。ターゲットディープシーケン

ス解析で用いたプライマーセットは、表	
 4	
 に示す。	
 

	
 

SNP アレイによるゲノムコピー数解析	
 

	
 ゲ ノ ム コ ピ ー 数 解 析 は 、 The	
 GeneChip®	
 Human	
 Mapping	
 250K	
 Nsp	
 

Array(Affymetrix	
 ,Inc.	
 Santa	
 Clara,	
 CA.) も し く は 、 CytoScan®	
 HD	
 

Array(Affymetrix	
 ,Inc.	
 Santa	
 Clara,	
 CA.)を用いて行った。サンプル調整は,	
 

メーカープロトコールに従い、腫瘍のゲノムDNA	
 250ngを NspⅠ(250K)もしくは、

の制限酵素を用いて切断後、共通アダブターを付加、単一プライマーを用いて

PCR を行った。PCR 生成物を DNAseⅠを用いて断片化後、ビオチン標識されたア

レイ上で 16 時間ハイブリダイゼーションを行った。それを洗浄した後、専用ス
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キャナーで読み取りを行い、アレイデータの解析には、CNAG(copy	
 number	
 

analysis	
 for	
 GeneChip)	
 /	
 AsCNAR	
 (	
 allele-specific	
 copy-number	
 analysis	
 

using	
 anonymous	
 references)アルゴリズムを使用した[40],[41]。	
 

	
 

メチル化アレイ解析	
 

	
 網羅的メチル化アレイ解析は、The	
 Infinium	
 HumanMethylation450	
 BeadChip	
 

Kit	
 (Illumina,	
 Inc.	
 San	
 Diego,	
 CA.)を使用し、44 例の初発神経芽腫検体に対

して行った。メーカープロトコールに従い、500ng のゲノム DNA を用いてサンプ

ルの調製をおこなった[42],	
 [43]。解析のために、本研究のデータに加え、正

常組織のデータとして、公開データである GEO(Genome	
 Expression	
 Omnibus)よ

り、同じプラットフォームを使用したメチル化アレイのデータ(正常胎児副腎 3

例、正常成人副腎 2例、リンパ球	
 4 例、リンパ節	
 2 例、胚性幹細胞	
 2 例、神経

前駆細胞	
 2 例、人工幹細胞	
 4 例:GSE25931,GSE31848,GSE57853)をダウンロード

し使用。他細胞と神経芽腫を比較することで、神経芽腫におけるメチル化の全

体像を示した後、以下の操作とフィルタリングを行い、自験例における神経芽

腫のメチル化プロファイルを決定した。また、解析結果の再現性を確かめるた

めに、先行論文である Gomez らの網羅的メチル化解析の公開データ(35 例の神経
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芽腫検体、2例の神経節芽腫検体、2例の正常副腎、2例の胎児脳:	
 GSE54719	
 )

を用い、同様に解析を行った。最終的な神経芽腫のメチル化プロファイルは、

自験例と Gomez らの公開データを統合、解析することにより決定した。	
 

	
 神経芽腫のメチル化プロファイルを決定するために、以下の操作とフィルタ

リングを行った。まず、	
 The	
 Infinium	
 HumanMethylation450	
 BeadChip	
 Kit

のプローブデザインのバイアスを補正するため、	
 Beta-mixture	
 quantile	
 

normalization を行った。480,000 を超えるプローブの中で、Xもしくは Y染色

体上にあるプローブと検体の 10%以上で欠損値のあるプローブを除外、その中

で	
 “Promoter_Associated”	
 もしくは

“Promoter_Associated_Cell_type_specific”のアノテーションが付いている

プローブと“Island”,	
 “N_Shore”	
 もしくは“S_Shore”領域にデザインされ

ているプローブを選択した。以上のフィルタリングの後、残ったのは 80,057 プ

ローブであった。さらに、Bioconductor	
 package にある	
 PCA	
 methods を用いて

プローブの欠損値を補った。各メチル化サイトにおけるメチル化の程度は、プ

ローブのβ値により表され、0が低メチル化状態を、1が高メチル化状態を示す。

自験例データ、Gomez らの公開データにおけるメチル化プローブのβ値を用いて、

各メチル化プローブにおける MAD(median	
 absolute	
 deviation:中央絶対偏差)
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を計算、検体間において変動が大きいプローブ(MAD が大きな値をとるプローブ)

を上位順に選択。集団における特徴が最も顕著となり、かつ安定するクラスタ

ー数を決定するのに有用であるとされる、コンセンサスクラスタリングを行っ

た。コンセンサスクラスタリングは、無作為に 1000 回、選択されたプローブ数

の80%を抽出し、その抽出されたプローブを用いてWard法とPearson相関係数、

もしくはEuclid相関係数に基づいたアルゴリズムによる階層的クラスタリング

を繰り返すことにより、初期値の検体の設定でサブグループ分類の結果が異な

ってしまうバイアスを減らし、クラスターを安定させる。さらに CDF(cumulative	
 

distribution	
 function)カーブ下の領域の相対的な変化(Relative	
 change	
 in	
 

area	
 under	
 CDF	
 curve)	
 が大きくなるクラスター数が、そのデータの特徴を最

もよく示すと考えられており、各集団におけるメチル化アレイデータを用いて

最適なクラスター数を各集団で決定した[43]。また、クラスターが安定するプ

ローブ数を決定するために、consensus	
 CDF と consensus	
 matrix を用いた。自

験例と Gomez の公開データを統合して解析するために、各集団で選択されたメ

チル化プローブのうち共通するプローブを抽出。再度コンセンサスクラスタリ

ングを行い、最終的な神経芽腫のメチル化プロファイルを決定した。また、ク

ラスターを分けるメチル化プローブの決定は、2群間におけるβ値を比較し、
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Wilcoxon の順位和検定により 2群間の p値と fold	
 change を計算、2群間でβ

値に有意に差があるプローブを抽出した。	
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結果	
 

ターゲットキャプチャー法による神経芽腫のエピジェネティック制御遺

伝子の変異解析データ精度	
 

	
 ディスカバリーコホートとして、神経芽腫新鮮腫瘍検体の初発 20 検体と、再

発時腫瘍 2検体、さらに再発時のみの 1検体を加え計 23 検体で、ターゲットキ

ャプチャー法によるエピジェネティック制御遺伝子の変異解析を行った。得ら

れたシーケンスデータは、平均解読深度が 536.0x	
 (125.4-1268x)、標的領域に

おいて 30x 以上シーケンスされた塩基の割合は 95.4%	
 (	
 61.2-	
 99.7%)であった

(図	
 4)。最も少ないデータ量であった DC004でも、平均解読深度は 125.4x あり、

全エクソン解析における一般的な平均解読深度と同程度であった。ディスカバ

リーコホートでの変異候補は計 67 個で、最終的に確認された変異は 31 個(True	
 	
 

Positive	
 rate	
 0.462)であった。検体において変異が確認された割合は、平均

67.9%で、平均解読深度が最も低かった DC_004 は、0/18 であった。初発検体で

の平均変異個数は 1.1(0-3)、再発検体での平均変異個数は 4(2-6)であった。	
 

	
 

ターゲットキャプチャー法で検出された神経芽腫におけるエピジェネテ

ィック制御遺伝子の変異候補遺伝子	
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 解析した21例で、2例以上の重複する腫瘍特異的変異があった遺伝子は、ASH1L

と CHD7 の 2 遺伝子であり、再発かつ転移巣 2 検体において認められた。また、

他の腫瘍特異的変異も、この再発 2検体に集中していた。DC004 は、初発、再発

検体のペアであったが、再発でみられた腫瘍特異的変異は、初発検体では認め

られなかった。変異は KDM5C(P495S)の 1 例を除き全てヘテロであり、多くはミ

スセンス変異であったが、DC015 では ASH1Lと MLL3の 2 つの遺伝子でナンセン

ス変異を認めた。腫瘍検体におけるアレル頻度は最も低いもので 10.8%であった。

変異を認めた遺伝子には、ASH1Lなど symphathoadrenal	
 系において分化への関

わりが示唆されているもの[44]、CHD7など CHARGE 症候群の原因遺伝子とされ神

経堤細胞の遊走に関わるとされる遺伝子[45]や、血球系の幹細胞の分化に関わ

るとされる MLL遺伝子[46],	
 [47]、また、KDM5C[48][49]などがん原遺伝子と推

定されているもの含まれていた。ディスカバリーコホートにおける変異遺伝子

のまとめを表	
 5	
 に示す。胚細胞における変異の病的意義については未だ定まっ

た見解はないが、ALK の R1275Q 変異など腫瘍のみならず胚細胞にも生じ、病的

意義をもつことが知られている変異も存在する[50],	
 [51]。そこで、1000genome

で 1%以下のレアバリアントを含め、SIFT、Polyphen,	
 MutationTaster で Disease	
 

causingとされている胚細胞変異もあわせて検討した。2例以上重複した変異は、
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ASH1L(4/21)、ARID1B(3/21)、CHD7(2/21)、MLL3(2/21)であり、Trithorax	
 group	
 

(TrxG)やSwitch/Sucrose	
 non-fermentable(SWI/SNF)複合体に属していた(表	
 6)。

腫瘍特異的遺伝子、もしくは胚細胞変異も合わせて 2 例以上で変異のあった遺

伝子(ASH1L,CHD7,KDM5C,MLL,MLL3,SMARCA4,RBBP4)を候補遺伝子とし、バリデー

ションコホートを用いて、変異解析を追加した。	
 

	
 

SNP アレイによるゲノムコピー数解析	
 

	
 神経芽腫においては、すでに述べたように 1p、11q の欠失、17q の増加と MYCN

の増幅が、予後因子としてよく知られており、サブグループを分類する上で重

要な指標である。バリデーションコホートにおける生物学的特性を明らかにす

るため、SNP アレイを用いたゲノムコピー数解析を 102 症例(初発	
 77 検体、再

発	
 7検体、初発と再発のペア	
 3検体)で行った。結果は、MYCN	
 増幅26/102(25.5%),	
 

1p欠失	
 22/102(21.6%),11q欠失	
 29/102(28.4%),17q増加	
 81/102(79.4%)であっ

た。エピジェネティック制御遺伝子の中で、SNP アレイ解析でホモ欠失を認めた

のは、ATRX のみで 5 例(4.9%)であった(図 6)。ハプロ不全でも細胞の増殖に関

連するとされる、MLL3、ARID1A に関しては、MLL3 ではコピー数の低下はなし、

ARID1Aでは 18/102(17.6	
 %)でゲノムコピー数の低下を認めた(図	
 6)。	
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ターゲットディープシーケンスを用いた候補遺伝子の解析	
 

	
 ディスカバリーコホートにおいて検出された 2 例以上で変異が重複している

遺伝子(ASH1L,CHD7,KDM5C,MLL,MLL3,SMARCA4,RBBP4	
 )と神経芽腫で最も頻度の

高い ALK、またエピジェネティック関連遺伝子ですでに変異の報告がある遺伝子

(ARID1A,ARID1B,ATRX	
 )の計 11 遺伝子について、変異頻度と相互関係を調べる

ために、バリデーションコホートとして 81 症例(初発	
 77 検体、再発 7検体、初

発と再発のペア 3 検体)(表 1)を加え、計 102 例における候補遺伝子の変異解析

を行った。一部の検体は、正常検体が得られなかったため、アレル頻度が 0.474

から 0.526 の変異を胚細胞変異(probably	
 germline	
 mutations)と定義した。こ

れは、変異確認のシーケンスの平均解読深度は 2000x をこえているため、胚細

胞変異の真のアレル頻度である 0.5 が、99%の確率で入る範囲を規定し、定義づ

けた[52]。変異の頻度が最も高かったのは、ALKと ARID1Bであり、8/102(7.8%)

で認められた。CHD7 は変異を認めたのは 4/102(3.9%)であったが、全て腫瘍特

異的変異と推定され、神経芽腫では報告のない新規の変異であった。全症例に

おける 11 遺伝子の変異頻度のまとめを表	
 8	
 、各遺伝子における変異の位置を	
 

図	
 5 に示す。	
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エピジェネティック制御遺伝子の異常とゲノムコピー数変化、臨床情報と

の関連	
 

	
 次に、エピジェネティック制御遺伝子の異常と神経芽腫関連遺伝子の変異お

よびゲノムコピー数変化や臨床情報との関連性を検討した。また、エピジェネ

ティック制御遺伝子の変異の他に、SNP アレイで認められた ATRX のホモ欠失、

ARID1A のヘテロ欠失など腫瘍化に影響があると考えられるゲノムコピー数の変

化も合わせて解析した(図	
 6)。エピジェネティック制御遺伝子異常は、全体の

40/102	
 (39.2%)で検出され、特に SWI/SNF グループでは排他的に生じていた。

エピジェネティック制御異常群とその他の群で予後因子を比較すると、MYCN 増

幅や Stage4 症例、1p 欠失の割合が有意に多く(表	
 9)、発症年齢も高かった(図	
 

7A)。11q 欠失や 17q 増加、転移巣における変異の割合に有意差は認めなかった。

エピジェネティック制御異常群とその他の群での5年EFS(Event	
 Free	
 Survival)

をカプランマイヤー法にて算出し、log-rank 検定を行ったところ、エピジェネ

ティック制御異常群で有意に予後不良であった(P<0.001)	
 (図	
 7B)。Stage4 の症

例のみでは、２群間に予後の差はなかった。MYCN増幅例のみや Stage4 を除いた

症例においては、両群における検体数が十分でないため、予後に関する信頼し

うる結果は得られなかった。	
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神経芽腫における網羅的メチル化解析	
 

	
 	
 神経芽腫の分子病態におけるメチル化の影響について解析するために、神経

芽腫初発 44 例について網羅的メチル化解析を行った。神経芽腫検体には様々な

割合で正常組織が混入しており、それが腫瘍のメチル化解析結果に影響を与え

ている可能性があると思われたため、公開データである GEO(Genome	
 Expression	
 

Omnibus)から正常副腎(成人と胎児)、リンパ球（リンパ球とリンパ節）、また、

神経芽腫の幼若性も考え、胚性幹細胞細胞(ES)、神経前駆細胞(NPC),	
 人工幹細

胞細胞(iPS)(同一人物からの培養)も加えてデータ解析を行った。はじめに神経

芽腫検体と、各正常組織におけるプロモーター領域の全体的なメチル化の状態

を、各組織（神経芽腫、正常副腎、正常リンパ節、幹細胞）におけるメチル化

サイトプローブのβ値の中央値と、中央絶対偏差(MAD)を用いて検討した。各組

織におけるプロモーター領域のメチル化サイトプローブは94,797プローブ存在

し、各々のプローブに対する組織におけるβ値の中央値を密度プロットで示す

と peak は 0 に近く、非メチル化状態のプローブが多数をしめていると考えられ

た。またこれらメチル化サイト 94,797 プローブのうち 82,115 プローブはどの

組織においても MAD が 0.05 以下であり、プロモーター領域における多くのプロ
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ーブはどの組織においても一様、かつ非メチル化状態である考えられた(data	
 

not	
 shown)。エピジェネティック制御遺伝子の変異解析から、エピジェネティ

ック制御遺伝子の異常は病期 4に多かったため、病期ごとと各正常組織におけ

るβ値を比較した	
 (図	
 8A)。また各群におけるメチル化プローブのβ値の分布

は、密度プロットで示した(図	
 8B)。図 8A では、各検体におけるプローブ状態

の代表値をβ値の中央値とし、黒点で示した。幹細胞群は、他群よりも各検体

におけるβ値の中央値が高く、メチル化状態のプローブの頻度が高いと考えら

れた。神経芽腫では、病期 3において正常副腎よりも非メチル化状態にあるプ

ローブの頻度が高い検体が多いと考えられた。各群のメチル化プローブサイト

におけるβ値の分布を密度プロット(図８B)でみると、幹細胞群以外の神経芽腫、

正常副腎、正常リンパ節でβ値が０に近い値である非メチル化状態のプローブ

の頻度が高かった。特に神経芽腫群ではステージにかかわらず、正常副腎より

も非メチル化状態のプローブの頻度が高いことが示された(図 8B)。一方、CpG

領域のメチル化は、成人のがんにおいて、一部の特徴づけられたサブグループ

に存在し[12]、神経芽腫でも CIMP に MYCN増幅症例が多く、予後不良とされて

いる[36]。そこでプロモーター領域のプローブをCpG	
 island領域と非CpG	
 island

領域にわけ、ステージごとに同様に比較をした(図	
 9	
 A、B)。図 9	
 A に示される
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ように CpG	
 island 領域では、幹細胞群でメチル化しているプローブの頻度が高

い検体が多かったが、神経芽腫群のなかでは、病期 4の症例群が病期 1の症例

群に対して有意にメチル化プローブの頻度が高い検体が多かった。病期 4の中

には、幹細胞と同様にメチル化プローブの頻度が高い症例も、病期 1同様に非

メチル化プローブの頻度が高い症例も含んでおり、多様性を持っていた。図 9	
 B

に示す、非 CpG	
 island 領域では、病期 4と病期 3が正常副腎よりも有意に非メ

チル化プローブの頻度が高い傾向にあったが、各病期におけるメチル化症例は、

同じような範囲(0-0.5)に存在し病期による差異は認められなかった。以上より、

神経芽腫における CpG	
 island 領域のメチル化は、非 CpG	
 island 領域よりも予

後や進展に関わる可能性が示唆され、かつ多様性を示すことから神経芽腫のメ

チル化プロファイルに有用であると考え、神経芽腫と正常副腎組織のプロモー

ター領域にある CpG	
 island 領域のプローブを選択、コンセンサスクラスタリン

グを行い、神経芽腫における特徴的なクラスターの抽出を試みた。自験例の初

発神経芽腫 44 検体と公開データである副腎 5例を用いた結果、図 10	
 B に示さ

れるように K=3 において、CDF(cumulative	
 distribution	
 function)カーブ下の

面積の相対的変化が大きくなっており、クラスターを 3群にわけることが、こ

の集団の特徴を最も顕著に示すと考えられた。また、クラスター検定を繰り返
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してもクラスター内の検体が入れ変わらない確率が高いとクラスターは濃い青

で表されが、図 10	
 C では、K=3 におけるクラスターは濃い青で表されており、

クラスターが安定していることが示された。以上より自験例のメチル化解析の

データからは、3群に分類することが最適であると考えられた。次にメチル化ク

ラスターのヒートマップと臨床情報、遺伝子変異、コピー数変化を統合した図

を図 10	
 D に示す。図 10	
 D におけるメチル化のヒートマップに注目すると、コ

ンセンサスクラスタリングにより決定した Methyl1 群は、青色で示される非メ

チル化プローブの割合が高く、正常副腎群と似たメチル化パターンであり、

Adrenal-like 群とした。Methyl2 群は、黄色で示されるメチル化プローブの割

合が高く、Hyper-methylated 群と定義した。Methyl3 群は、その中間であり、

Intermediate-methylated 群とした。神経芽腫における 3群間の臨床情報に着目

すると(表 10)、Hyper-methylated 群は、全例が病期 4であった。また、他の群

と比較して 1p 欠失、17q 増加の症例の割合が高かった(p<0.01)。エピジェネテ

ィック異常群は、Hyper−methylated 群で頻度が高い傾向があったが、カイ二乗

検定では有意差は認めなかった。予後良好因子とされる 18 か月以下、かつ MYCN

増幅のないHyperploidyの症例は、Intermediate−methylated群に集中していた。

その他、11q 欠失、ALK変異の頻度は、3群間で有意差を認めなかった。メチル
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化による 3群と神経芽腫の臨床像、分子生物学的特徴についてのまとめを表	
 10

に示す。	
 

	
 3 群間の年齢分布は、Mann-Whitney 法を用いて算出したところ、

Hyper-methylated 群症例は有意に年齢が高かった(図	
 11A)。また、５年 EFS は、

Log-rank 法にて(図	
 11B)	
 Intermediated-methylated 群が予後良好な傾向にあ

ったものの有意差はなかった	
 (P=0.058)。	
 

	
 次に、同じプラットフォームでメチル化の解析を行っている、Gomez らの公開

データ(神経芽腫 35 例と対照として正常副腎	
 2 例、胎児脳組織	
 2 例と予後良好

な神経節芽腫	
 2 例を含めた計 41 検体)を用い、自験例と同じアルゴリズムで再

解析を行った(図	
 12	
 A,B,C,D)。図 12	
 B より K=3 が最適なクラスター数と考え

られた。図 12	
 D のメチル化ヒートマップに注目すると、Methyl１群は、副腎正

常組織や胎児脳組織が含まれ、Adrenal-like 群と定義。Methyl3 は他群と比較

して黄色で示されるメチル化プローブを多く含んでおり、Hyper-methylated 群、

Methyl	
 2 群は Intermediate-methylated 群と定義した。自験例では、

Adrenal-like群に13例含まれ、そのうち MYCN増幅症例は7例含まれていたが、

Gomez らのデータでは、MYCN増幅のない一例のみが Adrenal-like 群に含まれて

いるのみであった。Gomez らのデータでは、MYCN増幅症例は、明らかに
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Hyper-methylated 群(Methyl	
 3 群)に、18 か月以下の症例は、

Intermediated-methylated 群(Methyl	
 2 群)に集中していたが、その他の臨床情

報では有意差はなかった(表	
 11)。	
 

	
 自験例と Gomez らの公開データを利用したメチル化解析を比較すると、

Hyper-methylated 群で MYCN増幅例が多いこと、Intermediate-methylated 群で

18 ヶ月以下などの予後良好因子を持つ症例が多いことは共通したが、

Adrenal-like 群に含まれる症例数やその臨床像は大きく異なっていた。固形腫

瘍検体は、しばしばリンパ球を含み、正常組織の混在による腫瘍含有量の低下

が結果に影響することが危惧される。そこで、公開データから取得したリンパ

球のメチル化データから自験例で使用したメチル化プローブを抽出、自験例と

統合することでリンパ球の及ぼす影響についても検討した。図 13	
 B	
 に提示され

るように、コンセンサスクラスタリングにより 4群に分類された。図 13	
 D に示

されるように、リンパ球を含まないデータでは Adrenal-like 群に分類されてい

た 2症例は、Lymphocyte-like 群に分類された。この 2例は、コピー数変化も乏

しく、メチル化パターンもリンパ球に酷似していることから、リンパ球正常組

織の混入がかなり存在すると考えられた。また、Adrenal-like 群に分類されて

いた 3例は、Hyper-methylated 群に含まれた。	
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 次に、検体選択のバイアスを減じ、また各集団におけるメチル化のプロファ

イルが偶然でないことを示すために自験例と Gomez らの公開データを統合し、

解析を行った。両解析で使用した共通するメチル化プローブを抽出、コンセン

サスクラスタリングを行った結果を提示する(図 14	
 A,B,C,D)。図 14	
 D のメチル

化ヒートマップより、Methyl1 群は、副腎やリンパ球などの正常組織が含まれる

ため、Normal-like 群と定義、Methyl2 群を図 14-D のヒートマップにおいて黄

色で示される高メチル化プローブが多く含まれることからHyper-methylated群、

Methyl3 群を Intermediate-methylated 群と定義した。Methyltype_M は、自験

例におけるメチル化解析結果を、MethylType_G は Gomez らの公開データの結果

を示しているが、データを統合しても各実験におけるクラスター分類はほぼ再

現されていた。自験例において Hyper-methylated 群に分類されていた 4 例が

Intermediate-methylated 群に、Intermediate-methylated 群に分類されていた

1例はNormal-like群に分類され、自験例においてクラスター間における移動(ク

ラスターの動揺)が多く認められた。Hyper−methylated 群は、MYCN 増幅がある

か年長児かつ進行病期(INSS	
 3	
 or	
 4)の症例で構成されていた（図 14	
 D）。クラ

スターごとの臨床像についてまとめたものを図 15、表 12 に示す。5年再発率を

カプランマイヤー法にて算出すると Hyper-methylated 群は予後不良であった
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(図 15C)。予後の差は MYCN増幅の影響によると考えられたため、MYCN非増幅例

かつ年長児の集団で、Hyper-methylated 群と Intermediate-methylated 群のメ

チル化クラスターの差による予後を比較したが、各集団に 10 例と少数であり、

再発率も生存率も有意差は認めなかった(Data	
 not	
 shown)。Intermediate−

methylated 群と Normal-like 群は、どちらも 18 ヵ月以下の若年発症例が多く、

病期の割合も似ており(図 15A,B)臨床的な差異は今回の解析では認められなか

った。	
 

	
 次に、統合したデータにおいて、正常副腎組織と、Hyper-methylated 群の 2群

を分類する因子となるメチル化プローブを抽出するために、2群におけるメチル

化プローブの比較を Wilcoxon の順位和検定を用いて行った。検出された結果に

対し、	
 p-value<0.001、fold	
 change>2	
 かつ 2 つ以上のプローブを有する遺伝

子を有意とした。高メチル化している遺伝子として、既知の RASSF1に加え、CYTH2、

GRIN1など RAS パスウェイに関わる遺伝子や、ACP5、C6orf150、	
 EPST1Iなどイ

ンターフェロンの応答や免疫に関わると考えられる遺伝子、また胃がんで高メ

チル化が報告されておりアポトーシスに関わるとされる TMEM106Aなどが抽出さ

れ た ( 表 13) 。 予 後 に 有 意 差 の あ っ た 、 Hyper-methylated 群 と

Intermediate-methylated 群では、2群を分類するメチル化プローブは、正常副
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腎組織と差があったプローブのうち、ACP5、C6orf150、	
 EPST1Iなどインターフ

ェロンの応答や免疫に関わると考えられる遺伝子が抽出された。正常副腎組織

では、相対的に IL17Cの高メチル化が認められた。	
 高メチル化を示した遺伝子

名と染色体位置、機能についてまとめたものを表 13 に示す。	
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考察	
 

エピジェネティック制御遺伝子の変異解析では、神経芽腫において、10%以下

のマイナークローンも含めても重複する変異の頻度は低い傾向が認められた。

小児固形腫瘍におけるエピジェネティック制御遺伝子 622 個を全エクソン解析

と本研究と同様のターゲットキャプチャー法によって解析した先行論文では、

神経芽腫 117検体において 3検体以上で重複する遺伝子は、KDM5C(3/117:2.56%)

と ATRX(5/117:4.28%)のみであった[53]。2 個以上重複する遺伝子も 12/622 個

と少数であり、本研究と同様に変異頻度の高い遺伝子は認めなかった。これら

の結果より、エピジェネティック制御遺伝子の変異は、神経芽腫の一部の分子

病態に関与している可能性が考えられた。本研究では、3検体以上で重複する腫

瘍特異的変異を認めた遺伝子は、ARID1B(4/102:3.92%)、CHD7(4/102:3.92%)、

MLL3(3/102:2.94%)、KDM5C(3/102:2.94%)の 4 遺伝子であり先行論文よりもやや

多かったが、これは、変異確認のための方法として、PCR に基づいたディープタ

ーゲット法を用いており、サンガーシーケンス法で視認できない変異を全リー

ド数と変異リード数による客観的な数値として検出することが可能であったた

めと考えられた。	
 

	
 本研究では、変異は SWI/SNF グループを筆頭に転写を活性化させる遺伝子グル
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ープに集中していた。SWI/SNF グループにおける異常は、神経芽腫においては、

年長児における ATRX の機能喪失型の遺伝子変異[25],[26]や、高リスク群の

ARID1A+ARID1Bの変異[27]などが知られているが、その他に予後不良な小児固形

がんとして知られる悪性ラブドイド腫瘍の35%にSMARCB1の機能喪失型の胚細胞

変異が[54]、75%に腫瘍特異的変異の報告がある[55]。多くの成人がん、特にホ

ルモンレセプター系のがんである、卵巣がん、膀胱がん、胃がん、肝細胞癌に

も高い頻度でARID1Aの変異が生じることが知られており[56]、その他のSWI/SNF

複合体のサブユニットも、がんの発生に深く関わる遺伝子群として注目され、

特定の組織では特定のサブユニットが組織特異的に発がんを抑制していると考

えられている[57]。SMARCA2もしくは SMARCA4は、SWI/SNF 複合体の中で neural	
 

progenitor	
 cell の転写を制御する、neural	
 progenitor	
 	
 BAF の中心的な構成

遺伝子であり、そこに SMARCC1と、ARID1Aもしくは ARID1Bがサブユニットとし

て加わって複合体を形成している[58]。その他、分化した neural	
 cell	
 の転写

を制御する neuron	
 BAF は、やはり SMARCA2もしくは SMARCA4を中心に ARID1A、

ARID1Bの両方または ARID2をサブユニットとして複合体を形成する。	
 本研究に

おいても、ARID1A,ARID1B,ATRX の他に、頻度は低いものの neural	
 progenitor	
 

SWI/SNF 複合体の中心的となる SMARCA2、SMARCA4 とそのサブユニットである
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SMARCC1に変異があり、さらに neurons	
 BAF のサブユニットである ARID2にも変

異は排他的に生じていた(図	
 11)。従って、神経芽腫の分子病態に頻度は低いも

のの SWI/SNF 複合体の機能異常が関与している可能性が示唆された。また、

SWI/SNF 複合体のサブユニットである ARID1Aは、神経芽腫において 1p の共通欠

失領域 1p36[20],	
 [59],	
 [60]近傍に	
 存在している。ARID1A の変異は、卵巣が

ん、胃がん、膀胱がん、肝細胞癌など、多くの成人がんで認められており、そ

の変異はヘテロミスセンス変異であるにもかかわらず、ARID1A の発現は低下し

ていることが多い。また類内膜がんでは ARID1A の発現の低下が認められる 5%

の検体が変異なしのヘテロ接合体との報告がある[56]。マウスの実験では

ARID1A のヘテロ接合体では、胎児期の死亡が確認されており、生物学的には

ARID1A の単一アレルは、ハプロ不全の効果があることが示唆されている[61]。

ATRXのホモ欠失、ARID1Aのヘテロ接合体とエピジェネティック制御遺伝子の変

異症例をあわせると自験例の 32/102	
 (31.4%)例で異常が生じていることから、

これまでの報告[26],	
 [27]と同様に、この経路が神経芽腫においても重要な役

割をはたしている可能性が示唆された。本研究では、ターゲットキャプチャー

法の限界である 120bp	
 以上のゲノム欠失は捉えられないため、ATRX や ARID1B

に生じる 200bp 以上の欠失がある場合[25],[27]には、検出された遺伝子異常の
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頻度は、実際はより低い可能性がある。現在のハイスループット解析をもって

しても小児固形腫瘍のゲノム異常がみつからないのは、解析手法の限界により

このような欠失領域を十分検出できていないことが一因であると推察された。	
 

	
 また、エピジェネティック制御遺伝子異常とゲノムコピー数異常、臨床情報

との関連性を示したランドスケープでは、エピジェネティック異常が MYCN増幅

を伴うことが多く、進行病期で発症年齢が高い症例に生じており、予後が悪い

ことが示された。病期 4 のみでエピジェネティック異常群と異常なし群を比較

すると予後に差は出ないが、病期 4 以外に注目すると、エピジェネティック異

常群でやや再発率が高かったことよりエピジェネティック制御遺伝子の異常は、

それだけでは予後因子とはならないが、病勢の進行に影響を及ぼしている可能

性は否定できない。また、病期４の患者のうちエピジェネティック制御の破綻

が病因に関与している例においては、分子標的薬が治療選択となる可能性が示

唆された。	
 

	
 近年、胎児期の一時的な山中因子の発現により細胞に異常なメチル化がおこ

ることで、ウィルムス類似腫瘍が発生することが報告され	
 [16]、小児腫瘍にお

いてもがん化にメチル化が関与していることが示唆されている。そのため、本

解析では、神経芽腫検体と正常対照群(副腎、リンパ球)に加え、胚性幹細胞の
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メチル化プローブも含めて解析を試みた。メチル化プローブは、プロモーター

領域、プロモーター関連領域のみを抜き出して神経芽腫を分類する最も分散の

大きなプローブを選択しているが、胚性幹細胞を含めた神経前駆細胞、人工多

能性幹細胞群は神経芽腫群に比較して、選択されたプローブが高メチル化状態

のプローブの頻度が高く、神経芽腫は、幹細胞とは異なったメチル化パターン

であることが推察された。選択されたプローブを CpG	
 island 領域とそれ以外に

分けると、CpG	
 ialand 領域では、病期間における差が大きく、その他の領域で

は、正常副腎組織が神経芽腫に対しメチル化しているプローブの頻度が高かっ

た。CpG	
 island 以外のプロモーター領域では、組織特異的に DNA のメチル化が

消失しているとされることから[62]、選択されたプローブは副腎に特異的なプ

ローブであると考えられ、正常副腎に対し、神経芽腫では、組織特異的なプロ

ーブに関して低メチル化の異常が生じていると考えられた。神経芽腫のメチル

化解析に関しては、成人がんで高メチル化が報告されているがん関連遺伝子を

選択的に解析した報告がほとんどであり[28]-[29],	
 [34],	
 [36]-[37],	
 [63]–

[66]、本研究のように患者検体を用いて網羅的にメチル化解析を行った報告は

少ない[36],	
 [67]。従って、これまで神経芽腫におけるメチル化の全体図は明

らかにされていなかった。成人のがんでは CpG	
 island に高メチル化がある CIMP
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が予後不良とされているが、どの遺伝子を CIMP 選択の基準とするかは、がんに

より別々に定義されている[68]–[70]。Abe らは、神経芽腫においては PCDHB 遺

伝子群が CIMP と相関していると定義付け、神経芽腫における CIMP は MYCN増幅

と関連があり予後不良因子であるとしたが[36]、本研究でも Abe らの報告にあ

るように CpG	
 island 領域が高メチル化している Hyper-methylated 群は MYCN増

幅症例が多く、予後不良な傾向があった。また CIMP は、MYCN増幅群のみならず

病期 4 かつ年長児、エピジェネティック制御遺伝子の異常がある症例群である

ことが新たに明らかになった。	
 

	
 自験例と Gomez らのデータの検体を比較すると、 MYCN 増幅症例が

hyper-methylated 群である CIMP に分類されたこと、Adrenal-like 群に神経芽

腫症例が含まれたこと、低年齢かつ hyperploidy の予後良好症例群が

Intermediate-methylated 群に分類されたことなど類似した解析結果が得られ、

神経芽腫におけるメチル化プロファイルが明らかとなった。リンパ球も加えた

自験例の再解析では、Adrenal-like 群の 2 例がリンパ球のメチル化パターンと

酷似しており腫瘍含有量が低いことより、Adrenal-like 群に分類された検体の

中に腫瘍含有量が少ない検体が含まれることが示唆された。同じく

Adrenal-like 群であった 2例が Hyper-methylated 群に分類され、選択する検体
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により集団のクラスター分類が異なってしまうことから、背景である副腎、神

経組織の混入により神経芽腫組織の特徴的なメチル化が顕著でない症例が存在

すること、また自験例では病期 4 の割合が高く選択する検体に偏りがあること

でメチル化分類が異なってしまう可能性が考えられた。	
 

	
 統合したメチル化解析においても各集団における解析結果とほぼ一致してお

り、Normal-like 群に関しては正常組織の混入や選択する検体の偏りは否定出来

ないが、神経芽腫にはメチル化異常を伴わないサブグルーブが存在すると考え

られた。メチル化異常を伴わない Normal-like 群は、18 ヵ月以下の若い症例が

多く含まれ、Hyper−methylated 群は MYCN増幅もしくは年長児かつ進行病期であ

ることから、神経芽腫におけるメチル化は、MYCN 増幅と年齢による影響が大き

いことが改めて示された。	
 

	
 多くの論文で、神経芽腫と正常を分類するメチル化の遺伝子は報告されてい

るが[31],	
 [36],	
 [67]、発現と相関するものは少ない。Abe らの報告でも PCDHB

遺伝子のメチル化が必ずしも発現と相関していたわけではなかった[36]。高メ

チル化遺伝子で発現と相関があり、かつ予後因子として矛盾のないものは KRT19、

PRKCDBP などが報告されている[32],	
 [36]-[37],	
 [65]。本研究では、検体の制

限によりメチル化と発現の関係を示せなかったが、正常副腎組織と比較して
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Hyper-methylated 群では、既知の RAS パスウェイに加え、免疫応答、アポトー

シスに関する遺伝子が高メチル化していた。また、予後に有意差のあった、

intermediate-methylated 群と hyper-methylated 群を分ける遺伝子は、正常副

腎組織とメチル化に差のあった遺伝子プローブのなかで、ACP5、C6orf150、EPST1

など免疫応答に関わる遺伝子が特にメチル化していた。今後症例数を増やし、

メチル化と遺伝子発現との関連、予後不良である Hyper-methylated 群で高メチ

ル化している遺伝子がバイオマーカーとして使用可能か否か、また MYCN増幅が

ある予後不良群のなかでも特に Hyper−methylated 群に含まれる症例が、より予

後の悪いサブグループを形成するのかなどを検討する必要があると考えられた。	
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結論	
 

	
 エピジェネティック制御遺伝子の変異解析と SNP アレイ解析を組み合わせる

ことにより、神経芽腫においてエピジェネティック制御遺伝子の異常が、

SWI/SNF 複合体に集中しており、この複合体が重要である可能性が示唆された。

また、エピジェネティック制御関連遺伝子異常は、病期 4 や再発例、年長児に

随伴しており、この異常が腫瘍の悪性化に関与している可能性が示唆された。	
 

	
 網羅的メチル化解析の結果、神経芽腫においてはメチル化パターンの違いに

より 3 つのサブグループが存在することが明らかとなり、それぞれの遺伝学的

特性と臨床的な特徴を見出した。MYCN 増幅を伴う、もしくは年長児かつ進行病

期である神経芽腫は、Hyper−methylated 群に分類され、免疫応答に関する遺伝

子群の高メチル化を検出した。	
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表 1 神経芽腫腫瘍検体の臨床情報 

	
 

  
症例数 

  
全症例 

ディスカバリー 

コホート 

バリデーション 

コホート 

  
(N=102 ) (n=21 ) (n=81 ) 

性別 
男性 65 16 49 

女性 37 5 32 

病期 

1 12 1 11 

2 4 0 4 

3 18 2 16 

4 58 18 40 

4s 5 0 5 

不明 5 0 5 

診断時年齢（月） 

12 ヵ

月以

下 

48 4 44 

12 ヵ

月以

上 

46 17 29 

不明 8 0 8 

MYCN 

増幅 26 10 16 

非増

幅 
76 11 65 

再発例  3 7 10 
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表 2 メチル化解析に用いた神経芽腫検体の臨床情報のまとめ 

	
 

  
症例数 

 
メチル化解析 

n=44 
 

性別 
男性 25 

女性 19 

病期 

1 6 

3 9 

4 29 

診断時年齢(月) 
12 ヵ月以下 19 

12 ヵ月以上 25 

MYCN 
増幅 14 

非増幅 30 
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表 3 ターゲットキャプチャー法にて変異解析を行ったエピジェネティック関連遺

伝子 

	
 

複合体 個数 

SWI/SNF 14 

TrxG 10 

PRC1 27 

PRC2 10 

HAT 2 

HDAC 1 

DNMT 3 

HMT 2 

HDT 7 

Others 4 

 

80 

SWI/SNF, Switch/ Sucrose non-fermentable:  TrxG, Trithorax group: 

PRC, Polycomb recessive complex:  HAT, Histone acethyltransferase: 

HDAC, Histone deacetylase: DNMT, DNA methyltransferase:  

HMT, Histone methyltransferase: HDT, Histone demethylase. 

	
 

	
 



 63 

表 4 本研究で使用したプライマー配列  

Gene Exon Forward Reverse 
バリデーションコホートの変異検索に使用した primer 

ALK Exon1-1   AAGCGGCCGCAAAACACTAAATCCCGGCAC   AAGCGGCCGCTACTGCTGCCACCATCCTC 

ALK Exon1-2   AAGCGGCCGCTCCAGCACCAACTGCTTG   AAGCGGCCGCTTGGGGGAAAGCAAGAGA 

ALK Exon2   AAGCGGCCGCTGCCCTGGAGCACTATGA   AAGCGGCCGCCACCCCAAGCACATGGAT 

ALK Exon3   AAGCGGCCGCAACCTCCTAGTGTGGAGTGG   AAGCGGCCGCAATAGGTATTCCAGCCTGGC 

ALK Exon4   AAGCGGCCGCAGAGCTACTGCTGGTCTTAC   AAGCGGCCGCCCAAAAGCCAAATCACCTGG 

ALK Exon5   AAGCGGCCGCGCACATTCCCAGCCAAAC   AAGCGGCCGCGGACATGACCCTGTCCACAT 

ALK Exon6   AAGCGGCCGCCAGGATAATGCTGTCCCTGC   AAGCGGCCGCTATCAGGAAGGCTGTCCATG 

ALK Exon7   AAGCGGCCGCTGGCTGGGGAGCTATATTAC   AAGCGGCCGCGAGTCTCCCATCTGTCTATG 

ALK Exon8   AAGCGGCCGCGGGTTCCGGAAGTGACAA   AAGCGGCCGCTGCAGGCCAGAAACCTGT 

ALK Exon9   AAGCGGCCGCGAAACTTCAGTGGAGAATTC   AAGCGGCCGCCATTTTAGCTGATAGAGGAG 

ALK Exon10   AAGCGGCCGCCTCACATTCTGAGCCAGGTG   AAGCGGCCGCACAGTCAGGCTTAGGCTGAG 

ALK Exon11   AAGCGGCCGCTCCCTCAGTGTGAAATCATC   AAGCGGCCGCCAAGAAGTTACTGTGCTCAC 

ALK Exon12   AAGCGGCCGCTGGAGCAGATATCTCAGAGG   AAGCGGCCGCTGCACCCATAGGCAAGACTC 

ALK Exon13   AAGCGGCCGCTGTGCTTAGCCCACTGGAAG   AAGCGGCCGCTGAGTGTTGGTGCCTCCAAG 

ALK Exon14   AAGCGGCCGCCTGCTGCAAAGTGGAGA   AAGCGGCCGCTCATGAGGCTCTGACATTGC 

ALK Exon15   AAGCGGCCGCAACAGCAAACCCTCAGTCAG   AAGCGGCCGCAGTGACTAAGATGCCCTCAG 

ALK Exon16   AAGCGGCCGCCCAGCATGGCTAATTGAACC   AAGCGGCCGCCACATCACAGTCCACACTTG 

ALK Exon17   AAGCGGCCGCTGACCTGCGCCATAGGA   AAGCGGCCGCAGATTTTGGCACCCACCC 

ALK Exon18   AAGCGGCCGCTGGAGACATAGTACTGAGGC   AAGCGGCCGCCATTTGTGGTCATGGGCCAA 

ALK Exon19   AAGCGGCCGCAACTCAAAGGAGACCTGGTG   AAGCGGCCGCTATTCAGTCCTGCCTTCCTG 

ALK Exon20   AAGCGGCCGCAGGAAGTGGCCTGTGTAGTG   AAGCGGCCGCATAACATTCAGCCCCTACAC 

ALK Exon21-22   AAGCGGCCGCTGACTCTGTCTCCTCTTGTC   AAGCGGCCGCTTAGAAACCTCTCCAGGTTC 

ALK Exon23   AAGCGGCCGCAAGATTTGCCCAGACTCAGC   AAGCGGCCGCTGTCCTTGGCACAACAACTG 

ALK Exon24   AAGCGGCCGCAGATTTCCCTCCTCTCACTG   AAGCGGCCGCATGTGAGCCCTTGAGATCTG 

ALK Exon25   AAGCGGCCGCTAGTGATGGCCGTTGTACAC   AAGCGGCCGCCCAGGAGATGATGTAAGGGA 

ALK Exon26   AAGCGGCCGCGGCAGATGCTTAATGCCATC   AAGCGGCCGCCTCCCGGCTTAGAGTATAGA 

ALK Exon27   AAGCGGCCGCTGGGTGTGTCTATATCCATC   AAGCGGCCGCGTAACTAGCAGAAGTGTTCC 

ALK Exon28   AAGCGGCCGCCCCTCAACGTATTCGTTGCA   AAGCGGCCGCACTCTGACTGGCTTGACCTA 

ALK Exon29-1   AAGCGGCCGCTGTGAAGGAGCCATTGCC   AAGCGGCCGCTCCTTCGGAGTTGCACAAG 

ALK Exon29-2   AAGCGGCCGCCAAGCTGGTGGGCTTGTT   AAGCGGCCGCATGCCCCAGTGCCTGTAA 

ARID1A Exon1   AAGCGGCCGCACTCCTACTACCCCAACCGC   AAGCGGCCGCGAGAAGAGCCAGACAATGGC 

ARID1A Exon2   AAGCGGCCGCGGTTGGTCTCATTGCTCTTTC   AAGCGGCCGCATTCCTGTCAAGAGGCTTGG 

ARID1A Exon3   AAGCGGCCGCCTCCTAAGTATGAGGCCTTGC   AAGCGGCCGCTGCACGTTAGAGAACCACTCTG 

ARID1A Exon4   AAGCGGCCGCTTCGCAACTGGACTTTCTCTC   AAGCGGCCGCCACAAACCTATTCCCTGGGC 

ARID1A Exon5   AAGCGGCCGCTTTGCTCTTGGTTGTTTAAGG   AAGCGGCCGCCTGCCAGTGGAAGACTAGGG 

ARID1A Exon6   AAGCGGCCGCGGGAGGTACTTGGCCTCTTC   AAGCGGCCGCAATTTGCTGCAGGGATTGTC 

ARID1A Exon7   AAGCGGCCGCAATGTAGATGGTAAAGTCCCAGG   AAGCGGCCGCCCTTCTCTCACAAGGTTACAAGC 

ARID1A Exon8   AAGCGGCCGCTTGAATGACATTGTTTGGTGTTC   AAGCGGCCGCCCTGGTTTAGGTCCAGAAGC 

ARID1A Exon9-10   AAGCGGCCGCCACAGCACTATTTGGCTCCAG   AAGCGGCCGCAGGCTGGGATCTTGTCACTC 

ARID1A Exon11   AAGCGGCCGCAACACTGCTCCAGTCAAGAGAC   AAGCGGCCGCGGTACCACATGAAGCCAGTG 

ARID1A Exon12   AAGCGGCCGCACCTTACAGCCTGATGGGG   AAGCGGCCGCTCCTTGGCATATCCTGTTGG 

ARID1A Exon13-14   AAGCGGCCGCGAGATTCTGGGTCGTTCGTG   AAGCGGCCGCACAAGAACCCTGAGCCATTC 

ARID1A Exon15-16   AAGCGGCCGCAGAGGGCCTGGGTCAAAG   AAGCGGCCGCGGAGAACTGATTGCCATAGG 

ARID1A Exon17   AAGCGGCCGCCAACGGTGAGTAAAGCCTGG   AAGCGGCCGCTGAGCTTCTTAGACTTCAACACG 

ARID1A Exon18   AAGCGGCCGCCCAAGCATCTGGTTGTAGCC   AAGCGGCCGCTGTGTGCAGCATTTCATCTG 
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ARID1A Exon18   AAGCGGCCGCCAAGGCACCATGTGGCAG   AAGCGGCCGCCCTCATCCAGAATAGTAAGGTGG 

ARID1A Exon19   AAGCGGCCGCAGTAGCTTCACTGATGGGGC   AAGCGGCCGCAAAGAGAAAGACCAAGGTGGC 

ARID1A Exon20-1   AAGCGGCCGCTCTGCCTCTCCCAACTGATAC   AAGCGGCCGCAGGCAGCAGCTCTGTCTTG 

ARID1A Exon20-2   AAGCGGCCGCAGGAGTTTGACAGTGGCCTG   AAGCGGCCGCGTGCAGCAGGATCAGCTTG 

ARID1A Exon20-3   AAGCGGCCGCGCGTCTGTGTGTCCAATACC   AAGCGGCCGCGGGTTCTTTCGGTCACTGAG 

ARID1A Exon20-4   AAGCGGCCGCGCATCCAGGACAACAATGTG   AAGCGGCCGCGGATTCTGAGGTGGTTTTGC 

ARID1B Exon1-1   AAGCGGCCGCAACAGTGTGCACCACCAC   AAGCGGCCGCATGGGATGTTGCTGTTGCTG 

ARID1B Exon1-2   AAGCGGCCGCAGCAGCTAAACCAGTTCCAG   AAGCGGCCGCTGTAGCCCGGATAATGGTTG 

ARID1B Exon1-3   AAGCGGCCGCTGCAGAACTCCCACGAAG   AAGCGGCCGCGGGTGACTCCTTTGTTGC 

ARID1B Exon1-4   AAGCGGCCGCCAACCATTATCCGGGCTAC   AAGCGGCCGCAAAGTACGCGGCAAAGAAAG 

ARID1B Exon2-1   AAGCGGCCGCTTTCTCTCTGCTTATGGTCC   AAGCGGCCGCCTGAGGGTACTGCATTCC 

ARID1B Exon2-2   AAGCGGCCGCTGGTGATGAAGAGACCTCAG   AAGCGGCCGCCTGCTGCCCTTCTACCAAAC 

ARID1B Exon3   AAGCGGCCGCGAATAGAAAGCAGCGTGTCG   AAGCGGCCGCTCTTCTCACCCTCCAATCTC 

ARID1B Exon4   AAGCGGCCGCTGGAGTCTCCCTACATTGC   AAGCGGCCGCGACTTATCCAGGACTACAGAGC 

ARID1B Exon5-1   AAGCGGCCGCCTGAAGGGCAAACTGTATGG   AAGCGGCCGCAGATCGAGACTGGTTGCTTC 

ARID1B Exon5-2   AAGCGGCCGCGAACGGAAGCAACTTTGAGC   AAGCGGCCGCTTTAGGAACTGGGACTCTCG 

ARID1B Exon6   AAGCGGCCGCGCATTGCAGAAGTGTGTGTC   AAGCGGCCGCAAGGAGGTGCATAGGTAAGC 

ARID1B Exon7   AAGCGGCCGCAATTCAGGGTTAGGACCAGG   AAGCGGCCGCACTGTGGGCTTGTATGAACC 

ARID1B Exon8   AAGCGGCCGCAACAGGAAGGGCCTATAACG   AAGCGGCCGCCAGGGAACAATGCAGCTATG 

ARID1B Exon9   AAGCGGCCGCAACCTGGAACACTTGACATG   AAGCGGCCGCCGTTTAGGCAGATTCACTGG 

ARID1B Exon10   AAGCGGCCGCCTCCTGCTTCACTCTGTAAC   AAGCGGCCGCTTCTTAGGTGGGTCTTGTCC 

ARID1B Exon11   AAGCGGCCGCTGCCTTCTGGGATTCAACG   AAGCGGCCGCCGACTTTCACACAGGCTTAG 

ARID1B Exon12   AAGCGGCCGCACTGCTGAGTGGGAGTAATG   AAGCGGCCGCTCTCTCATCCCTTAACACTGC 

ARID1B Exon13   AAGCGGCCGCGTATAACTAGCAAGGCAGC   AAGCGGCCGCGAGTTACCTCCAAACAGTAC 

ARID1B Exon14   AAGCGGCCGCGGGCAAACTTCACAGAGAG   AAGCGGCCGCGGTGTTCTGAGTGAAAGGTG 

ARID1B Exon15   AAGCGGCCGCGATCACACCACTGCATTAGC   AAGCGGCCGCTTCTCCCTGGTCCTGAATAG 

ARID1B Exon16   AAGCGGCCGCGAGTCAGGGTTCCAGAAATG   AAGCGGCCGCACTTCAACATCCCAGGAGTAC 

ARID1B Exon17-1   AAGCGGCCGCTCTCCTCAGTGTGTGACATG   AAGCGGCCGCTATCGTCTGTGCGGTTCATG 

ARID1B Exon17-2   AAGCGGCCGCTCAGCAGAATATGTGGGCAG   AAGCGGCCGCCTTTAAGATGAGCAGGAACAGC 

ARID1B Exon18   AAGCGGCCGCCACGCTTAACTGTCCTTGAG   AAGCGGCCGCGCTCATCAACTCAGGCATTAG 

ARID1B Exon19-1   AAGCGGCCGCAAGGTATTGACGGGTCTCAG   AAGCGGCCGCAGTGCAGAAGGCCACTATTG 

ARID1B Exon19-2   AAGCGGCCGCTTGATGACGACGAGGAAGAC   AAGCGGCCGCCGATGGTACACAGAGGAGTC 

ARID1B Exon19-3   AAGCGGCCGCAAGCATCATAGCAACCATCG   AAGCGGCCGCACAGTTGGAAAGGGATCTTG 

ARID1B Exon19-4   AAGCGGCCGCAAGAGGAGGATGAGGACAAG   AAGCGGCCGCCACATCATGTCTACGCTAGG 

ARID1B Exon19-5   AAGCGGCCGCTCTGTCGAGAAATGTCCATG   AAGCGGCCGCTCCTACGCTGGATAAACAAG 

ASH1L Exon2   AAGCGGCCGCTGTTGACCTCCTTGTCTTCC   AAGCGGCCGCTAAGTGCTTTCCTTGGGTGC 

ASH1L Exon2-1   AAGCGGCCGCTTTGACTGATGCACAGCAAC   AAGCGGCCGCACATCTTTGACAAGCCTTGG 

ASH1L Exon3-1   AAGCGGCCGCTCGTATAGCAGCAGATGAGC   AAGCGGCCGCATTCCAGCTACAGAGCCAAC 

ASH1L Exon3-2   AAGCGGCCGCATTGCTACCTGTCCTCCTTC   AAGCGGCCGCCTTCTTTGCACAGTCCTTGG 

ASH1L Exon3-3   AAGCGGCCGCGCCAGTGTTTAATGCAGCAG   AAGCGGCCGCTGGTGGCACTATCTTTCAGG 

ASH1L Exon3-4   AAGCGGCCGCACCTTAAAGCCGAAGCACTG   AAGCGGCCGC CAACTGACCTATGACCAACG 

ASH1L Exon3-5   AAGCGGCCGCCAGCCTCCTGTATATTGCAC   AAGCGGCCGCCTTTCAGCAACTTGGCAGTG 

ASH1L Exon3-6   AAGCGGCCGCAGAATAAGCTCTTCCCTTGG   AAGCGGCCGCAGAGACACACATACTGGAGG 

ASH1L Exon3-7   AAGCGGCCGCCTTCCTTAAACGCCGATTGC   AAGCGGCCGCCTACAGACACTTGGCCTATG 

ASH1L Exon3-8   AAGCGGCCGCTAAGAGGCAAATGAGGTCAC   AAGCGGCCGCAACAGCAAGGCTAGTAGGAC 

ASH1L Exon3-9   AAGCGGCCGCGCTCTAAATTGGGCCAACAG   AAGCGGCCGCTGGCAACAAAGTAGGAGGAG 

ASH1L Exon3-10   AAGCGGCCGCTCAGAGCCCTGTAAGTAGTG   AAGCGGCCGCATTAGTTCCTCCAGCTCTGC 

ASH1L Exon3-11   AAGCGGCCGCACCTCTACAGTGCTAAGCAG   AAGCGGCCGCCGTGGTGAAAGAAGGAGATG 

ASH1L Exon3-12   AAGCGGCCGCTAAGATGAGGGAGGCAATGG   AAGCGGCCGCTATCGCTCTCCAACAGCATC 

ASH1L Exon3-13   AAGCGGCCGCCCTTTCCATGAGTACCTACC   AAGCGGCCGCTCGTTAGAAGGCAGTGACTC 

ASH1L Exon3-14   AAGCGGCCGCGGGATTGCAGACACCTTTAC   AAGCGGCCGCACAGACCTATGAGCCATTTG 
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ASH1L Exon4   AAGCGGCCGCGGCAGCAACTAAACTGTAAC   AAGCGGCCGCACAGCTACAATCCACATTCC 

ASH1L Exon5-1   AAGCGGCCGCCCTCAAAGTGAGAGTTGTTC   AAGCGGCCGCTTGCATAGCTTCCACTACAC 

ASH1L Exon5-2   AAGCGGCCGCACTCTGTGGATAGTCTGCTG   AAGCGGCCGCACACTCTGAACAACAGCCTC 

ASH1L Exon5-3   AAGCGGCCGCCTTTGTGAAACGTAGGCCAG   AAGCGGCCGCTCAAGTGATCCATCCACCTC 

ASH1L Exon6   AAGCGGCCGCTGTCAGGAGAAGTCTGGTAC   AAGCGGCCGCAAAGTTTGAGGGAGGCGTAC 

ASH1L Exon7   AAGCGGCCGCTACTTGGTACCCTCTCCTCA   AAGCGGCCGCATCAACTCCTGGGCTCAA 

ASH1L Exon8   AAGCGGCCGCCGTGTGGAGTATAGTGGGAA   AAGCGGCCGCCAACAGAAGGTTGCCTAGGA 

ASH1L Exon9   AAGCGGCCGCTTTCCAGATGAGCAGAGCAC   AAGCGGCCGCTGTTTCTGTATTCCGCCCAC 

ASH1L Exon11   AAGCGGCCGCGCATTCAGGATTTGCAGC   AAGCGGCCGCCTGCTCAATCATCCTGTTCC 

ASH1L Exon12   AAGCGGCCGCGCATGAATGGGTGCAATGTC   AAGCGGCCGCAGCTGACTGACACTGGAAAG 

ASH1L Exon13   AAGCGGCCGCACCTGTAGTCCCAGCTACTC   AAGCGGCCGCTCCAGCCTCCCACATACTTC 

ASH1L Exon14   AAGCGGCCGCGATAGGAGGATCAGTTGAGC   AAGCGGCCGCATGCCACCCTCTGGTAATTC 

ASH1L Exon15   AAGCGGCCGCAAGGGAATTACCAGAGGGTG   AAGCGGCCGCCTGGGTGACAGAGTAAGATC 

ASH1L Exon16   AAGCGGCCGCTGGTCAGGCTGTTTCACTTG   AAGCGGCCGCTGCAGTGAGCCTAGATCATG 

ASH1L Exon17   AAGCGGCCGCTCTGTGCCCACTAATCTACC   AAGCGGCCGCGACAGAAGGATCACTTGAGC 

ASH1L Exon18   AAGCGGCCGCCGACAAGAGTGAGACTCTG   AAGCGGCCGCGGCTGATAGAGGAGGGTAA 

ASH1L Exon20   AAGCGGCCGCGGGAGGGTAAAGAAAGTC   AAGCGGCCGCCAAGAAGAGAGGAGAGAAGG 

ASH1L Exon21   AAGCGGCCGCCCCAGTTATCCCTTAGTTCC   AAGCGGCCGCTAAGAAACCAAGGCCCAGAG 

ASH1L Exon22   AAGCGGCCGCATGTTTGGCTTCCTTGGACC   AAGCGGCCGCTTGCTATTCGAGGCCGTATG 

ASH1L Exon23   AAGCGGCCGCGTCCTTGTGCTTACATGC   AAGCGGCCGCGTGAGAAGGGAGAGGTTTAG 

ASH1L Exon24   AAGCGGCCGCTGTACCAGTGGAGCTGAATG   AAGCGGCCGCTTCTGTTGCACAGGTTGGAG 

ASH1L Exon25   AAGCGGCCGCTTAAGGGTCTAGCTGCTCTC   AAGCGGCCGCGCAGAGAACTACGTGAAG 

ASH1L Exon26   AAGCGGCCGCTCTACTGCCCTACTGTGTTC   AAGCGGCCGCCTCCATAATGGGACCACATC 

ASH1L Exon27   AAGCGGCCGCTAAGGCTCTAACTGCTGGAC   AAGCGGCCGCCACCTTCCAGTTTCACTACC 

ASH1L Exon28   AAGCGGCCGCGGTAGTGAAACTGGAAGGTG   AAGCGGCCGCTTCCTCTCCCTCTCCACTAG 

ATRX Exon1   AAGCGGCCGCCAGGAAGAAATGGTATGCCCTA   AAGCGGCCGCCAACTAAGCTAAATGCTGCTTGC 

ATRX Exon2   AAGCGGCCGCTCCCATTTAGGTAGCTGTTGC   AAGCGGCCGCACCTTGGGAAATCCCGAATA 

ATRX Exon3   AAGCGGCCGCGGTTTGGCATTATCCATCCA   AAGCGGCCGCCTGAATTTTGCTGTTCTCTTCA 

ATRX Exon4   AAGCGGCCGCTTGGTTCAAAACGGTCAACA   AAGCGGCCGCAGGGGTTAAAGCTTTCCTTG 

ATRX Exon5   AAGCGGCCGCGCTGAAACCAACCCATAAAGA   AAGCGGCCGCTGGTGTTACATGTTTTGCTGCT 

ATRX Exon6   AAGCGGCCGCCCTTGAAAAATTCTGAAATATAGCC   AAGCGGCCGCTGCTGTCCTCCTCCTACAGAG 

ATRX Exon7   AAGCGGCCGCAACTGACTTCTGCTGCTTTATGT   AAGCGGCCGCGGGCATATGTATTATCATCCTGA 

ATRX Exon8   AAGCGGCCGCTGACACTGTTTTGCAACCTGA   AAGCGGCCGCGGCTTTAAAAATACCTGTGCTCAT 

ATRX Exon9   AAGCGGCCGCAATTTTGATATGATAGAGTTGTGAGAC   AAGCGGCCGCAAATCCTGCTGGGATTTTTG 

ATRX Exon10   AAGCGGCCGCGCAATCAGAACTAGTGGCTTACAA   AAGCGGCCGCTGTGCCTGCCTTTCTCTTTT 

ATRX Exon11-12   AAGCGGCCGCCGACATGACATTTTCCAAATTACTG   AAGCGGCCGCTCAGTCCTTCCTCAGCTCGT 

ATRX Exon13   AAGCGGCCGCGGGCTCAATAAAATAACATTTAACAC   AAGCGGCCGCGCTTCTCTACACTGCCAAAAGTG 

ATRX Exon14   AAGCGGCCGCTGCTTTTAAGCATACCCATTTT   AAGCGGCCGCCCTGGTGTGTTGCAGTGTCT 

ATRX Exon15   AAGCGGCCGCAAAAGTTGAATGCAGCAGAAA   AAGCGGCCGCTTCTAATGCATGTGTTTTTGACA 

ATRX Exon16   AAGCGGCCGCACCACTCATTTATAAAGCATCTCA   AAGCGGCCGCCTCAGAGGACCCTGACTACCA 

ATRX Exon17   AAGCGGCCGCCAAGGTATCCCCTAAAACCCTAA   AAGCGGCCGCGGCAAGAGGGATTAAAAGATGA 

ATRX Exon18   AAGCGGCCGCTTCCCACTGAAATATGCATCAC   AAGCGGCCGCATCTCTTTCCCTGTGCCTTG 

ATRX Exon19   AAGCGGCCGCTCTTCAGCCCCTACGACTGT   AAGCGGCCGCCATCTACTGTGGATAGCTTAGAGAAG 

ATRX Exon20   AAGCGGCCGCCGCTCATTGTGTTTGAAATCACCC   AAGCGGCCGCCAATTGGATTTGTGGTGTGG 

ATRX Exon21   AAGCGGCCGCTTGCAACTAGAAATCCTGTGG   AAGCGGCCGCCCACCTTTTCCTGCTGTGTT 

ATRX Exon22   AAGCGGCCGCTCAATAACCAATCCTTCCACAA   AAGCGGCCGCAACAAACCTCCCCTCAGGAT 

ATRX Exon23   AAGCGGCCGCACAATTTCCCCCGTAACAAT   AAGCGGCCGCTGAATAGCCAAACTTCTTTTTCA 

ATRX Exon24   AAGCGGCCGCCAGCTTCCCAAAGTGCTAGG   AAGCGGCCGCGCAGTAGTTGTCAACAGGCAAA 

ATRX Exon25   AAGCGGCCGCACGCCGGGCCATATTAAG   AAGCGGCCGCGGTTAAAACATGGTTTTGCTAGTTG 

ATRX Exon26   AAGCGGCCGCCCCATTTTCTGGCCTTTCTT   AAGCGGCCGCGCTGGCACTTCACAAATAACC 

ATRX Exon27-1   AAGCGGCCGCACCAGTCCGCTTTTCCTTCT   AAGCGGCCGCCATCTGATGCTGAGGAAAGTTCTG 
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ATRX Exon27-2   AAGCGGCCGCTTTCTGTTCATCGCTGCTTCCCTC   AAGCGGCCGCAGGAATGGATAATCAAGGGCACA 

ATRX Exon27-3   AAGCGGCCGCCCAGAAAGCTTATCGACACCA   AAGCGGCCGCGGATAAGCGTAATTCTTCTGACAGTGC 

ATRX Exon27-4   AAGCGGCCGCCCCGCCTGAGTCTTTAAATC   AAGCGGCCGCCCGGTGGTGAACATAAGAAATCTG 

ATRX Exon27-5   AAGCGGCCGCCTTGTTCAGTTCCACTGCTGCCAT   AAGCGGCCGCCATCCAGATTTTCTCCAAAGAAG 

ATRX Exon27-6   AAGCGGCCGCCCAATGCAAGATGAGCCTTC   AAGCGGCCGCTTCTTTTCCATAAAACCCTGGA 

ATRX Exon28   AAGCGGCCGCATGTAACAATTCCTCCCAAAAG   AAGCGGCCGCCACACCAGTGTCCTGGAGATTT 

ATRX Exon29   AAGCGGCCGCGAAGTCTTCCAAGGGCAGATACCA   AAGCGGCCGCGCATTTGCATCTGTAAAAGGAA 

ATRX Exon30   AAGCGGCCGCCAAAAGGCAGAAAAGTGGAG   AAGCGGCCGCTTGACACCTGGCCCTTTTAC 

ATRX Exon31   AAGCGGCCGCTTCCTTGTTGAGACCCACTGCTCA   AAGCGGCCGCGCCATGTTTGGTCGTTTGTACATAGT 

ATRX Exon32   AAGCGGCCGCTCAGGTGATAGATACAAAGGGATTC   AAGCGGCCGCTCACTGTATTGAAGTTGCTATAGGG 

ATRX Exon33   AAGCGGCCGCTCTCAAACTGGAAAACAACGAA   AAGCGGCCGCGGGGTTAGTATGCAAAAGGAGA 

ATRX Exon34   AAGCGGCCGCCCATAAATGCTTCCTTTTCTAAGC   AAGCGGCCGCCACCACACCTGGCCTAAAAT 

ATRX Exon35   AAGCGGCCGCTGTGCTTTGGAGGAGGTAGCCAAT   AAGCGGCCGCTAAGCAACACACAGGCCTAACCCA 

CHD7 Exon2-1   AAGCGGCCGCCAGTGAAGTGAAGCACAGGC   AAGCGGCCGCGTCTGGTACCTGAACAGCCC 

CHD7 Exon2-2   AAGCGGCCGCCAGATGGGTGTCTACCCTGG   AAGCGGCCGCAAAGTTAAGGGTTTGCGGC 

CHD7 Exon2-3   AAGCGGCCGCTTCCATCACCACCCCTCTAC   AAGCGGCCGCGAGGATGGGGCATATTTGG 

CHD7 Exon2-4   AAGCGGCCGCTGAAAGCAATGAGTAATCCAGC   AAGCGGCCGCAATTCGATCAGACAAGTTAGCC 

CHD7 Exon3-1   AAGCGGCCGCTTCACCATTTTCATGTAGGCTG   AAGCGGCCGCACCAGGGAAGTCATCTTTACC 

CHD7 Exon3-2   AAGCGGCCGCGCCATCAATAGAACAGCAGC   AAGCGGCCGCTCCCACCCCTCATTTCATAG 

CHD7 Exon4   AAGCGGCCGCGCCAGGAAAACTTAATTGGG   AAGCGGCCGCCAAGATAGGGGAGGTCTTGTG 

CHD7 Exon5   AAGCGGCCGCCGAAATCTCGGCTCACTGCA   AAGCGGCCGCTAGGTGGATGTTCCCCTGCT 

CHD7 Exon6   AAGCGGCCGCGGGGAATGATTTCTTGCTC   AAGCGGCCGCAGCCAACAATCCTGTAAGAGTC 

CHD7 Exon7   AAGCGGCCGCGTGAAGGTCCTTTGCTGCTC   AAGCGGCCGCCCAGGCCATGATGACTAAAG 

CHD7 Exon8   AAGCGGCCGCGCTCAGCAGCCTTAATGGG   AAGCGGCCGCCCAATATGCAAGTTGACAGCAC 

CHD7 Exon9   AAGCGGCCGCTGCTTGGTGAAAAGTGGAATAG   AAGCGGCCGCAAACATGTATGGGTTGCCTG 

CHD7 Exon10   AAGCGGCCGCGAGCATGCTTTTCCTTAATGTG   AAGCGGCCGCTTTCCCAAAGACCACACCAC 

CHD7 Exon11   AAGCGGCCGCGCATAGTGGTGTGGTCTTTG   AAGCGGCCGCTGTACCCACAAATGCATACCC 

CHD7 Exon12   AAGCGGCCGCTGCATTTGTGGGTACAATGG   AAGCGGCCGCGACCTTCCCAAGTCACCAAG 

CHD7 Exon13   AAGCGGCCGCTGATGCATGTGCTCTGTTAGG   AAGCGGCCGCATCAAATTCTGAGCAACGGG 

CHD7 Exon14   AAGCGGCCGCGGTGTCTAGTGAGAGGCTCTGG   AAGCGGCCGCAAGGTTCTGTGTACTAGGTGGG 

CHD7 Exon15   AAGCGGCCGCTCCTTCATACTCTCACTGGGC   AAGCGGCCGCGCAGAAAGGGATTTCTGGTG 

CHD7 Exon16   AAGCGGCCGCTTTGCAATGGGTTTTGAAAG   AAGCGGCCGCTTAGGTGGACTGCTTGGACC 

CHD7 Exon17   AAGCGGCCGCAAGGAGCAAGTATGTTGTCGC   AAGCGGCCGCACACAGCCTGAGTGACGACG 

CHD7 Exon18   AAGCGGCCGCTTTGGTGGGGAGACAGAAAC   AAGCGGCCGCCTTGGAAAGCTGTTGTACCTG 

CHD7 Exon19   AAGCGGCCGCGGTAAAACCACCCTTGCCC   AAGCGGCCGCGCTGGGAAGCAGATACAAGG 

CHD7 Exon20-21   AAGCGGCCGCGGAATGCACAATATCGGAGC   AAGCGGCCGCGGGTGTCACACAAATTCAAAC 

CHD7 Exon22   AAGCGGCCGCGCTAGTTTTGACCCAGGATTTC   AAGCGGCCGCAAAAGTTCCTGGTGGCTTTG 

CHD7 Exon23   AAGCGGCCGCGCCTCGTGCATTAAGCTCTC   AAGCGGCCGCCTGCATCTGCAGACGTGAAG 

CHD7 Exon24   AAGCGGCCGCGTTGGCAAACAGTCCTGAAG   AAGCGGCCGCCCATGATGTTTTCCGGCTAC 

CHD7 Exon25   AAGCGGCCGCTTATCGTGGGAGAGAGGGC   AAGCGGCCGCCGCCAAGAGTCCTTTGGAAC 

CHD7 Exon26   AAGCGGCCGCGTGCTGTGATTTTGCCAGTG   AAGCGGCCGCCCTGCCAATAGATGTGAAACTG 

CHD7 Exon27-28   AAGCGGCCGCCCCTTCCTTCTTTTGCTTATC   AAGCGGCCGCACCACGTGAACAATGACTGC 

CHD7 Exon29   AAGCGGCCGCCCTTTCCCACACTGTCATTTG   AAGCGGCCGCCTTGTGGGTCTACAGGAGCAG 

CHD7 Exon30   AAGCGGCCGCGGGGAAGAAGAAAAGAAACAG   AAGCGGCCGCACTTGGGGAGAATTCAAGGG 

CHD7 Exon31   AAGCGGCCGCTCAAGCCAGATGATGGTAGG   AAGCGGCCGCCTTCGGCTTGTTCCAGTACC 

CHD7 Exon31   AAGCGGCCGCCTCAAAACAGAGGGGCAGG   AAGCGGCCGCCAGAAAGCAACGCATCTCAC 

CHD7 Exon32   AAGCGGCCGCTGCCCAATACCATTCTAGCC   AAGCGGCCGCTCACATCACATTTCCCATCC 

CHD7 Exon33   AAGCGGCCGCTCTTTTGCATCTTGATGGATG   AAGCGGCCGCAAGCTCGCAAACTCAGTTAAGG 

CHD7 Exon34   AAGCGGCCGCAAAGCCAGCCCATATAGCAG   AAGCGGCCGCCATCGTGAGCATCACAGGAC 

CHD7 Exon35   AAGCGGCCGCGAAATAGGACATTGTCAGAGGC   AAGCGGCCGCTAAGGGAATGAAGTGGACCG 

CHD7 Exon36   AAGCGGCCGCTGTATTCCTTAATGGACGGG   AAGCGGCCGCATACACGCACACACGCATTC 
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CHD7 Exon37   AAGCGGCCGCAATGCGTGTGTGCGTGTATG   AAGCGGCCGCCAAACCTTTTAAATTGGAGCTG 

CHD7 Exon38-1   AAGCGGCCGCCATTGAGATCAAGTTGTCTTCG   AAGCGGCCGCCAGCATCTGTGCTTTTCTCAG 

CHD7 Exon38-2   AAGCGGCCGCCCTGACGAGCCTTCAGAATC   AAGCGGCCGCCCTTCAAGGGTCTCTCCATC 

CHD7 Exon38-3   AAGCGGCCGCCAGCATTGGCAGGACTTCAG   AAGCGGCCGCGCACTTTCTTCCATTAGTGCC 

MLL Exon1   AAGCGGCCGCGAGCTGGTTAGGCAGGTTCC   AAGCGGCCGCATGGTCCCAGAATTGGGATG 

MLL Exon2   AAGCGGCCGCGGGATGTGTTTGTATGCACG   AAGCGGCCGCGAAGGCAAGAGGAAGCCAC 

MLL Exon3-1   AAGCGGCCGCCAGTACAAAATGGCCAGTGC   AAGCGGCCGCTGTCTTTCCGGACTTTCTGG 

MLL Exon3-2   AAGCGGCCGCTTGTACGACGGAGAGGAAGG   AAGCGGCCGCAACACTGGGGCTACTAGATCG 

MLL Exon3-3   AAGCGGCCGCCGAATAGTAGATTCAGTGCCCC   AAGCGGCCGCGCTGAGGAAAAGTATTGTGGC 

MLL Exon3-4   AAGCGGCCGCCCAACAATCCCCTTAGCATC   AAGCGGCCGCGGGGTGAGAGGTGAGAGC 

MLL Exon3-5   AAGCGGCCGCTGCTGGAACATCTTCTTCAGG   AAGCGGCCGCGTGGCAACATCTTCACCAAC 

MLL Exon3-6   AAGCGGCCGCTAAGCGGGAGTCAAGGAAAG   AAGCGGCCGCCTTGCCCATAGAAAGGGCTC 

MLL Exon4   AAGCGGCCGCAGTATACCTTGGCTTCGTTCAG   AAGCGGCCGCGGCATCCCCAGAATAATCAAC 

MLL Exon5   AAGCGGCCGCCATTCCTGGCCAAGTTATTG   AAGCGGCCGCATTTAAGCACAGCCCACACC 

MLL Exon6   AAGCGGCCGCATCCAGGGATTCAAAGGCTC   AAGCGGCCGCCAGGAAATAGTCCAATCAACCC 

MLL Exon7   AAGCGGCCGCACCTAGCTGTGGGATTGCTG   AAGCGGCCGCTGCTGTTTGAGACATCAGTGC 

MLL Exon8   AAGCGGCCGCATGGCCCTTTCTTCACAGG   AAGCGGCCGCAAGAAATTCCACTGCCATCTAC 

MLL Exon9   AAGCGGCCGCCAAATGTGAAGGCAAATAGGG   AAGCGGCCGCTTGGTGCTGATTTCCTCTTTC 

MLL Exon10   AAGCGGCCGCTCAATCCCAGTGTATTTTCGC   AAGCGGCCGCAAATAACCATCAATAGCATCCC 

MLL Exon11   AAGCGGCCGCTGCCAGTGGACTACTAAAACCC   AAGCGGCCGCCCCAGATACATTCAATCCAAGG 

MLL Exon12-13   AAGCGGCCGCTGCCAGTAAATGTGAAATGGG   AAGCGGCCGCTTCACCTCCAGAACACCAAG 

MLL Exon14   AAGCGGCCGCTGGTAAATGCAAGTCGAGGG   AAGCGGCCGCAAAGCCATATGTTGGGAACC 

MLL Exon15   AAGCGGCCGCTGTGGTTCCCAACATATGGC   AAGCGGCCGCGCTCCTTCCTATTTCTTACGC 

MLL Exon16   AAGCGGCCGCAGAATTTACATGGACACCTTGG   AAGCGGCCGCCTTATACTCAGTTTCATGCCCC 

MLL Exon17-18   AAGCGGCCGCTGCTGGATGATTAAGGAGGG   AAGCGGCCGCAACCTTTTGGAAAACTGCAATC 

MLL Exon19   AAGCGGCCGCACATGGGGCAACAGGTG   AAGCGGCCGCTGGATTCACGAAGTCAATCATC 

MLL Exon20   AAGCGGCCGCAGGCTGTGGGCTATGTAAGC   AAGCGGCCGCAATGGCACCCAGTCATCAAG 

MLL Exon21   AAGCGGCCGCGGAAAAGCTAATGCCGAGG   AAGCGGCCGCAAATATCAGGGAGGCCATATTC 

MLL Exon22   AAGCGGCCGCAGGAACTGTAGAATGGGATGAG   AAGCGGCCGCGGGGCATATGGGAAATCTCT 

MLL Exon23   AAGCGGCCGCGCTATGTGCCTTCCACTCTG   AAGCGGCCGCGACCAGAAATTTCCCCAATG 

MLL Exon24   AAGCGGCCGCTGAGGCACAGGAATCACTTG   AAGCGGCCGCAATGACCTGCACATGGCTTC 

MLL Exon25   AAGCGGCCGCGGCCAGGGAACCTAGGATAA   AAGCGGCCGCGCCAGGCTGTTCTTGAACTC 

MLL Exon26   AAGCGGCCGCGGGGAAAAGTCATTTACTTGGG   AAGCGGCCGCCCAAGATAAAGTTGCCTGAAAG 

MLL Exon27-1   AAGCGGCCGCTCAAATCATTGAAACCAGTGAC   AAGCGGCCGCTGTGTTATGAACCTGTGGGG 

MLL Exon27-2   AAGCGGCCGCCCAAAGTGCTGAGTTCCAAG   AAGCGGCCGCGACTCCTGGCATAGAAAGGC 

MLL Exon27-3   AAGCGGCCGCTGGATGAGGTTTTGACTCCTG   AAGCGGCCGCCTGATCTCTTGCCTCGCTTC 

MLL Exon27-4   AAGCGGCCGCAGGTATCCCCGTCGCAG   AAGCGGCCGCGACTCTGCGGCTTGACTCC 

MLL Exon27-5   AAGCGGCCGCGCCAAAGATGGATAACTGCC   AAGCGGCCGCTGGGTCACTTTCAGAGGAGG 

MLL Exon27-6   AAGCGGCCGCTGTCTGTCTTGACCACCCG   AAGCGGCCGCCTCCCATGGGTCCCAATAC 

MLL Exon27-7   AAGCGGCCGCTAACCAGAACATGCAGCCAC   AAGCGGCCGCCCGGTTCAAAATACATGATGC 

MLL Exon27-8   AAGCGGCCGCCATTGCCCCTTCTGATGTG   AAGCGGCCGCGGCTGTTATGCCCGTAGTC 

MLL Exon27-9   AAGCGGCCGCCACAACTGGGGACATCACAG   AAGCGGCCGCACTACCACATCAACAGCCCC 

MLL Exon28   AAGCGGCCGCTCGACTCACCTCCACATTCA   AAGCGGCCGCCGGCCTGGAAGAACTATTTT 

MLL Exon29   AAGCGGCCGCCCCTGTGGCTCATTTTCTAGC   AAGCGGCCGCTGTGGGCCAAATCACTTAAC 

MLL Exon30   AAGCGGCCGCGGGAATAATAAACCAACTGTGG   AAGCGGCCGCAGCTCTAGCTGAAACAGGGC 

MLL Exon31   AAGCGGCCGCTGCTCTAGGAGGGCAAGTG   AAGCGGCCGCAGGGGCTGAGGAATGACTG 

MLL Exon32-33   AAGCGGCCGCCTGTAGGACCATGCTGTTTCC   AAGCGGCCGCTCCTACGTAGTGCCCTGACC 

MLL Exon34   AAGCGGCCGCCCTTCGATTCAAGACTCAAAAC   AAGCGGCCGCTCACTCCAGCATTTGGTCTG 

MLL Exon35   AAGCGGCCGCTGGGGAACTAACAGACCAGG   AAGCGGCCGCTGATCCAGGGGTCATACTGG 

MLL Exon36   AAGCGGCCGCTTGGGACATGTTCTTAAAGCTG   AAGCGGCCGCCTTCAGCGTTGCTTTGGATG 

MLL3 Exon2   AAGCGGCCGCCTTCAAATTGTGCCTTATGTTG   AAGCGGCCGCAAACAAGGCAGATGGGAAAC 



 68 

MLL3 Exon3   AAGCGGCCGCCGTGCATGAACTTTTCTTGTG   AAGCGGCCGCCCCACCCAGATTTTCATCC 

MLL3 Exon4   AAGCGGCCGCCCCCACCTTTAGCTTTCTTAC   AAGCGGCCGCAATTCCATGAACTCCCTCCC 

MLL3 Exon5   AAGCGGCCGCATACTTCCCTGTGGGTTTGG   AAGCGGCCGCCAGTCCGGTGGTGGTACTG 

MLL3 Exon6   AAGCGGCCGCTACTGGCACTCAGTGGTTGG   AAGCGGCCGCCCACCATACCTGGCCTAGAA 

MLL3 Exon7   AAGCGGCCGCGTAGCACACGAAGCGCTAAA   AAGCGGCCGCGCAACGATCCCTCAGATTTT 

MLL3 Exon8   AAGCGGCCGCAGACCTGCTTATGGTCTCAAGT   AAGCGGCCGCCCTCTTAAACCCAATACACAGC 

MLL3 Exon9   AAGCGGCCGCGTGCAGTTCCCAGGACTGAT   AAGCGGCCGCCCGATTTGTCTGGTCTCCAT 

MLL3 Exon10   AAGCGGCCGCGTGGTGGCACACACCTGTAG   AAGCGGCCGCGCCCATTTACTTCCTTATGCC 

MLL3 Exon11   AAGCGGCCGCCAGCAATGCCTTCTCTTTACC   AAGCGGCCGCTTGGTGATACAATGGCACAAC 

MLL3 Exon12   AAGCGGCCGCTGGTGATGATTTGCCCTTAC   AAGCGGCCGCTGACTGCATCTTGGCTTTTAC 

MLL3 Exon13   AAGCGGCCGCGGCTCATCTGAAAGTCTTTGG   AAGCGGCCGCTATCGCCCAGGCCTATACAT 

MLL3 Exon14-1   AAGCGGCCGCTTCTGGTGTGTGGCTGATTC   AAGCGGCCGCAACCAACTGTTCCTCAGGAC 

MLL3 Exon14-2   AAGCGGCCGCAGAGGAACCTGAAACAGTGG   AAGCGGCCGCGCATGATGTTTCCAGCAGAG 

MLL3 Exon14-3   AAGCGGCCGCAGCAGACATAAGCAAGGCAG   AAGCGGCCGCGCATCTTTATGGCCCAACTG 

MLL3 Exon15   AAGCGGCCGCTTGTAGTGATGTCTCAGGCAG   AAGCGGCCGCCATGTCAAGGACTTCTCCCTC 

MLL3 Exon16   AAGCGGCCGCTCACAGTGACAGGCCTAAGGT   AAGCGGCCGCGAGAGGGTTGGCATAGAAAGA 

MLL3 Exon17-18   AAGCGGCCGCGTCACGACTCCATTTTACGG   AAGCGGCCGCTTGTGAGAACTGGGAGCTCAT 

MLL3 Exon19   AAGCGGCCGCCAGTATTGGGCCTCCGTAGGTG   AAGCGGCCGCCAAGGCAAACAAACCCTAGAGTAC 

MLL3 Exon20   AAGCGGCCGCCATTTCCCCCATTATGTTCG   AAGCGGCCGCCGCTTCTGTAAGTTTCTAGGTGAC 

MLL3 Exon21   AAGCGGCCGCGCCCTAACTAGCTTCCTTTCTGTC   AAGCGGCCGCTGCAAGTGAGTGGTACAAGAGTG 

MLL3 Exon22   AAGCGGCCGCCTTAGCCAGGTTTTCCTCCA   AAGCGGCCGCCGCTAACTAGGCCGTGTTTT 

MLL3 Exon23   AAGCGGCCGCCCTTGACATGGGTATTTTGG   AAGCGGCCGCAAATGGCAAGGGTCAGTCAC 

MLL3 Exon24   AAGCGGCCGCAAAATGGCTCAGCAACAACC   AAGCGGCCGCACATTTGGGACAAGGCATTC 

MLL3 Exon25   AAGCGGCCGCGTGTACTGTGGAAATGTAGGGAG   AAGCGGCCGCAAGGCTTTGGAGATGACCAG 

MLL3 Exon26   AAGCGGCCGCAAAATTACCTTCAGTGGGTTTG   AAGCGGCCGCTCCTATCCCAAAGTGTCCTTG 

MLL3 Exon27   AAGCGGCCGCAAAGTCTTATGCTGTCCTCTGC   AAGCGGCCGCTATAACCCCTCACATTGCCC 

MLL3 Exon28   AAGCGGCCGCTCCAGTACTTGCCTCACTCAG   AAGCGGCCGCCACCTCTCGCTCACATCAG 

MLL3 Exon29-30   AAGCGGCCGCTGAGCGACTCTCCAAATTGA   AAGCGGCCGCCTGGTATGGGGAACGCCATT 

MLL3 Exon31   AAGCGGCCGCTTAATGAAAATGGCGTTCCC   AAGCGGCCGCTAGGGCAAAACTTGCTTGTG 

MLL3 Exon32   AAGCGGCCGCTGTTCAAGGGCCAGCTTTAC   AAGCGGCCGCGCCACAATAAACGCAACATAC 

MLL3 Exon33   AAGCGGCCGCTGTATGTTGCGTTTATTGTGGC   AAGCGGCCGCGGGAATCTTCATGTTGTGGG 

MLL3 Exon34   AAGCGGCCGCTGGTTCTGGTGGTGTCTTACC   AAGCGGCCGCGACGGCCAACTGTACCTCTG 

MLL3 Exon35   AAGCGGCCGCGGGAGGTGCCGTAAGTATTTC   AAGCGGCCGCAATGCAAAGACCTCCCTTCTC 

MLL3 Exon36-1   AAGCGGCCGCCCCCATGATGGTAGTTTTCTTC   AAGCGGCCGCTTGCTGTTGTCTCATTCATTTG 

MLL3 Exon36-2   AAGCGGCCGCTCCTCTAACTCACGACCACC   AAGCGGCCGCGGGTAAGGGGAGGCTGAC 

MLL3 Exon36-3   AAGCGGCCGCAATGCAACCTCCTCCATCC   AAGCGGCCGCGGACTGGTCTTGTCATTGAGG 

MLL3 Exon36-4   AAGCGGCCGCTCCTCCTGGAACACCAAGAC   AAGCGGCCGCTATTTAAGGATTCCCCTGCG 

MLL3 Exon37   AAGCGGCCGCTCCAGGAATTTGAGGCCAG   AAGCGGCCGCACACCCAGCTCTGTTTCCC 

MLL3 Exon38-1   AAGCGGCCGCGCTTGGTTGTTCTTCCTTTGTC   AAGCGGCCGCAGCTGATTAGGTAGACCCTGG 

MLL3 Exon38-2   AAGCGGCCGCTAGACACACAGACCCCATGC   AAGCGGCCGCTTGGATTCCACCTTAGAATTTG 

MLL3 Exon38-3   AAGCGGCCGCTCCAGAACTTGACATGGGAG   AAGCGGCCGCTTGACACATGATTGGATGGG 

MLL3 Exon38-4   AAGCGGCCGCGCATCCACTCAACTACCTGC   AAGCGGCCGCCGCATGCCACTCTAATACCC 

MLL3 Exon39   AAGCGGCCGCAAACCCAGGATAAGGTTGCC   AAGCGGCCGCCAAGGGCTTTCCATTTTCTG 

MLL3 Exon40   AAGCGGCCGCAAATTGCCACTGTTCTTCTCTG   AAGCGGCCGCTCTAAAGCATGAGTTTGCTGG 

MLL3 Exon41   AAGCGGCCGCTCAGAATTAGGTTGCCACCAC   AAGCGGCCGCCAATGAAAACACACGCCTTG 

MLL3 Exon42   AAGCGGCCGCTTCCTATTATGTGGTCATGGTG   AAGCGGCCGCGACTGGAGCTGTTATGGCTG 

MLL3 Exon43-1   AAGCGGCCGCTCATCAGCCAGTGTTTTACTTC   AAGCGGCCGCCCGTTGTCTCTCTTGCTGTTC 

MLL3 Exon43-2   AAGCGGCCGCCACAGAGTGGACCACCACC   AAGCGGCCGCTAAAAGAAGGCCTCACTGGG 

MLL3 Exon43-3   AAGCGGCCGCCAATCCCTGTTGGAAGCC   AAGCGGCCGCCCATGGAGAGCTTGTCTACTTC 

MLL3 Exon43-4   AAGCGGCCGCTATAACTGCCCCACCGACTC   AAGCGGCCGCGGGTTCCAGAGAGGTAGAAATG 

MLL3 Exon44   AAGCGGCCGCTAGCTTGGCACTGCATGAAC   AAGCGGCCGCCCCCAGCCTATATCCTTGAC 
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MLL3 Exon45-46   AAGCGGCCGCGCAAGGTCATTGCATATTCG   AAGCGGCCGCGCATGGAGATTTTCCACTACC 

MLL3 Exon47-48   AAGCGGCCGCTGTCAGCAGGGTTGGTACAG   AAGCGGCCGCCCATCTTTGAAAATTGGGGAC 

MLL3 Exon49   AAGCGGCCGCCAGTGGTTCACTGTTGCCTTC   AAGCGGCCGCGCATGTTACCTGTCCGTTG 

MLL3 Exon50   AAGCGGCCGCGTGCCACCTTGTGTCATCAG   AAGCGGCCGCCAAGGACATTTTCGCTGGAG 

MLL3 Exon51   AAGCGGCCGCAGTGAACCGTGGACCACATAG   AAGCGGCCGCGTAGCACGACTCAAGGCTCC 

MLL3 Exon52-1   AAGCGGCCGCACAAGAATTGCTTTCCGGG   AAGCGGCCGCTTCCGATAGTCTTTGGGCAC 

MLL3 Exon52-2   AAGCGGCCGCCCCTAAGGGGACATTTAAACC   AAGCGGCCGCCCCTCCTGAAGACTGCAAAG 

MLL3 Exon52-3   AAGCGGCCGCTCACTTGCGCCATTAAAGC   AAGCGGCCGCGAACACAAACATTGGCATTTG 

MLL3 Exon53   AAGCGGCCGCGCCCAACAGGATTTATTTGG   AAGCGGCCGCGGGTTAATGCACAGGCTCAG 

MLL3 Exon54   AAGCGGCCGCCCTTTGACCAGCTTGAGATTG   AAGCGGCCGCGCACAGGAAACCACTAATACGC 

MLL3 Exon55   AAGCGGCCGCCCTGGTTTTGGGCATTACTC   AAGCGGCCGCAGATTGCTAGACTCCACCCTG 

MLL3 Exon56   AAGCGGCCGCCCGAGGGTGAAACCTTTG   AAGCGGCCGCGAGAAAGGGAGAGGATGATGG 

MLL3 Exon57-58   AAGCGGCCGCTGGATAGGAACACAGAGGGG   AAGCGGCCGCGACCTGTGTGAGGAGGGAAC 

MLL3 Exon59   AAGCGGCCGCACGCTATTGCCTTCCTTGC   AAGCGGCCGCTCCAATGGTGTGTTGAATCG 

KDM5C Exon1   AAGCGGCCGCATGAGTCCTTAAGGGCGGTC   AAGCGGCCGCGCCGCTGGCTATCCTACTG 

KDM5C Exon2   AAGCGGCCGCAGCTGCTTTTGGTGACTTCC   AAGCGGCCGCTCAGCCAGAGAAACTATAAGGG 

KDM5C Exon3   AAGCGGCCGCGGGAGAAACCCTGGGTAGTG   AAGCGGCCGCCCTTCCATTGCAGCCTAAAG 

KDM5C Exon4   AAGCGGCCGCTGCCCTTTCTACAGGCCTAC   AAGCGGCCGCGCAAGTGTGGAAATCTGTGC 

KDM5C Exon5   AAGCGGCCGCGAAGTTATTGCTTTTGCGGG   AAGCGGCCGCAGCCTTAGCCAGAAGGAAGG 

KDM5C Exon6-7   AAGCGGCCGCGCCCTCAGCATGAGATCAG   AAGCGGCCGCATGCAGGGGAATGCTTATTG 

KDM5C Exon8   AAGCGGCCGCCAGCCAGCAAACACAGTGG   AAGCGGCCGCAAGAGGCTGCCCTCAATAAG 

KDM5C Exon9-10   AAGCGGCCGCTTGGGAGGATTCTTCACCTC   AAGCGGCCGCTCTCATGGCTACATAAGACAGG 

KDM5C Exon11-12   AAGCGGCCGCTGACCTCAAAATTAAGGTTCCC   AAGCGGCCGCCCAGGGGCAGAATACAGATG 

KDM5C Exon13-14   AAGCGGCCGCCCCTGAGGCTTTTCTTTGTC   AAGCGGCCGCGCTACATCTTCTTGGTGCTGC 

KDM5C Exon15-16   AAGCGGCCGCTGGAGGATTTTGCTACCTGG   AAGCGGCCGCAGGCAGTATTGAATAGAGGCAG 

KDM5C Exon17   AAGCGGCCGCTCCACAGGCAAGTTCTATTCC   AAGCGGCCGCTACCCCTTGCAGCACTTTTC 

KDM5C Exon18   AAGCGGCCGCATGGAGGGAAGGCACTGAG   AAGCGGCCGCAGCTTTTGAAAGGAGCCAAG 

KDM5C Exon19   AAGCGGCCGCGTGGGACAAGGTTCCATCTG   AAGCGGCCGCTCCACTCAACTTTGATGTTTGG 

KDM5C Exon20   AAGCGGCCGCGTGGTCAGGCTGGGCTTC   AAGCGGCCGCATATGCCATCTCTTCCCAGC 

KDM5C Exon21-22   AAGCGGCCGCGTAAGCATCAATAGCATTGGC   AAGCGGCCGCGTCTGCTCATGGCCACC 

KDM5C Exon23   AAGCGGCCGCCAGAGAAGGGAAGGGGTAGG   AAGCGGCCGCATCTGAGGACAAGAGCTGGG 

KDM5C Exon24-25   AAGCGGCCGCGGAATAGGGCCTGGTTCTTC   AAGCGGCCGCACAGGTTGTGGGCCAGTG 

KDM5C Exon26   AAGCGGCCGCAGGTCAGGCCGAGTAGGG   AAGCGGCCGCCAGAAAGAGGATCCTTGAGGC 

RBBP4 Exon1   AAGCGGCCGCAGCTCTTGCAGCCTCCC   AAGCGGCCGCTTAGGCCATGTCGAGGC 

RBBP4 Exon2   AAGCGGCCGCTGTAGGAGTCATGCAGGTGG   AAGCGGCCGCCTCCGGGTGACTGAAGAGC 

RBBP4 Exon3   AAGCGGCCGCTTCCCCTCTCTTAAAACCTGG   AAGCGGCCGCACTCAGGCTTTCCCTCAACC 

RBBP4 Exon4   AAGCGGCCGCACTACCTGGAGTCACGGGG   AAGCGGCCGCCTCTCTGGGCCTACTGAGC 

RBBP4 Exon5-6   AAGCGGCCGCAGTAGGCCCAGAGAGCCAGT   AAGCGGCCGCAACTGAGTGGCTTGGTTTGG 

RBBP4 Exon7-8   AAGCGGCCGCGTTTGGGTCAGTTGCTGATG   AAGCGGCCGCTTAGCAACGGCATAAAGCAC 

RBBP4 Exon9-11   AAGCGGCCGCAATACCTTGACTTCCTCTTCCC   AAGCGGCCGCGTCTTAAAATCACACCTGGGAG 

RBBP4 Exon12   AAGCGGCCGCGGCTTCCTGGCCTAATCTGT   AAGCGGCCGCACGGTTTGGGCTAATAGCAT 

SMACA4 Exon2   AAGCGGCCGCGAACCCCAGACTGACCAGG   AAGCGGCCGCCCTGCAGCCCTAGTGGG 

SMACA4 Exon3   AAGCGGCCGCATAGCTGCGCTGCCACC   AAGCGGCCGCCAGGGGAGGAAAATGATCTG 

SMACA4 Exon4   AAGCGGCCGCCAGAGTAGGAGCTGGTGTAGGG   AAGCGGCCGCACCCAGTCGGCAACAGAG 

SMACA4 Exon5   AAGCGGCCGCGCAGGCATAAACCTGGGAC   AAGCGGCCGCCTCATCTCAAGGACCCAAGC 

SMACA4 Exon6   AAGCGGCCGCTTTCCATTTCCAGCCCG   AAGCGGCCGCAGTTGAGTGGCTTCCCCAG 

SMACA4 Exon7   AAGCGGCCGCTCCAGCTGTAACTGGGTGC   AAGCGGCCGCCCTTAGCAGCAGTGTTGGTG 

SMACA4 Exon8   AAGCGGCCGCTGTTTGTCATTGTGGATGCC   AAGCGGCCGCCTGGACAAGCCAGGCAG 

SMACA4 Exon9   AAGCGGCCGCGTTTTAAACAAGCCTTGCGG   AAGCGGCCGCCCCGCAGTACCAGCTACAC 

SMACA4 Exon10-11   AAGCGGCCGCGCTCACAGACATGCACATTG   AAGCGGCCGCGTCTGAAACAGACCAACGCC 

SMACA4 Exon12-13   AAGCGGCCGCTGTGCAAACAGTTGAGTGGG   AAGCGGCCGCCACAACACACAGGGTGGAAG 
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SMACA4 Exon14   AAGCGGCCGCGCTTCTGAGACTGTTCTCCCC   AAGCGGCCGCCCAGCGCCACCTCACAG 

SMACA4 Exon15   AAGCGGCCGCGAGCCAGCACATTGTCACAG   AAGCGGCCGCACCTGGGAACACCTGCAC 

SMACA4 Exon16   AAGCGGCCGCCTCTCTGAAGTGGGAGGACC   AAGCGGCCGCCAAACACAGGAGCGTGTGAG 

SMACA4 Exon17   AAGCGGCCGCCAGTGGCTATGGGTTTGCAC   AAGCGGCCGCGACGTCCTGCCCACCAC 

SMACA4 Exon18   AAGCGGCCGCCACTGGGCAGTTGCAGG   AAGCGGCCGCGGGAAGAAACTTGTAGGGGC 

SMACA4 Exon19   AAGCGGCCGCGAGATTCTCCCCATGTGCC   AAGCGGCCGCACACGTTCCAACCAGCAAAG 

SMACA4 Exon20   AAGCGGCCGCTAGTGAGACCTCTGTCGCCC   AAGCGGCCGCAGCCCTGGAGAAAGCCC 

SMACA4 Exon21   AAGCGGCCGCGAGTCAGGCCTCAAGCCAC   AAGCGGCCGCACCAGATCATGACCCGATG 

SMACA4 Exon22   AAGCGGCCGCCAACACCCACCCATCCAC   AAGCGGCCGCTGCCTAGGAGCTCAGCAGAC 

SMACA4 Exon23   AAGCGGCCGCAGCACGAGCGGTGTGTG   AAGCGGCCGCCAGAAAACCTCTGGGTGGAC 

SMACA4 Exon24   AAGCGGCCGCCTTACCTGCCTGCAGGGTTC   AAGCGGCCGCGCCAGTGAGGAGCTTCTGTG 

SMACA4 Exon25   AAGCGGCCGCAGCAGGTGTTCCTTGGTGTC   AAGCGGCCGCCTCCTCGAGGTTTTGCAGG 

SMACA4 Exon26   AAGCGGCCGCAGGCCACCTTCCCTTTTATG   AAGCGGCCGCAAATGAAAGCCGCTCACG 

SMACA4 Exon27-28   AAGCGGCCGCAAACTGCTGGTGAAAGACGC   AAGCGGCCGCGACGTCTGCTTTGCTCCTG 

SMACA4 Exon29   AAGCGGCCGCGGTGTTCTGGCTCTAGCGTG   AAGCGGCCGCCTTTGTCTCCCCAGCCC 

SMACA4 Exon30   AAGCGGCCGCGGGAGGCTAAATTAGGGCAC   AAGCGGCCGCAGTTCAGGGGCATTAGGCAC 

SMACA4 Exon31   AAGCGGCCGCCTGCTTGTCGACCTGGGTG   AAGCGGCCGCTGCAGAGTCAGAGTGCAGATG 

SMACA4 Exon32   AAGCGGCCGCAACAATGTGGGAACCTGCTG   AAGCGGCCGCCTGGGTCAGACTCCCCTCC 

SMACA4 Exon33   AAGCGGCCGCTCTCCAGCACACAGCCAG   AAGCGGCCGCGGTTGGGTCAAAGCCCAG 

SMACA4 Exon34-35   AAGCGGCCGCCAGGCAGCCCTCCAGTC   AAGCGGCCGCAGGGCTGTCCCATCAGG 

SMACA4 Exon36   AAGCGGCCGCTTTAAAGTTTGGCAGGTCCC   AAGCGGCCGCCTATGCCATCTCAGCTCTGG 

ディスカバリーコホートにおける変異検索にて発見された変異の確認に使用した primer 

ARID1A Exon1   AAGCGGCCGCTCCTCGTCGTCTTCGTCCT   AAGCGGCCGCTGGTGGCTCCTTTGTTGGG 

ASH1L Exon3   AAGCGGCCGCGGTCTAAGGGGAAAGAAGGATGT   AAGCGGCCGCCCTCTACAGTGCTAAGCAGTCT 

CBX4 Exon5   AAGCGGCCGCTTCTCGGAGCCTTTGCCTG   AAGCGGCCGCTACCAGCCGCACAGCAA 

CBX8 Exon5   AAGCGGCCGCTCACACCACACTGCACCA   AAGCGGCCGCGGAACGTGAGAGGGAACGA 

CHD4 Exon6   AAGCGGCCGCCCCCATTTCACCTTTGCCC   AAGCGGCCGCTGCTGCCAAAAATCCCAAGA 

DNMT1 Exon6   AAGCGGCCGCTGTCTAGAGAACAGAACCGCA   AAGCGGCCGCGCATTATTGCTGTGGGCTTTCT 

DNMT3A Exon3   AAGCGGCCGCTGTGTGTTGTGTGTGTGCAC   AAGCGGCCGCACACAGCCCTGGAAGTGTG 

DNMT3B Exon14   AAGCGGCCGCAAGGACACCAAGCCACCAG   AAGCGGCCGCACTGCAGGAACGTAGGAGC 

EP400 Exon2   AAGCGGCCGCACCAGCAGATCACACTGGC   AAGCGGCCGCGGCTCAAGCTGATCTGCCT 

EP400 Exon7   AAGCGGCCGCAGAACCAGGTGCATCAGCG   AAGCGGCCGCTGCAAACTCAAGCCCCCA 

KDM1A_1 Exon4   AAGCGGCCGCTTCGTTAGGTGTGGAGGGC   AAGCGGCCGCGGGATCCAAAAGAATGTATCCAAGA 

KDM1A_2 Exon21   AAGCGGCCGCTCTGGGAAAGTGCCTACTGA   AAGCGGCCGCCATGGCCCCCAAAAACTGG 

KDM2B_1 Exon11   AAGCGGCCGCCCGACTCATTAGACAAAGTCCT   AAGCGGCCGCAGGAAGCCCAGCATAGACG 

KDM2B_2 Exon14   AAGCGGCCGCTGCATCCCACCATCTCACC   AAGCGGCCGCTGTTCTCCCTGGCTCCTCA 

KDM2B_3 Exon20   AAGCGGCCGCAGCTGGGGTCTGAGGGTAA   AAGCGGCCGCCGACCTCAGCTGGACCAAT 

KDM5A Exon28   AAGCGGCCGCGCATCTGCTAACTGGTCTCT   AAGCGGCCGCAGCCAAGAAAGCTCTTTGGT 

L3MBTL2 Exon14   AAGCGGCCGCCCTGCCAGTTCTTCAAGTGC   AAGCGGCCGCCAAAGAACGGAGATGGGCAC 

MLL 

(KMT2A) Exon27 
  AAGCGGCCGCACCTGTGGATAGTAGTGTCTCT   AAGCGGCCGCGTGGCCTTCAGGAGTTGGA 

MLL2_1 

(KMT2D) Exon3 
  AAGCGGCCGCTTCTCCTAGGTGGGCAGGT   AAGCGGCCGCCTGGCGTGGTACTGATGCT 

MLL2_2 

(KMT2D) Exon10 
  AAGCGGCCGCAGATGCGATTCCTCAGGCC   AAGCGGCCGCAGCCACACCTATCTCCGCA 

MLL2_3 

(KMT2D) Exon38 
  AAGCGGCCGCTGCTGCTGCTGTTGTTGC   AAGCGGCCGCTTTGCAGGTCCTGACACCC 

MLL2_4 

(KMT2D) Exon39 
  AAGCGGCCGCTACTGCCTGACTCTGCTGC   AAGCGGCCGCACTCCTGCTTGTCCAACCC 

MLL2_5 

(KMT2D) Exon48 
  AAGCGGCCGCAGTGAAGACCAGGTCCTCCA   AAGCGGCCGCGCTGCACATGTTCCGTGT 

MLL3 

(KMT2C) Exon14 
  AAGCGGCCGCTGTCCCCACATGAGGAAAGT   AAGCGGCCGATGCGAAGGCAAGTCTGAAG 

MLL4 

(KMT2B) Exon37 
  AAGCGGCCGCAGTGGCTGTGGGAAGACAGT   AAGCGGCCGCGCAGGGCGAAGATAACAATG 
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PCGF6 Exon10   AAGCGGCCGCCACAAGGAGTGTTTGGTGAA   AAGCGGCCGCGGAAATCTTTGGTGAGATGC 

RBBP5 Exon12   AAGCGGCCGCCTTCTTAGGTGGCTGGGACC   AAGCGGCCGCGGGCTCATGGTTTAAGCAACT 

RBBP7 Exon4   AAGCGGCCGCGGGACCCCCAAAGCAATT   AAGCGGCCGCTTGGTGGCTTTGGTTCTGT 

SFMBT1 Exon7   AAGCGGCCGCAGGGGAGCAATACCGGTCT   AAGCGGCCGCACCCTTTTCTAGTTCCAGTGGA 

SMARCA2 Exon4   AAGCGGCCGCTAAAATGCTGGCCCGAGG   AAGCGGCCGCCCGGTGTTTTGGTGAGCA 

SMARCA4_1 Exon4   AAGCGGCCGCCCCCTGGTTGACTCAAGAGA   AAGCGGCCGCGGTTAAATGGGGTTGGGCC 

SMARCA4_2 Exon24   AAGCGGCCGCCGAGCCTCGGGTAAATTTGA   AAGCGGCCGCCACAGGAGGGAATGCCAGT 

SMARCB1 Exon3   AAGCGGCCGCTGGAAGAGGCCAGCATTCAG   AAGCGGCCGCGGCCAGGAACGCATTACCT 

SMARCC1_1 Exon18   AAGCGGCCGCTGCTGGATTGCAGCCCAT   AAGCGGCCGCTGACCTTGTGATCCGCCTG 

SMARCC1_2 Exon28   AAGCGGCCGCATCCCCACTCCAGCTCATG   AAGCGGCCGCAGGAAAGGACTTCTGTGTCTTT 

SMARCD1 Exon1   AAGCGGCCGCGTTCCGGTTCTTTGTGCGG   AAGCGGCCGCACCCCTGTCACTCCCATGT 

YY1_1 Exon1   AAGCGGCCGCGTGGAGACCATCGAGACCAC   AAGCGGCCGCTGATCCTCGAAGCCGTCCT 

YY1_2 Exon4   AAGCGGCCGCAGATGTTCAGGGATAACTCGGC   AAGCGGCCGCTCCCCAGGAGAAGTTTTGTTTCT 
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表 5 ディスカバリーコホートにおける全変異 

遺伝子名 染色体位置 検体 変異 アレル頻度 
腫瘍特異的変異/ 

胚細胞変異 

ASH1L 1q22 

DC004R A2299T 0.102 腫瘍特異的変異 

DC005 K732E 0.580 胚細胞変異 

DC011P 
F1287L 

0.245 
胚細胞変異 

DC011R 0.516 

DC015 K290fs 0.385 腫瘍特異的変異 

ARID1B 6q25 

DC007 Q912H 0.487 胚細胞変異 

DC009 P724S 0.480 胚細胞変異 

DC013 P724S 0.484 胚細胞変異 

MLL3 7q36 
DC015 K4647fs 0.555 腫瘍特異的変異 

DC019 P2502L 0.546 胚細胞変異 

CHD7 8q12.2 
DC004R R1359M 0.107 腫瘍特異的変異 

DC015 A2137T 0.416 腫瘍特異的変異 

MLL2 12q13.12 
DC012 P3838S 0.497 胚細胞変異 

DC018 R4162Q 0.488 胚細胞変異 

CHD1 5q21.1 
DC011P 

Q1552H 
0.486 

胚細胞変異 
DC011R 0.517 

KDM5C Xp11.22 DC015 P494S 0.811 腫瘍特異的変異 

MLL 11q23 DC004R A2538S 0.111 腫瘍特異的変異 

RBBP4 1p35 DC015 c.1-1C>G 0.400 腫瘍特異的変異 

SMARCA4 19p13.2 DC015 G125C 0.421 腫瘍特異的変異 

ARID1A 1p35.3 DC020 S303T 0.387 胚細胞変異 

ARID2 12q12 DC005 R652K 0.482 胚細胞変異 

ASXL1 20q11 DC018 C1240R 0.492 胚細胞変異 

ASXL3 18q11 DC010 Q2071R 0.484 胚細胞変異 

CHD4 12p13 DC002 A230delinsAA 0.715 胚細胞変異 

DNMT3B 20q11.2 DC016 D440E 0.484 胚細胞変異 

EP400 12q24.33 DC013 T137M 0.364 胚細胞変異 

SMARCA2 9p22.3 DC018 236_236del 0.908 胚細胞変異 

SMARCC1 3p21.31 DC001 P1083L 0.532 胚細胞変異 

SMARCC2 12q13.2 DC019 A759S 0.568 胚細胞変異 

YY1 14q32.2 DC019 74_75del 0.124 胚細胞変異 
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表 6 ディスカバリーコホートにおける遺伝子の変異数のまとめ	
 

複合体 遺伝子名 ポジション 合計 腫瘍特異的変異 胚細胞変異 

TrxG 

ASH1L 1q22 4 2 2 

MLL 11q23 1 1 0 

MLL3 7q36 2 1 1 

CHD1 5q21.1 1 0 1 

CHD4 12p13 1 0 1 

CHD7 8q12.2 2 2 0 

SWI/SNF 

ARID1A 1p35.3 1 0 1 

ARID1B 6q25 3 0 3 

ARID2 12q12 1 0 1 

SMARCA2 9p22.3 1 0 1 

SMARCA4 19p13.2 1 1 0 

SMARCC1 3p21.31 1 0 1 

SMARCC2 12q13.2 1 0 1 

HAT EP400 12q24.33 1 0 1 

PRC 

ASXL1 20q11 1 0 1 

ASXL3 18q11 1 0 1 

RBBP4 1p35 1 1 0 

DNMT DNMT3B 20q11.2 1 0 1 

HDT KDM5C Xp11.22 1 1 0 

Other YY1 14q32.2 1 0 1 

TrxG, Trithorax group: SWI/SNF, Switch/ Sucrose non-fermentable: 

HAT, Histone acethyltransferase: PRC, Polycomb recessive complex: 

DNMT, DNA methyltransferase: HDT, Histone demethylase. 



 74 

表 7 神経芽腫 102 検体におけるゲノムコピー数変化による予後因子とその

割合	
 

	
 

予後因子 人数 % 

MYCN 増幅 26 25.5 

1p 欠失 22 21.6 

11q 欠失 29 28.4 

17q 欠失 81 79.4 

Diploidy 65 63.7 

Hyperploidy 37 36.3 
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表	
 8	
 神経芽腫 102 例における 11 遺伝子の変異頻度	
 

	
 

複合体 遺伝子名 染色体位置 遺伝子長(bp) 合計 腫瘍特異的変異 *1 胚細胞変異 *2 

SWI/SNF 

ALK 2p23 6220 8 8 (5) 0 

ARID1B 6q25 9639 8 4 (0) 4 (3) 

TrxG MLL3 7q36 16862 7 5 (3) 2 (2) 

TrxG ASH1L 1q22 10979 6 2 (2) 4 (4) 

HDT KDM5C Xp11.22 6096 4 3 (2) 1 (1) 

TrxG CHD7 8q12.2 10446 4 4 (3) 0 

SWI/SNF ATRX Xq21.1 11167 3 2 (0) 1 (1) 

SWI/SNF ARID1A 1p35.3 8577 3 2 (0) 1 (1) 

TrxG MLL 11q23 16594 1 1 (1) 0 

SWI/SNF SMARCA4 19p13.2 5691 1 1 (1) 0 

PRC RBBP4 1p35 7943 1 1 (1) 0 

*1 で()は正常組織により確定された腫瘍特異的変異の数 

*2 で()は正常組織により確定された胚細胞変異の数 



 76 

表 9  2 群間における予後因子の検討 

予後因子 エピジェネティック制御異常群 その他群 P 値 

病期 4 33/40 25/62 P<0.01 

12 ヵ月以上 29/40 19/62 P<0.01 

MYCN 増幅 21/40 5/62 P<0.01 

1p 欠失 20/40 2/62 P<0.01 

11q 欠失 14/40 15/62 P=0.39 

17q 増加 33/40 48/62 P=0.29 

転移巣 8/40 6/62 P=0.20 
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表 10 自験例メチル化解析結果	
 

〜神経芽腫サブグループと臨床像、分子生物学的特徴のまとめ 

	
 

予後因子 
Hyper 

(n=13) 

Intermediate 

(n=18) 

Normal-like 

(n=13) 
P 値 

病期 4 13 8 9 P=0.0046* 

MYCN 増幅 7 1 6 P=0.0072* 

1p 欠失 5 1 7 P=0.0102* 

11q 欠失 3 8 3 P=0.326 

17q 増加 11 17 6 P=0.005 * 

ALK 4 1 1 P=0.098 

エピジェネティック異常 9 7 3 P=0.053 

Hyperploidy 

MYCN 増幅なし 

年齢<18 

0 8 0 P=0.001 * 

カイ二乗検定にて比率に有意差があるかを算出、*は有意差あり 
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表 11 Gomez らの公開データを使用したメチル化解析結果	
 

〜メチル化サブグループにおける臨床像と MYCN 増幅、リスク分類 

	
 

 

Hyper 

(n=11) 

Intermediate 

(n=23) 
P 値 

病期 4 6 8 P=0.469 

18 ヵ月以下 2 15 P=0.028 * 

MYCN 増幅 6 1 P=0.0034 * 

High risk** 8 8 P=0.088 

Low risk** 3 15 P=0.088 

Event(recurrence) 8 10 P=0.218 

Survival 5 4 P=0.187 

カイ二乗検定にて比率に有意差があるかを算出、*は有意差あり 

**	
 MYCN増幅または病期 4の症例を High	
 risk と定義した。	
 

Adrenal-like 群は一例のため、表からは除いた	
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表 12 統合したデータによるメチル化解析結果	
 

〜メチル化サブグループにおける臨床像と MYCN 増幅、リスク分離 

	
 

 

Hyper 

(n=23) 

Intermediate 

(n=44) 

Normal 

(n=12) 
P 値 

病期 4 18 20 6 P=0.034* 

18 ヵ月以下 3 26 9 P=0.0002* 

MYCN 増幅 13 5 3 P=0.0004* 

**High risk 20 21 6 P=0.009 * 

**Low risk 3 23 6 P=0.006* 

Event 

(recurrence) 
17 16 5 P=0.013* 

Survival 9 9 5 P=0.162 

カイ二乗検定にて比率に有意差があるかを算出、*は有意差あり 

**	
 MYCN 増幅または病期 4 の症例を High	
 risk、それ以外を Low	
 risk と定義し

た。	
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表 13 各メチル化サブグループ群で高メチル化していた遺伝子のまとめ 

遺伝子 染色体位置 機能 

Hyper-methylated 群で高メチル化している遺伝子(Intermediate 群と正常副腎組織群の両群) 

ACP5 19p13.2 劣性遺伝で脊椎内軟骨異形成-免疫不全の原因遺伝子 

C6orf150 6q13 DNA に結合、cGAMP を合成し、インターフェロン type1 の誘導に関連 

EPSTI1 13q14.11 インターフェロン応答や上皮間葉移行に関与 

MEST 7q32.2 インプリンティング遺伝子であり、胎児期の中胚葉に発現 

PGCP 8q22.2 加水分解酵素の一つ、甲状腺ホルモンの分解に関与 

NAPRT1 8q24.3 
酸化ストレス反応経路においてニコチン酸をニコチンアミドアデニンジ

ヌクレオチドに変換 

ACTG1 17q25.3 アクチンγ1、非筋肉系の細胞質に存在し、細胞内の運動性に関与 

SLC17A9 20q13.33 副腎クロム親和性顆粒やシナプス小胞の放出に関与と推定 

   

Hyper-methylated 群で高メチル化している遺伝子(正常副腎と比較) 

SLC17A9 20q13.33 副腎クロム親和性顆粒やシナプス小胞の放出に関与と推定 

FBXL16 16p13.3 SCF タイプ E3 ユビキチンリガーゼ 細胞の分化に関与 

GRIN1 9q34.3 Ras パスウェイに関連 NMDA レセプター 神経細胞の保護作用 

LMTK3 19q13.33 AKT パスウェイに関連し、 チロシンキナーゼの一つ。胎児脳に発現 

PHF11 13q14.2 Th1 タイプサイトカインの活性化転写因子 がん抑制遺伝子 

PTER 10p13 高発現で TGFβや profibrotic cytokine の誘導に関与 

RASSF1 3p21.31 アポトーシス誘発がん抑制 Ras 関連遺伝子 様々ながんで高メチル化 

CYTH2 19q13.33 グアニンヌクレオチド交換因子の一つ Ras パスウェイに関与 

TMEM106A 17q21.31 胃がんで高メチル化 高発現でアポトーシスを誘導 

   

正常副腎と比較して神経芽腫群で低メチル化している遺伝子 

IL17C 16q24.2 IL1 や TNFα の放出を刺激 
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