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略語 

AT, ataxia telangiectasia  

GISTIC, genomic Identification of Significant Targets in Cancer 

INSS, international neuroblastoma staging system 

LOH, loss of Heterozygosity 

PARP, poly ADP ribose polymerase 

SNP, single nucleotide polymorphism 

UPD, uniparental disomy 
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要旨 

11q 上の ATMは様々な悪性腫瘍への関与が知られているが神経芽腫との関連は十

分に解明されていない。11q欠失は進行神経芽腫に多いため ATM が関与している可

能性を考え、本研究では過去に報告のなかった ATMの全エクソンターゲットアンプ

リコンシーケンスを行い、加えてコピー数解析、ATM経路の遺伝子解析、機能解

析、PARP 阻害剤の検討も行い、統合的解釈を試みた。その結果、神経芽腫症例に認

められた生殖細胞変異は ATM機能不全をもたらす可能性が示唆された。また、ATM

経路の遺伝子欠失と変異は相互排他的であり DNA損傷応答関連遺伝子の片アレル異

常が病態に関与する可能性が示唆され、PARP 阻害薬の利用可能性も期待された。 
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序文 

神経芽腫は頭蓋外小児腫瘍の中で最多で、生物学的にヘテロジーニアスな腫瘍で

ある。米国 Children oncology group (COG)では年齢、International neuroblastoma staging 

system（INSS）(1)、International neuroblastoma pathology classification(INPC)、MYCN

増幅、核型 ploidyを組み合わせてリスク分類を行っている。高リスク群の神経芽腫

は最も難治性の小児腫瘍の一つであり(2)、新規治療法の開発が望まれている。  

神経芽腫と関連する遺伝子異常として、多くの遺伝子の発現に関わる転写因子で

ある MYCN の増幅は最もよく知られているが、これは予後不良因子として臨床的に

も重要とされている(3)。そのほかに遺伝子異常としては、ALK のチロシンキナーゼ

ドメインの活性型変異が家族例の 2％、孤発例の 5-10％において認められる(4, 5)。

近年、年長児の予後不良症例における ATRX の高頻度な変異が報告された(6, 7)。ま

た、PHOX2Bの機能喪失型生殖細胞変異が孤発例・家族例のいずれにおいても報告

されている(8, 9)。さらに、ゲノムワイド関連解析によって、6p22.3 の FLJ22536、

2q35の BARD1 (BRCA1-associated RING domain 1)、11p15.4の LMO1 の変異は神経芽

腫の進展と関連する可能性が指摘されている(10-12)。そのほか神経芽腫に関連する

可能性のある生殖細胞変異として、CHEK2、PINK1、BARD1の変異も報告されてい

る(13)。ゲノムコピー数異常としては、神経芽腫の約半数に 17qの不均衡増幅が認め

られるほか、1p、3p、あるいは 11qの欠失は進行神経芽腫において頻度が高く、予

後不良との関連性が指摘されている(14-16)。 
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中でも 11q 欠失は進行例の 14-48％に見られ、MYCN 増幅例と排他的な傾向がある

ことが知られており(17, 18)、これらの事実から 11q欠失は神経芽腫に対して異なる

病態をもたらしている可能性が推測される。 

神経芽腫における 11q上の標的遺伝子についてはこれまでにも検討されてきた。

11qの狭義の共通欠損領域の抽出と遺伝子発現により、11q23の CADM1 が病態と関

係する可能性が指摘されている(19, 20)。11q の中でも 11q21-24の領域には CADM1

に加えMRE11A、ATM、KMT2A、H2AFX、CBL、CHEK1、ETS1、FLI1、TP53AIP1と

いった多くのがん関連遺伝子が存在するため、この領域はがんゲノムについて検討

する際にとくに重要であると考えられる。 

このような背景の中で、11q22.3に位置する ATMは 11q上の標的遺伝子候補の一

つであると考えられる。なぜなら、DNA損傷応答機構において中心的役割を担う分

子である。哺乳類の細胞は自然放射線などによる DNA損傷を常に受け、それは

ATMや ATRによって細胞周期チェックポイント機構、アポトーシス経路、DNA修

復機構に伝えられる(21)。DNA損傷応答機構はゲノム安定性の維持において必須で

ある。しかしながら、DNA損傷がその応答機構を担う分子自体に起こると、その機

構は破綻し、細胞はゲノム不安定性を得、さらなる複雑な変異が積み重なり、その

結果腫瘍発生へとつながっていく(22-25)。ATMの異常は様々な悪性腫瘍に関与する

ことが知られている(26-30)。慢性リンパ性白血病では ATMの両アレルの異常は予後

不良因子となることが知られている(31)。 
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しかしながら神経芽腫においては、ATMとの関連性についてのこれまでの報告は

限られている。ATMのホモ接合性生殖細胞変異を有する毛細血管拡張性運動失調症

(Ataxia telangiectasia, AT)では白血病やリンパ腫等を発生しやすいが、神経芽腫合併の

報告はほとんどない。染色体不安定性を示す他の疾患における神経芽腫合併に関し

ては、ファンコニ貧血では報告がみられるが(32-35)、ナイミーヘン染色不安定症候

群やブルーム症候群においてはまれである(36, 37)。近年、Mandriotaらは神経芽腫に

おいて11q欠失症例ではATMの発現量が低下していることを確認し、神経芽腫細胞株

においてATMのsilencingが腫瘍進展に関与することを示し、ATMは神経芽腫において

haploinsufficiencyにより高悪性度に関与するがん抑制遺伝子である可能性があると報

告した(38)。一方、ATMの変異については、次世代シークエンサーによって神経芽腫

222症例の全エクソン解析を行った報告において、アミノ酸変化を伴うATM変異は2

例のみ検出されている(13)。しかしながら、腫瘍細胞の変異解析においては、DNA

抽出に用いた検体の腫瘍含有量が少ない場合や、様々な変異を有する腫瘍細胞が混

在したヘテロジーニアスな腫瘍であるために変異アレルの頻度が低い場合には、次

世代シークエンサーによる全エクソン解析の読み取り深度では変異として同定され

ない可能性も考えられる。ATMの生殖細胞変異を有するATでは神経芽腫が高頻度で

はないことを考えると、神経芽腫においてATMは発症を来すドライバー変異という

よりは、進展速度や治療耐性や再発しやすさといった高悪性度に関与するものと予

測されるため、少なくとも発症時には、同一個体の腫瘍の中で優勢ではない、すな
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わちアレル頻度が低い変異である可能性が高いと推測される。これらの事実をふま

え、十分な読み取り回数が可能となる全エクソンターゲットアンプリコンシークエ

ンス解析をATMについて多数例行った文献報告は検索可能な範囲ではこれまでにな

い。その理由としては、ATMは巨大遺伝子であるため変異解析に労力を要するこ

と、さらに、健常人におけるsingle nucleotide polymorphism (SNP)も多く報告されてい

るため検出された一塩基置換が病的意義のある変異かどうか評価するための機能解

析が必要となるが、ATMの機能解析が困難であることなどが考えられる。ATMは発

現していても恒常的に活性化状態にあるわけではないこと、下流分子の活性化状態

を評価するにも、ATMに制御される分子が多岐にわたることなどから機能解析は困

難であると推測される(39)。本研究では次世代シークエンサーによるプールシークエ

ンス法を用いたターゲットアンプリコンシークエンス解析によりATMの全エクソン

変異解析を比較的容易に行うことが可能であると考えた。 

ATMの異常を利用した治療の一つとして、Poly ADP ribose polymerase (PARP) 阻害

薬の使用が挙げられる。PARP阻害剤は1本鎖DNA切断を修復するPARPの機能を阻害

する薬剤であるので、2本鎖切断を修復する相同組み換え修復機能が欠損した細胞に

PARP阻害剤を加えると、DNA損傷が修復されなくなり合成致死と呼ばれる細胞死が

誘導される(40, 41)。相同組み換え修復に関与するBRCA1とBRCA2の機能不全の乳が

んや卵巣がんではPARP阻害剤の有効性が報告され臨床試験も進んでいる。子宮頸が

んや肺がんの細胞株においてATMは相同組み換え修復に関与することが報告されて
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おり(42)、ATM機能不全の白血病／リンパ腫に対する有効性も報告されている(40, 41, 

43)。 

本研究では、ATM 変異解析結果をより詳細に解釈するために、網羅的コピー数解

析、健常人の ATM変異解析、ATM経路上の他の DNA損傷応答関連遺伝子のコピー

数と変異の解析、さらに機能解析として、ATM の発現、ATM経路の活性化状態、

ATM変異株の放射線感受性、神経芽腫細胞株の PARP 阻害剤の感受性についても合

わせて検討を行う方針とした。ATMの機能解析が困難であることを考慮し、とくに

機能解析に関しては、ATMの解析に長年携わっている他の研究室の協力を得ること

により研究を進めることを計画した。 

 

方法と材料 

検体 

対象は神経芽腫由来細胞株 45株と神経芽腫臨床検体 159検体とした。細胞株のう

ち、SJNBシリーズは A. T. Look (Dana-Farber Cancer Institute)から、UTP-N-1は A. 

Inoue (St. Jude Children’s Research Hospital)から、PFSK-1、MC-IXC、KAN-TS、SK-

PN-DW、KELLY、CHP-212は Astellas Pharma Inc. (Tokyo, Japan)からそれぞれ供与さ

れた。SV40導入 ATM 野生型線維芽細胞 GM0637 と ATM 欠損線維芽細胞である AT

細胞株 GM05849C (7009 del TG)は Coriell Cell Repositories (Camden, NJ, USA)から購入

した。他の細胞株は JCRB Cell Bank と RIKEN BioResource Center から購入した。細
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胞の培養は 10％ウシ胎児血清(Fetal calf serum, FCS)を含む 1ml のダルベッコ改変イー

グル培地(Dulbecco's Modified Eagle's medium, DMEM)(Life Technologies)当たりおよそ

5 × 105 個を 37°C 、5％ CO2下で行った。 

臨床検体は INSS に基づく病期分類を行った(1)。臨床的特徴を表１に掲載した。

159検体の病期の内訳は stage 4 は 83例、stage 3 は 28例、stage 2 は 18例、stage 4S

は 7例、stage 1は 23 例であった。進行例（stage 4 と stage 3）は 111 例を占めた。臨

床検体は日本全国多施設で治療前生検あるいは初発治療後に採取され、新鮮凍結組

織として保管されたものを用いた。再発腫瘍組織は含まれなかった。具体的な施設

としては日本神経芽腫研究グループ(JNBSG)参加医療機関、東京大学医学部附属病

院、埼玉県立小児医療センター、太田西ノ内病院である。詳細な病理組織像の情報

は全例については得られなかったため本研究の解析項目に含めなかった。研究参加

への書面上のインフォームドコンセントは患者の親から得た。遺伝子解析は東京大

学倫理委員会の承認（承認番号：1598-9)を受けて施行された。なお本研究の説明文

書には「本研究の目的は多数症例の遺伝子の情報を相互に比較解析することによっ

て達成されるものであり、得られる情報が個々の提供者の状態を評価するための情

報としての精度や確実性に欠ける可能性があるため、たとえ生殖細胞を起源とする

変異と考えられるものが同定された場合にも提供者本人やその家族に解析結果は知

らせない」と明記している。 
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表１ 臨床検体の特徴 

検体 ID 性別 診断時月齢 INSS 病期 転帰 
観察期間

（月） 

NB_001 M 0 4S D 1 

NB_002 M 4 1 A 51 

NB_003 M 32 4 D 34 

NB_004 F 40 4 D 24 

NB_005 F 61 2 A 47 

NB_006 F 54 4 D 14 

NB_007 F 0 3 A 47 

NB_008 F 16 4 D 39 

NB_009 M 24 3 A 42 

NB_010 M 29 4 D 17 

NB_011 M 0 3 A 41 

NB_012 M 44 4 A 43 

NB_013 F 139 4 A 37 

NB_014 M 29 3 U U 

NB_015 F 0 3 A 36 

NB_016 M 0 1 A 35 

NB_017 M 11 4 A 36 

NB_018 M 25 1 A 27 

NB_019 M 101 4 A 35 

NB_020 M 0 1 A 36 

NB_021 F 35 4 A 34 

NB_022 F 31 4 A 36 

NB_023 F 44 2 A 28 

NB_024 M 7 3 A 24 

NB_025 M 0 1 A 27 

NB_026 F 2 4S A 28 

NB_027 F 24 4 D 9 

NB_028 M 16 1 A 24 

NB_029 M 31 2 A 6 

NB_030 M 20 3 A 33 

NB_031 M 20 4 A 19 

NB_032 M 1 4S A 28 

NB_033 M 54 4 A 17 

NB_034 M 42 4 A 32 

NB_035 M 72 2 A 26 

NB_036 M 16 1 A 26 

NB_037 M 51 4 A 23 

NB_038 M 7 4 A 33 

NB_039 F 2 4 A 24 

NB_040 M 4 1 A 24 

NB_041 M 23 4 A 29 

NB_042 F 7 4 D 24 

NB_043 F 39 4 D 17 

NB_044 M 239 4 A 0 

NB_045 M 50 4 A 30 

NB_046 M 32 4 A 30 

NB_047 M 27 4 A 29 

NB_048 F 28 4 A 28 

NB_049 M 6 1 A 31 

NB_050 M 34 4 A 29 

NB_051 F 174 4 D 10 

NB_052 F 13 2 A 22 
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NB_053 M 5 4S A 21 

NB_054 F 80 4 A 15 

NB_055 F 6 1 A 29 

NB_056 F 43 4 A 30 

NB_057 M 20 4 D 8 

NB_058 M 66 4 A 28 

NB_059 M 19 4 A 31 

NB_060 M 6 3 A 27 

NB_061 F 8 2 A 25 

NB_062 M 71 3 A 24 

NB_063 F 32 3 D 11 

NB_064 F 37 3 A 26 

NB_065 F 186 4 A 27 

NB_066 M 52 4 D 22 

NB_067 M 32 4 A 28 

NB_068 M 150 2 A 27 

NB_069 M 75 1 A 27 

NB_070 M 7 1 A 27 

NB_071 M 2 4S D 5 

NB_072 F 6 2 A 26 

NB_073 F 29 4 D 10 

NB_074 F 5 1 A 27 

NB_075 F 50 2 A 26 

NB_076 F 14 4 A 11 

NB_077 M 45 4 A 26 

NB_078 M 5 4 A 28 

NB_079 M 28 4 A 23 

NB_080 F 2 1 A 25 

NB_081 M 34 1 A 22 

NB_082 M 18 3 A 25 

NB_083 F 15 2 A 6 

NB_084 M 29 4 A 27 

NB_085 M 19 2 A 23 

NB_086 F 12 3 A 24 

NB_087 M 37 4 A 6 

NB_088 M 1 1 A 22 

NB_089 F 0 1 A 23 

NB_090 M 57 3 A 27 

NB_091 F 51 4 A 24 

NB_092 M 20 4 A 24 

NB_093 M 37 4 A 23 

NB_094 M 58 4 A 25 

NB_095 F 5 4S A 15 

NB_096 F 34 4 A 23 

NB_097 M 19 2 A 25 

NB_098 F 27 3 A 15 

NB_099 F 39 3 A 18 

NB_100 M 8 3 A 23 

NB_101 M 26 4 A 24 

NB_102 F 20 4 A 22 

NB_103 M 18 4 D 6 

NB_104 M 6 4 A 20 

NB_105 F 46 4 D 16 

NB_106 M 187 4 A 23 

NB_107 F 22 2 A 12 
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NB_108 F 37 4 A 12 

NB_109 M 34 4 A 11 

NB_110 M 11 4 A 12 

NB_111 M 30 4 A 13 

NB_112 M 25 4 A 13 

NB_113 F 54 4 A 13 

NB_114 M 8 4 A 14 

NB_115 M 45 4 A 18 

NB_116 M 2 2 A 12 

NB_117 M 9 4 A 12 

NB_118 M 7 3 A 188 

NB_119 M 4 1 A 68 

NB_120 F 43 3 A 64 

NB_121 M 5 3 A 143 

NB_122 M 9 1 A 39 

NB_123 M 37 3 A 205 

NB_124 F 7 2 A 32 

NB_125 M 8 1 A 76 

NB_126 F 3 3 A 45 

NB_127 M 34 3 A 189 

NB_128 F 5 3 D 10 

NB_129 M 18 3 A 86 

NB_130 M 51 4 A 125 

NB_131 M 100 4 D 44 

NB_132 F 107 4 A 234 

NB_133 F 47 4 A 73 

NB_134 M 50 4 D 16 

NB_135 M 11 4 D 10 

NB_136 M 33 4 A 114 

NB_137 F 35 4 D 46 

NB_138 M 48 4 D 58 

NB_139 M 128 4 D 52 

NB_140 M 50 4 A 128 

NB_141 M 58 4 A 129 

NB_142 M 20 4 D 19 

NB_143 M 0 4S A 59 

NB_144 M 105 4 A 124 

NB_145 M 8 3 A 156 

NB_146 M 4 3 A 61 

NB_147 F 25 4 D 5 

NB_148 F 0 4 A 87 

NB_149 F U 4 U U 

NB_150 M 7 2 A 8 

NB_151 F 15 4 A 122 

NB_152 M 8 2 A 160 

NB_153 M 6 1 A 189 

NB_154 M 8 2 A 22 

NB_155 M 7 3 A 65 

NB_156 M 29 4 D 17 

NB_157 M 39 4 A 4 

NB_158 M 7 1 A 83 

NB_159 M 6 1 A 90 

M, 男性; F, 女性; U, 不明; A, 生存; D, 死亡 
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検出された変異の起源を明らかにするために、神経芽腫 9症例の非腫瘍組織を使

用した。さらに腫瘍に検出された ATM変異の病的意義を検討するために健常な日本

人の ATM 変異解析も行うこととし、171名のボランティアの末梢血液由来単核球を

使用した。これらの検体から DNAを抽出し解析に用いた。DNA 抽出は市販のキッ

トを用いた。DNA抽出を行った時期と施設が一定していないため、実際に使用した

キットの商品名は統一されていない。 

SNP アレイを用いた網羅的なコピー数およびアレル不均衡の解析  

細胞株 39株と臨床検体 159検体について、Affymetrix GeneChip 50K/250K array

（Affymetrix）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。解析は Affymetrix 社のプロトコールに準じて行った。スキャンされたアレイ情

報を GTYPE ソフトウェア（Affymetrix）によって SNP タイピングを行い、

CNAG/AsCNAR アルゴリズム(http://www.genome.umin.jp)を用いてコピー数およびア

レル不均衡の解析を行った。 250Kを用いて解析したアレイデータにおいては、

Genomic Identification of Significant Targets in Cancer (GISTIC）解析(44)を行った。 

高解像度融解曲線分析 (High Resolution Melting, HRM) 

細胞株 11株の ATM について、LightCycler® 480 High Resolution Master (Roche 

Diagnostics, Basel, Switzerland)と LightCycler® 480 (Roche Diagnostics)を用いて高解像

度融解曲線分析を行った。これはリアルタイム PCR 装置を用いて行われる遺伝子変

異解析法の一つであり、反応産物の二本鎖 DNAの 50％が一本鎖 DNAに解離する温
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度（Tm 値）を測定する融解曲線分析の応用解析である。増幅配列中に一塩基でも差

異があればその増幅産物の持つ Tm 値に差が生じることを利用し、精密な融解曲線

を得ることで、増幅配列中に存在する変異を検出する。検出された一塩基置換の

「変異」としての採用基準として、イントロンの変異とアミノ酸変化を伴わない変

異は除外し、SNP 登載のある一塩基置換については頻度 0.01未満の場合のみ採用し

た。Catalogue of somatic mutations in cancer (COSMIC)に登載されており SNP 登載もさ

れている場合にも同様に頻度 0.01未満の場合のみ採用した。SNP 登載とそのアレル

頻度の確認には National Center for Biotechnology Information (NCBI) Database SNP 

(dbSNP) build 131/132、1000 Genomes Project、Human Genetic Variation Database 

(HGVD)を用いた。HGVDは 1208名の日本人のエクソーム解析によって検出された

遺伝子変異を含んでいる。 

ターゲットアンプリコンシーケンス解析 

対象遺伝子（後述）の全コーディングエクソン領域ついて、Hiseq2000 あるいは 

Miseq (Illumina, San Diego, CA, USA)を用いてプールシーケンス法(45)によるターゲッ

トアンプリコンシーケンス解析を行った。臨床検体については、十分量の DNAを得

るために全ゲノム増幅を REPLI-g kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands)を用いて行っ

た。まず、対象遺伝子のコーディング領域をカバーするプライマーを設計した（表

2）。 
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表 2 ターゲットアンプリコンシーケンス解析で使用したプライマー 

遺伝子 Exon Forward Reverse 

ALK 20 AAGCGGCCGCAGGAAGTGGCCTGTGTAGTG AAGCGGCCGCATAACATTCAGCCCCTACAC 

 21-22  AAGCGGCCGCTGACTCTGTCTCCTCTTGTC AAGCGGCCGCTTAGAAACCTCTCCAGGTTC 

 23 AAGCGGCCGCAAGATTTGCCCAGACTCAGC AAGCGGCCGCTGTCCTTGGCACAACAACTG 

 24 AAGCGGCCGCAGATTTCCCTCCTCTCACTG AAGCGGCCGCATGTGAGCCCTTGAGATCTG 

 25 AAGCGGCCGCTAGTGATGGCCGTTGTACAC AAGCGGCCGCCCAGGAGATGATGTAAGGGA 

 26 AAGCGGCCGCGGCAGATGCTTAATGCCATC AAGCGGCCGCCTCCCGGCTTAGAGTATAGA 

 27 AAGCGGCCGCTGGGTGTGTCTATATCCATC AAGCGGCCGCGTAACTAGCAGAAGTGTTCC 

  28 AAGCGGCCGCCCCTCAACGTATTCGTTGCA AAGCGGCCGCACTCTGACTGGCTTGACCTA 

BARD1 1 AAGCGGCCGCAAGAGCTTGGCCGGTTTC AAGCGGCCGCATTTGAAAAGATTCTGCCGC 

 2 AAGCGGCCGCCCAGGGAGTAACAGCCTTTC AAGCGGCCGCTCATCCTCTTTGAGCTTTGG 

 3 AAGCGGCCGCCTCTGCTCCATTTATTTCTGTTC AAGCGGCCGCATACGTATTCCAGAACTCCAGATAG 

 4-1 AAGCGGCCGCAAACAAAATTCTTCGGGAGC AAGCGGCCGCTTCATTCCTGCTCTTAGTGTCTG 

 4-2 AAGCGGCCGCCAACCATCTGTTATCTCCAGTCC AAGCGGCCGCGGAAGTATCATGTCTGTGAAAGG 

 5 AAGCGGCCGCGCTCAATATTTTCCTTTCTTTCC AAGCGGCCGCAAGAGTATATGTGGCAGAGGATG 

 6 AAGCGGCCGCAATATCATCCATTGCTCTTTCTTATC AAGCGGCCGCAAGTCTGCTTTATCACACACCTTG 

 7 AAGCGGCCGCGCTTTTGATTCTAGATTCTTCTGCC AAGCGGCCGCTCCACAGTAGCTAATACTCAGGAAG 

 8 AAGCGGCCGCTGCCCTGGGTATAGAGAGC AAGCGGCCGCGCAAAGTATACAGCCATCTCCC 

 9 AAGCGGCCGCTTTTCATATTGATGGCCAGG AAGCGGCCGCCATCAAGTTCCTTAATCACAGGC 

 10 AAGCGGCCGCAATGAGAGAGATATAGTGCTCACTTG AAGCGGCCGCCCTGTAGCTGTTGAAAGGGC 

  11 AAGCGGCCGCTGAGCCTCATCCTTAAGATACC AAGCGGCCGCCCTTTAAAAGCAATCCCAGC 

MRE11A 2 AAGCGGCCGCCCTTGTGCAGCGTAAATCATG AAGCGGCCGCACCTCAGATGATCCCGCTAG 

 3 AAGCGGCCGCGCCTGGGTTACATGAGTTTG AAGCGGCCGCTCGAATAGACACTGCCACAGG 

 4 AAGCGGCCGCTGGCCTGAATCAGAGACTTG AAGCGGCCGCCAAGTAATCCTCCCACCTCAG 

 5 AAGCGGCCGCGGCAATAAGTGATAGAGCTGGGAG AAGCGGCCGCCTCCTACTCCTGGCTTCTTATTG 

 6 AAGCGGCCGCCCAGTTGCTGTAGGTGATTTG AAGCGGCCGCCTTCCTGCTCTTTCACTTGC 

 7 AAGCGGCCGCAGAACCTGCAACATACCCA AAGCGGCCGCATGCTTCCCTTTGGGATAG 

 8 AAGCGGCCGCTCTCAAGGTCAGGAGTTAGC AAGCGGCCGCGAATTTGCCTAATGAGCAGC 

 9 AAGCGGCCGCGCTTTCGTTTGCACATCACC AAGCGGCCGCACAGTGTCCTTACAGGCTTC 

 10 AAGCGGCCGCCCCTAAATCTTCTGGTGAGTCTCC AAGCGGCCGCTCCGATGGTGATTGCTCTTC 

 11 AAGCGGCCGCTCAGATGGTTTGCTTGGTAGG AAGCGGCCGCATGCAACAAACCTGCACG 

 12 AAGCGGCCGCGCTGGCAGTTGCTAAAGTTTGG AAGCGGCCGCGCTTCACCATCATTTGGCTG 

 13 AAGCGGCCGCGGACTCCATATCCTAGCCATC AAGCGGCCGCTCCACTGCTTCTTGCTTAG 

 14 AAGCGGCCGCATTTCACAGAGCCTCCTGG AAGCGGCCGCCACTGCACTTGCTAAACAGG 

 15 AAGCGGCCGCCACTGTGTCAGCCTCCTTTATG AAGCGGCCGCCGTGACAAACACAGTGAAGC 

 16 AAGCGGCCGCCGTCCAGCCTATTTCCTTAC AAGCGGCCGCGCTTACCCTCTTCAGTAACTC 

 17 AAGCGGCCGCGGCATTGAGTTATGCGTACC AAGCGGCCGCTAGGGCAAACCACATGGATC 

 18 AAGCGGCCGCATGAAGAGGGACATTGGAGG AAGCGGCCGCAGTCTAGGCGACAGAATGAG 

 19 AAGCGGCCGCCTTGCTCAAAGCCACATAGG AAGCGGCCGCACCTCAGCATCACGCAATTC 

  20 AAGCGGCCGCATACATGCACACACAGCAGG AAGCGGCCGCGCTCTTTCCCTCAACTTTGG 

ATM 2 AAGCGGCCGCCCAGAATGTGCCTCTAATTG AAGCGGCCGCTCAGGATCTCGAATCAGG 

 3 AAGCGGCCGCGATCTGCTTATCTGCTGC AAGCGGCCGCCTGTCCAGCAATCAGTTGTG 

 4 AAGCGGCCGCTTTGTGATGGCATGAACAGC AAGCGGCCGCCAAACTTATGCAACAGTTAAGTCC 

 5 AAGCGGCCGCCCATAATTTGCCAATTTCTTCTC AAGCGGCCGCAGACAGAGTGCTTTCTTTGGTG 

 6 AAGCGGCCGCTCTGTATGGGATTATGGAATATTTAAG AAGCGGCCGCCTGAGTCTAAAACATGGTCTTGC 

 7 AAGCGGCCGCTCAGCATACCACTTCATAACTGTTC AAGCGGCCGCTGGCTAAGTAACATTATCAACCAGAG 

 8 AAGCGGCCGCTTTTGTGGGAGCTAGCAGTG AAGCGGCCGCTTTTAAAAGCCCAAAATGCC 

 9 AAGCGGCCGCAGATCGTGCTGTTCCACTCC AAGCGGCCGCGGTTGAGATGAAAGGATTCCAC 

 10 AAGCGGCCGCCTATGGAAATGATGGTGATTCTC AAGCGGCCGCTGATCAGGGATATGTGAGTGTG 

 11 AAGCGGCCGCAAGTCTTTGCCCCTCCAATAG AAGCGGCCGCGGAGAGAGCCTGATAAAACAAAC 

 12 AAGCGGCCGCGGTTGTCCTCCTTAAATTGTCC AAGCGGCCGCAAAACAACCTCTTCCCTGGC 

 13 AAGCGGCCGCAATTTGCTACTGAATAATGACATTTG AAGCGGCCGCCTGCCCCTATTTCTCCTTCC 

 14 AAGCGGCCGCAGCTATCCAGGATATGCCAC AAGCGGCCGCTGTAACAAACCTGCATGCT 

 15 AAGCGGCCGCTTTGCAAGAACAGAGTATAAGATTTG AAGCGGCCGCCTGGAAACCAGGAGGTCAAG 

 16 AAGCGGCCGCAAGATAGAGAAAACACTGTCTGCC AAGCGGCCGCCACCTGGCCTTAATTTCCAC 

 17 AAGCGGCCGCATGTGAGCCACTGTGCCC AAGCGGCCGCAAGAAAGGAACAATCCTAAAAGG 



17 

 

 18 AAGCGGCCGCGACTATATATGGCTGTTGTGCCC AAGCGGCCGCTCTTCAAAGACACCATGTGATTC 

 19-20  AAGCGGCCGCCCCGGCCTATGTTTATATAC AAGCGGCCGCCATTCGTATCCACAGATAGC 

 21-22  AAGCGGCCGCGTTTAGCACAGAAAGACATATTGG AAGCGGCCGCTTGCAACTGTGAGCTGTTACTATG 

 23 AAGCGGCCGCTGCTTTGGAAAGTAGGGTTTG AAGCGGCCGCAATCAATTCATACAGTTGTTTTAGAGC 

 24 AAGCGGCCGCAAAATCTGGAGTTCAGTTGGG AAGCGGCCGCAGTGCCACTCAGAAAATCTAGC 

 25 AAGCGGCCGCGAGGAAATCAAGAAAAGTTGAATG AAGCGGCCGCTGGTATGTGTGTTGCTGGTG 

 26 AAGCGGCCGCCTTTAATGCTGATGGTATTAAAACAG AAGCGGCCGCTGGGTTGGCTATGCTAGATAATG 

 27 AAGCGGCCGCTGAGCTGTCTTGACGTTCAC AAGCGGCCGCTGAAGGTGTCAACCAATAAACTTC 

 28 AAGCGGCCGCTGGAAGTTCACTGGTCTATG AAGCGGCCGCTGCTCACATATGGCAAGAAG 

 29 AAGCGGCCGCAAAGTGTATTTATTGTAGCCGAGTATC AAGCGGCCGCGCGGACAGAGTGAGTCTTTG 

 30 AAGCGGCCGCGGCATATAAGAATTAGAGATGCTGAAC AAGCGGCCGCAAAACACTCAAATCCTTCTAACAATAC 

 31 AAGCGGCCGCCACAGAAACTAAAAGCTGGGTATC AAGCGGCCGCATAGGCATGAGCCAATGTGC 

 32 AAGCGGCCGCGGGTTTGCAGTGGAAGAAATC AAGCGGCCGCTGACAATGAAACCAAGAGCAAG 

 33 AAAGCGGCCGCTTGCTAATCACTTTCAAAAGAATC AAGCGGCCGCCATTGCGTGAACATCACAG 

 34 AAGCGGCCGCACTCGGCCTTAAGGTTAATTC AAGCGGCCGCAGTGTCTGGCACATAGTAGG 

 35 AAGCGGCCGCCAGTGGAGGTTAACATTCATCAAG AAGCGGCCGCCCCTGGATTTATGAAATATGGC 

 36 AAGCGGCCGCGGAAAGGTACAATGATTTCCAC AAGCGGCCGCTTTACAACAGTTTGAGTGGGG 

 37 AAGCGGCCGCTGGCCTAGACTGGAAATAAACAG AAGCGGCCGCTCCTGTAAAGTGCTTTTAGTGGG 

 38 AAGCGGCCGCAAGGAAGAAGGTGTGTAAGCAAG AAGCGGCCGCTCATGTTAAAATTCAGCCGATAG 

 39 AAGCGGCCGCTCAACATGCTTTTATTTTGATATTG AAGCGGCCGCATACCCTTATTGAGACAATGCC 

 40 AAGCGGCCGCTCACAAATTCCTTTTCCATCC AAGCGGCCGCTGATGCTTAGTCCAGTAAGTAAATTC 

 41-42  AAGCGGCCGCTTGGGAGTTACATATTGGTAATGATAC AAGCGGCCGCCCAACATACTGAAATAACCTCAGC 

 43 AAGCGGCCGCCACCCAGCTGATATTTTGGG AAGCGGCCGCCAGTTGTTGTTTAGAATGAGGAGAG 

 44 AAGCGGCCGCTTGTCCTTTGGTGAAGCTATTTATAC AAGCGGCCGCTCTTCATCAATGCAAATCCTTAC 

 45 AAGCGGCCGCAAACATTTATTTCCCTGAAAACCTC AAGCGGCCGCTCACTATTGGTAACAGAAAAGCTG 

 46 AAGCGGCCGCTCTGACCGCATAGCATTTTG AAGCGGCCGCGCCCAAGGCTTAAAAGTCAG 

 47 AAGCGGCCGCGACAGATAGGCAGACGTGGG AAGCGGCCGCCGACCACATGATGGACTGATAG 

 48 AAGCGGCCGCAAGGGCAGTTGGGTACAGTC AAGCGGCCGCTGTTTCACTCCACCCTAGAGAC 

 49 AAGCGGCCGCGTGGGTTGGACAAGTTTGC AAGCGGCCGCCCGAAAAGAACCCAAAAGAC 

 50 AAGCGGCCGCTTCCCTTTATAATCCTTAGAAGTTTG AAGCGGCCGCTGTGTAGAGCACTGGACCAAG 

 51 AAGCGGCCGCCCACTTGTGCTAATAGAGGAGC AAGCGGCCGCGAGGCCTATGAGGAATTAGAGAG 

 52 AAGCGGCCGCCGCTCTACCCACTGCAGTATC AAGCGGCCGCCTTGAACCGATTTTAGATGGC 

 53 AAGCGGCCGCAACTCTGAGAAGTTTAAATGTTGGG AAGCGGCCGCAAATTAAGCTTTTGGATTACGTTTG 

 54 AAGCGGCCGCGGCCAGTGGTATCTGCTGAC AAGCGGCCGCGCCAATATTTAACCAATTTTGACC 

 55 AAGCGGCCGCTCACATCGTCATTTGTTTCTCTG AAGCGGCCGCAAGACAAAATCCCAAATAAAGCAG 

 56 AAGCGGCCGCATTGGTTTGAGTGCCCTTTG AAGCGGCCGCATATGGGCATGAGCCACTTC 

 57 AAGCGGCCGCAAAATGCTTTGCACTGACTCTG AAGCGGCCGCTTGACAATTACCTGATGAAATTAAAG 

 58 AAGCGGCCGCCATCTTTATTGCCCCTATATCTGTC AAGCGGCCGCAAAATAAAACCTGCCAAACAAC 

 59 AAGCGGCCGCCGGTTATGCACATCATTTAAGTAG AAGCGGCCGCTTGGTAGGCAAACAACATTCC 

 60 AAGCGGCCGCTTCTAACTGGAAAGAAAGTAAATTAGC AAGCGGCCGCGTGCAAAGAACCATGCCC 

 61 AAGCGGCCGCAGCATAGGCTCAGCATACTACAC AAGCGGCCGCTGAAGCAGTGCTCTTCACATC 

  62-63  AAGCGGCCGCTGTGCATGATGTTTGTTCCC AAGCGGCCGCAAGAGTGAAAGCAGAGATGTTCC 

H2AFX 1 AAGCGGCCGCTTAACCGCAACCAACCGGAG AAGCGGCCGCGCTCAGCTCTTTCCATGAGG 

CHEK1 2 AAGCGGCCGCGGCTTCACTGGTGATCTTACACTC AAGCGGCCGCTGTCCCTTCCAGCTCTCTAC 

 3 AAGCGGCCGCCCTTGGTTTCTCCTTTGTGG AAGCGGCCGCGAAAGGACAACGACCAAATAGC 

 4 AAGCGGCCGCAGTCATGGCTTGCATTCTTG AAGCGGCCGCACCTGATCCGCACTTGTATTG 

 6 AAGCGGCCGCTGGTCCAGACTGTTCTGTG AAGCGGCCGCAGAGGATTGCTTGAGCCTAG 

 7 AAGCGGCCGCTGCCATGCCTATCCTGATTC AAGCGGCCGCGCAGAGTTCTGGGACTAAAGAG 

 8 AAGCGGCCGCTCCAAGATACAGCAGCAGAG AAGCGGCCGCTTCCCTGTCCCTTAGACTTG 

 9 AAGCGGCCGCTCTGAGCATACTCCACACTTTG AAGCGGCCGCCTGGCTGAGAACTGGAGTAC 

 10 AAGCGGCCGCTCTCTCCAGTAAACAGTGCTTC AAGCGGCCGCCCTCCCTCCTCTCTTTCTTC 

 11 AAGCGGCCGCGAAGAAAGAGAGGAGGGAGG AAGCGGCCGCTACAGGTGTGAGCCACAG 

 12 AAGCGGCCGCAGTAGTGGGATTGCTGGAAC AAGCGGCCGCGCCTCCCAGGTTCAAATGATTC 

  13 AAGCGGCCGCTGGGCATGAAACCACATCAG AAGCGGCCGCTGGTTTCCACCAGATGAGTTTC 

TP53 2-3 AAGCGGCCGCGTGACCCAGGGTTGGAAG AAGCGGCCGCTGGGTGAAAAGAGCAGTCAG 

 4 AAGCGGCCGCCGTTCTGGTAAGGACAAGGG AAGCGGCCGCGGAATCCCAAAGTTCCAAAC 

 5-6 AAGCGGCCGCCTAGTGGGTTGCAGGAGGTG AAGCGGCCGCTCATGGGGTTATAGGGAGGTC 
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 7 AAGCGGCCGCCCTCCCCTGCTTGCCAC AAGCGGCCGCGAGGTGGATGGGTAGTAGTATGG 

 8-9 AAGCGGCCGCTGGTTGGGAGTAGATGGAGC AAGCGGCCGCGCCCCAATTGCAGGTAAAAC 

 10 AAGCGGCCGCTCAAACAATTGTAACTTGAACCATC AAGCGGCCGCGGCAGGATGAGAATGGAATC 

  11 AAGCGGCCGCGGGAAAAGGGGCACAGAC AAGCGGCCGCGCAAGCAAGGGTTCAAAGAC 

BRCA1 2 AAGCGGCCGCGGGTTGGCAGCAATATGTG AAGCGGCCGCGAGTGGATGGAGAACAAGG 

 3 AAGCGGCCGCAAATATTGAACGAACTTGAGGC AAGCGGCCGCGGTGTTTCCTGGGTTATGAAG 

 4 AAGCGGCCGCGGCTCTTAAGGGCAGTTGTG AAGCGGCCGCAAACTTTCAGGAAAATAACTTTGG 

 5 AAGCGGCCGCTTGATTATAGAGGTTTTCTACTGTTGC AAGCGGCCGCAAAAGGTCTTATCACCACGTCATAG 

 6 AAGCGGCCGCTGTCTTAACACAACAAAGAGCATAC AAGCGGCCGCGAGGACTGCTTCTAGCCTGG 

 7 AAGCGGCCGCTTCTCTTCAGGAGGAAAAGCAC AAGCGGCCGCTTGGCAAAACTATAAGATAAGGAATC 

 8 AAGCGGCCGCCTAGCATTGTACCTGCCACAG AAGCGGCCGCTGCACATACATCCCTGAACC 

 9 AAGCGGCCGCTGGTCATTTGACAGTTCTGC AAGCGGCCGCAGGTCCCAAATGGTCTTCAG 

 10-1 AAGCGGCCGCGTTGATTTCCACCTCCAAGG AAGCGGCCGCCATCAGCTACTTTGGCATTTG 

 10-2 AAGCGGCCGCTGCCATGCTCAGAGAATCC AAGCGGCCGCAGCTTTCGTTTTGAAAGCAG 

 10-3 AAGCGGCCGCCAAGAAAGCAGATTTGGCAG AAGCGGCCGCTTTCTTCTCTTGGAAGGCTAGG 

 10-4 AAGCGGCCGCGAGCCAAGAAGAGTAACAAGCC AAGCGGCCGCGACCCAGAGTGGGCAGAG 

 10-5 AAGCGGCCGCGCAGAATACATTCAAGGTTTCAAAG AAGCGGCCGCTCATTAATACTGGAGCCCACTTC 

 10-6 AAGCGGCCGCACAGTGAGCACAATTAGCCG AAGCGGCCGCAAGCAGGGAAGCTCTTCATC 

 10-7 AAGCGGCCGCGGAGTCCTAGCCCTTTCACC AAGCGGCCGCTGCTCCCCAAAAGCATAAAC 

 11 AAGCGGCCGCCAGCAAGTTGCAGCGTTTATAG AAGCGGCCGCCTGAATGCAAAGGACACCAC 

 12 AAGCGGCCGCTTAAAAGGTGTTCAGCTAGAACTTG AAGCGGCCGCGGACAAGAACCAAGGCTCC 

 13 AAGCGGCCGCATGCTGGGTCACGTTGTAG AAGCGGCCGCGGGAAGGCTCAGATACAAACAC 

 14 AAGCGGCCGCTTGTGTATCATAGATTGATGCTTTTG AAGCGGCCGCGCAATAAAAGTGTATAAATGCCTG 

 15 AAGCGGCCGCACAGCTGGGAGATATGGTGC AAGCGGCCGCACACCAAGACTCCCTCATCC 

 16 AAGCGGCCGCAATTCTTAACAGAGACCAGAACTTTG AAGCGGCCGCTGACAATACCTACATAAAACTCTTTCC 

 17 AAGCGGCCGCCACTTTAAATAGTTCCAGGACACG AAGCGGCCGCCGCCTCATGTGGTTTTATGC 

 18 AAGCGGCCGCTCCAGATTGATCTTGGGAGTG AAGCGGCCGCTGGTAACTCAGACTCAGCATCAG 

 19 AAGCGGCCGCCGCTGACCTCTCTATCTCCG AAGCGGCCGCGGTGCATTGATGGAAGGAAG 

 20 AAGCGGCCGCTGTCTGCTCCACTTCCATTG AAGCGGCCGCTGGAATACAGAGTGGTGGGG 

 21 AAGCGGCCGCGCAGCAGAAATCATCAGGTG AAGCGGCCGCTTCAGCAATCTGAGGAACCC 

 22 AAGCGGCCGCGGTAGAGGGCCTGGGTTAAG AAGCGGCCGCGCCAGTCTTGCTCACAGGAG 

 23 AAGCGGCCGCTGAAGTGACAGTTCCAGTAGTCC AAGCGGCCGCAAACCAAACCCATGCAAAAG 

  24 AAGCGGCCGCAGGACCCTGGAGTCGATTG AAGCGGCCGCAAATAATGAATCAGCATCTTGCTC 

CHEK2 2 AAGCGGCCGCAAAGCTCAGCCCAGAAGAAC AAGCGGCCGCACTTTGCTACAAGGGCTCTG 

 3-1 AAGCGGCCGCCTCCCGGTTTCAAGCGATTC AAGCGGCCGCATGGTGCCTCACACCTCTTATC 

 3-2 AAGCGGCCGCTGGCTTCCCAAAGTGTTAGG AAGCGGCCGCAAGGGAAAGACCCACAGCTAAC 

 4 AAGCGGCCGCTCCTGAGTAGCTGAGACCAC AAGCGGCCGCCCATTGCCACTGTGATCTTC 

 5 AAGCGGCCGCTGACAACTACTGGTTTGGGAGG AAGCGGCCGCACCACGCCCAGCAACTTACTC 

 6 AAGCGGCCGCTGGGCCTGTTGTAAATCTGC AAGCGGCCGCCAACACCCTGTCTCACAAAG 

 7 AAGCGGCCGCACTTGAAGTGGACCCAGGAG AAGCGGCCGCGCCATATTACCCAGAACAGC 

 8 AAGCGGCCGCTTGGAACTCAGGCAGCCTTG AAGCGGCCGCCTAGGGTTACAGGCATCAGC 

 9 AAGCGGCCGCTGGGCAGATGTTCTAAGCTC AAGCGGCCGCCAGGACCTGGAATCCCATAC 

 10 AAGCGGCCGCCTCCAATGCCCAATCCTTTC AAGCGGCCGCCAGGCACGCAACACTACACC 

 11 AAGCGGCCGCTGTGTGTATCACGGCTTACG AAGCGGCCGCCCCACTCGTCCATTTAGACC 

 12 AAGCGGCCGCAGCCTGAGTGTTGAGATTCC AAGCGGCCGCGGTGGTGTGCATCTGTAGTC 

 13 AAGCGGCCGCTACAGATGCACACCACCATG AAGCGGCCGCAGTGCCTCTCAAATGGTGTG 

 14 AAGCGGCCGCGCTGACTCCGTGATGATCTC AAGCGGCCGCAACCCATCCTCCAAGATACC 

 15 AAGCGGCCGCACATAATGCCTTCGCTGTGG AAGCGGCCGCTAAGGGTGCTGGAGCGAATC 

  16 AAGCGGCCGCCTGTGGTGAGGACTCAGTT AAGCGGCCGCTGCACCACTGCACTTCATTC 

 

次世代シークエンサーによる解析ではランダムに断片化したゲノム DNA を繰り

返し読むことが重要なため、Not I 配列を付加したプライマーを用い、その PCR 産
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物を電気泳動で確認後、Not I 酵素で切断し、T4 ligase で PCR アンプリコンをライ

ゲーションし、長鎖の DNA を作成した。その後、次世代シークエンサーによる解

析用に Covaris sonicator (Woburn, MA, USA)を用いた超音波破砕により DNA を平均

200bpのサイズに断片化し、NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for Illumina (New 

England Biolabs, Ipswich, MA, USA)を用いてシーケンシングライブラリーを作成し解

析を行った。データ処理は過去に報告された方法で行った(46)。プールシークエンス

法(45)では 10-12人の 患者由来の DNA を均一に混合した DNA プールを作成し、

それを一検体として扱って初回の解析を行った（図 1）。検出された変異について各

プールに対応する 10-12 サンプルのシーケンスを行い、変異を有する検体を同定し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 プールシークエンス法 

図は著者作成。検体数が多く変異頻度が低いと予測される変異解析では有用であ

る。 

 

検出された一塩基置換の変異としての採用基準は検体や遺伝子の種類によらず

HRM 解析と同一とした。プールシーケンスの深度は臨床検体の ATM では

pool 2

pool 8

pool 1

pool 7pool 6pool 5

pool 3

Next 
generation 
sequencer

pool 4

Figure 1.  Pooled sequencing. Make pools by mixing DNA from different samples,  and 
sequence them by next generation sequencer to detect mutations, and confirm 
individuals with mutation by subsequent sequencing of each sample within the DNA pool.
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10,507−208,634(中央値 64,948)、健常人の ATMでは 3,015−70,278 (中央値 10,349)、臨

床検体の ATM 以外の遺伝子では 4,031−440,891(中央値 14,670)であった。 

ATM の相補性試験 

野生型 ATMを逆転写 PCR によって増幅し、PiggyBacベクター(System Biosciences, 

Mountain View, CA, USA)の NheI と NotIサイトに導入した。ATM の ATG開始コド

ンから KpnIサイト(codon 3891)と 、KpnIサイトから終末コドンの配列を、TOPO-

TAクローニングベクター (Life Technologies)に導入した。その後、In vitro 

Mutagenesis Kit XL (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)を用いて In vitro突然変

異生成を行った。変異した ATMの部分的配列を、ATM発現 PiggyBac ベクターにお

いて野生型 ATMの代わりに用いた。変異型あるいは野生型 ATM発現 PiggyBacベク

ターを Lipofectamine 3000 (Life Technologies)を用いて PiggyBacトランスポザーゼ発

現ベクターとともに AT細胞株である GM05849C (7009 del TG)細胞に導入し、ピュ

ーロマイシンによって選択し、ウェスタンブロット法によって遺伝子が導入されて

いることを確認した。なお、ATM の発現量に関しては多少のばらつきが認められ、

変異による蛋白の安定化の差なども影響していることが推測されたが、ATM の発現

量をそろえる作業は非常に困難と予測されたため発現の確認だけを行った。  

コロニー形成法 

コロニー形成法はこれまでの報告に従って行った(47)。細胞を 10％ FCS を含む 3 

ml の DMEM当たり 1 × 104 個の濃度で 6ウェルプレートの各ウェルに入れ、X線を
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照射した。2週間の培養後、細胞をクリスタルバイオレットで染色し、コロニー数を

観察した。 

Direct repeat-green fluorescent protein (DR-GFP) 相同組み換えアッセイ 

この方法は相同組み換え修復により DNA二本鎖切断が修復されると GFP が発現

するレポーターアッセイである。レポーターアッセイとは転写調節領域の活性を評

価する方法である。神経芽腫細胞株における ATMの相同組み換え修復への関与を検

討するために、ATM 阻害剤 KU-55933を神経芽腫由来細胞株 SK-N-BEに添加し

ATM 機能を阻害した後、Lipofectamine 3000 (Life Technologies)を用い、DNAを切断

する I-SceI発現ベクターである pCBAS を、DR-GFP を組み込んだ SK-N-BEに導入

して DNA二本鎖切断を誘導し、72時間後にフローサイトメトリーを用いて GFP 陽

性細胞の割合をモニターした。 

 

結果  

SNPアレイによるコピー数の網羅的解析 

神経芽腫由来細胞株 39株と神経芽腫臨床検体 159検体を対象に SNP アレイによ

るコピー数の網羅的解析を行った。臨床検体の結果を図 2に示した。 
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図 2 SNPアレイ解析による神経芽腫臨床検体のコピー数変化の全体像 

縦軸に染色体番号を、横軸に個々の症例を示した。症例の配列は左から右へ表 1

と同一順序である。呈示した色でコピー数変化を示した。図は CNAG Graph ソフト

ウェアを用いて作成した。 
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臨床検体の 24％（38/159 検体）に 11qの Loss of Heterozygosity（LOH）、すなわ

ち欠失あるいは片親性二倍体（uniparental disomy, UPD）が検出された。これらは進

行例の 30.6％(34/111 検体)であった。 

11q上の標的遺伝子について、まず、11qLOH の共通領域に位置する DNA損傷応

答関連遺伝子をすべて抽出し、逆転写 PCRにより神経芽腫細胞株での発現を確認し

た。その結果、ATM、MRE11A、H2AFX、CHEK1が抽出された（図 3）。これらの

遺伝子領域の欠損頻度を表 3に示した。臨床検体の進行例の 25％ (28/111例)に 

ATM欠損が確認された。

 

図 3 SNPアレイによって検出された 11q LOH の全体像 

青線で欠失、黄色線で UPDを示した。灰色の点線で遺伝子の位置とサイズを示し

た。検体名を各線の右側に示し、赤字で細胞株、黒字で臨床検体を示した。 
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表 3 11q 上の DNA損傷応答関連遺伝子の欠失あるいは UPD 

 

さらに、250Kを用いて解析した 133検体のアレイデータにおいて、GISTIC 解析

を行った。同解析はがんにおいてコピー数が偶然ではなく有意に変動している領域

を抽出し、病気の標的となる遺伝子を同定しようとするものである(26)。神経芽腫に

おける既知の異常である MYCN (2p25.1-2p21)、MDM2 (12q15)、17q の各領域では q

値が低く、同解析の信頼性が確認できた。11q22.1 から 11q24.3 の q 値は低く、同

領域にはMRE11A、ATM、H2AFX、CHEK1 が含まれ、この結果からも採用した遺伝

子の標的候補としての可能性を確認できた(図 4)。そこで当初の計画通り ATMの変

異解析を行う方針とした。ATMと神経芽腫の関係をより詳細に検討するため

MRE11A、H2AFX、CHEK1 についても変異解析を行う方針とし、11q 以外の ATM経

路上の遺伝子 TP53、CHEK2、BRCA1についても、様々ながんで報告があること

や、サイズが大きくないため変異解析のアンプリコン数を大幅に増やさないこと等

の理由から解析対象に加えた。 

 

コホート ATM H2AFX CHEK1 MRE11A 

細胞株 28 % (11/39) 30 % (12/39) 28 % (11/39) 23 % (9/39) 

臨床検体 18 % (29/159) 18 % (30/159) 18 % (29/159) 17 % (28/159) 
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図 4 臨床検体における GISTIC 解析とコピー数ヒートマップ 

(a) GISTIC 解析により抽出された有意にコピー数異常を示す領域の全体像。各領 

域に対して推定される標的遺伝子を記載した。点線で各染色体の動原体、緑色線で q

値=0.25を示した。(b)(a)で抽出された領域に含まれる、神経芽腫に関連する遺伝子

領域のコピー数ヒートマップ。 Mbp, megabase pairs. 
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細胞株の ATM変異 

細胞株の ATM変異は 11％(5/45株)に同定された（表 4）。IMR-32 に同定された

p.V2716Aは ATM の catalytic domain 内の ATP 結合部位に位置し、過去に毛細血管拡

張性運動失調症の mild phenotype を呈する家系において pathogenic dominant negative 

mutation として報告されている(48, 49)。GOTO は 11q欠失と ATM のナンセンス変異

を有し ATM 欠損細胞であることが判明した。 

 

表 4 細胞株における ATM のコピー数異常と変異    

細胞株名 
コピー

数変化 
変異 

変異タ

イプ 

アミノ

酸変化 
アレル変化 

変異解

析法 
SNP MAF 

CHP-126 Loss No - - - T   

CHP-134 No No - - - T   

CHP-212 No No - - - T   

GOTO Loss Yes N K31X c.91A>T T none none 

HS-NB No No - - - T   

IMR-32 UPD Yes M V2716A c.8147 T>C T none none 

KAN-TS Loss No - - - T   

KELLY No No - - - T   

KP-N-NS No No - - - T   

LAN-1 No No - - - T   

LAN-2 Loss No - - - T   

LAN-5 No No - - - T   

MC-IXC Loss No - - - T   

MC-NB-1 No No - - - T   

NB-1 No No - - - T   

NB-16 No No - - - T   

NB-69 No No - - - T   

NB-9 No No - - - T   

NBL-S Loss No - - - H   

NGP Loss No - - - H   

NH-12 No No - - - T   

NMB Loss Yes M S1198F c.3593 C>T H none none 

PFSK-1 UPD Yes M S707P c.2119 T>C T rs4986761 0.0044 

SCCH-26 No No - - - T   

SCMC-N2 No No - - - T   

SCMC-N3 No No - - - T   

SCMC-N4 Loss No - - - T   

SCMC-N5 No No - - - T   

SJNB-1 UPD No - - - T   

SJNB-2 No No - - - T   

SJNB-3 No No - - - T   

SJNB-4 No No - - - T   
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SJNB-5 UPD No - - - T   

SJNB-6 No No - - - T   

SJNB-7 No No - - - T   

SJNB-8 No No - - - T   

SK-N-AS Loss No - - - H   

SK-N-BE Gain No - - - H   

SK-N-DZ Loss Yes M S1990T c.5969 G>C H none none 

SK-N-SH No No - - - T   

SK-PN-DW Loss No - - - T   

TGW No No - - - T   

TN-1 No No - - - T   

TNB-1 No No - - - T   

UTP-N-1 No No - - - T   

UPD, uniparental disomy; M, missense mutation; N, nonsense mutation; T, targeted deep 

sequencing; H, high resolution melting analysis; MAF, minor allele frequency. 

 

臨床検体の ATM変異 

臨床検体の ATM変異は 5.6％(9/159検体)に検出された。進行例では 5.4％ (6/111

検体)であった。変異の起源については、正常検体の解析あるいはアレル頻度に基づ

く推測によればほとんどが生殖細胞変異であった（表 5）。変異の部位は ATM の全

長にわたっていた（図 4） 

 

表 5 臨床検体における ATM変異(NM_000051) 

検体 ID 
月齢

† 

IN

SS 

転

帰 

変

異

型 

アミノ酸

変化 
位置‡ 

アレ

ル変

化 

起

源 

アレ

ル頻

度 

SNP MAF 

NB_105 46 4 D M A59S 108098605 G>T S 0.13 none none 

NB_062 71 3 A M V519I 108121747 G>A G 0.51 HGVD SNP  0.0004 

NB_058 66 4 A M P604S 108123551 C>T G 0.50 rs2227922  0.0026 

NB_122 9 1 A M S824F 108137902 C>T G* 0.52 none none 

NB_038 7 4 A M P960H 108141831 C>A G 0.45 rs587779828 0.00002 

NB_117 9 4 A M S1455R 108160457 T>A G* 0.48 rs527471560 0.0002 

NB_032 1 4S A M L1956H 108180991 T>A G 0.74 HGVD SNP 0.0013 

NB_069 75 1 A M R2691C 108205756 C>T G 0.48 none none 

NB_149 U 4 U M K2749I 108206666 A>T G 0.48 rs779145081 0.00002 

† 診断時月齢; ‡ Position in NCBI reference sequence; INSS, international neuroblastoma staging system; 
U, unknown; A, alive; D, dead; M, missense mutation; G, germline; S, somatic; MAF, minor allele 
frequency. 
*は正常組織で起源を確認したものを示した。*印のない変異はアレル頻度から起源を推測した
（0.4以上を germ lineとした）。 
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健常人における ATM変異 

臨床検体に検出された ATM 変異のほとんどが生殖細胞起源であったことから、変

異の病的意義を検討するために 171名の健常ボランティアの ATM 変異についても解

析を行った。変異採用基準は腫瘍と同一とした。その結果、変異頻度は 5.2％ (9/171

検体) で、臨床検体と同等であった（表 6）。その種類は p.S1455R と p.K2749Iを除

いて重複がなく、変異の部位は ATM の全長にわたっていた（図 4）。p.V2716A と

p.K2749Iは ATM の catalytic domain に位置した。 

 

表 6 健常人における ATM 変異(NM_000051)  

変異型 アミノ酸変化 検出頻度 位置* アレル変化 SNP ID MAF 

M R45Q 1/171 108098564 G>A none none 

M A220V 1/171 108114842 C>T rs145355104 0.001 

M L581V 1/171 108122697 T>G unknown 0.001 

M S1455R 1/171 108160457 T>A rs527471560 0.0002 

M N1650S 1/171 108168053 A>G rs55870064 0.004 
M T2031I 1/171 108186635 C>T none none 

M S2707C 1/171 108205805 C>G none none 

M K2749I 2/171 108206666 A>T rs779145081 0.002 

* Position in NCBI reference sequence. M, missense mutation. 

 

 

 

図 4 ATM変異の分布 

変異タイプは丸の色で、検体の種類は線の色で示した。図は Protein painter 

(http://explore.pediatriccancergenome project.org)を用いて作成した。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs55870064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs55870064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs55870064


29 

 

臨床検体の DNA損傷応答関連遺伝子の変異 

臨床検体の DNA損傷応答関連遺伝子の変異は合計 20%（33/159 検体）に認めら

れ、遺伝子別には 0.6-8.8％の症例が変異を有していた（表 7）。変異の起源について

は正常検体の解析あるいはアレル頻度による推測から、ほとんどが生殖細胞変異で

あった。変異の頻度は BARD1において最多であり、その分布は BARD1 タンパク質

の全長に及んでおり、機能喪失型変異であることが示唆された（図 5）。BARD1は神

経芽腫の生殖細胞変異として報告がある。そのため、病的意義の有無を確認するた

めに健常人においても変異解析を行った。その結果、健常人における変異頻度は

1.2％ (2/171検体)であり、ATMとは異なり、健常人での変異頻度は低く、病的意義

を有する可能性が高いことが示唆された（表 8）。 
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表 7 臨床検体における ATM以外の DNA損傷応答関連遺伝子の変異 

 

検体 ID 月齢† 

IN

SS

病

期 

転帰 

変異

タイ

プ 

アミノ酸変

化 
位置‡ 

アレ

ル変

化 

起源 

アレ

ル頻

度 

BARD1 NB_083 15 2 A M H116Q 215657037 A>T G 0.61 

 NB_011 0 3 A M S186G 215646042 T>C G 0.51 

 NB_096 33 4 A M S186G 215646042 T>C NA NA 

 NB_121 5 3 A M S202F 215645993 G>A G* 0.56 

 NB_082 18 3 A M I437V 215645289 T>C G 0.50 

 NB_002 4 1 A M R658C 215595164 G>A G 0.51 

 NB_039 3 4 A M R658C 215595164 G>A NA NA 

 NB_045 50 4 A M R658C 215595164 G>A NA NA 

 NB_068 150 2 A M R658C 215595164 G>A S 0.35 

 NB_154 8 2 A M R658C 215595164 G>A G* NA 

 NB_144 60 4 A F I702fs 215593629 >+T G* 0.42 

 NB_021 35 4 A S V604_splice 215610445 C>A G 0.49 

 NB_137 24 4 A S V604_splice 215610445 C>A G* 0.52 

 NB_004 40 4 D S W635_splice 215609790 C>- S 0.35 

MRE11A NB_092 20 4 A M R191Q 94209542 C>T G 0.45 

 NB_042 7 4 D M R503H 94189497 C>T G 0.46 

H2AFX NB_095 6 4S A S - 118966176 C>T G 0.50 

CHEK1 NB_132 36 4 A M V46I 125497572 G>A G* 0.79 

 NB_048 28 4 A M R160P 125503112 G>C S 0.32 

 NB_007 0 3 A M N229T 125505396 A>C S 0.38 

TP53 NB_001 0 4S D M V31I 7579705 C>T G 0.47 

 NB_024 7 3 A M V31I 7579705 C>T G 0.45 

 NB_078 5 4 A M D49H 7579542 C>G G 0.50 

 NB_088 0 1 A M D49H 7579542 C>G G 0.48 

 NB_027 24 4 D M K132N 7578534 C>A G 0.86 

 NB_149 U 4 U M C275F 7577114 C>A G* 0.50 

BRCA1 NB_014 25 3 U M L52F 41258531 G>A G 0.46 

 NB_143 0 4S A M L52F 41258531 G>A G* 0.50 

 NB_089 0 1 A M P209L 41247907 G>A G 0.45 

 NB_050 34 4 A M S1577P 41223202 A>G G 0.46 

 NB_071 2 4S D M S1577P 41223202 A>G G 0.46 

 NB_080 2 1 A M S1577P 41223202 A>G NA NA 

CHEK2 NB_066 52 4 D F F238fs 29107975 >+AA G 0.49 

† 診断時月齢; ‡ Position in NCBI reference sequence; INSS, international neuroblastoma 
staging system; U, unknown; A, alive; D, dead; M, missense mutation; F, frameshift mutation; 
S, splice site mutation; NA, not available; G, germline; S, somatic. 
Reference sequence: BARD1, NM_000465; MRE11A, NM_005590; H2AFX, M_002105;  
CHEK1, NM_001114121; TP53, NM_000546; BRCA1, NM_007294; 
CHEK2,NM_001005735. 
*は正常検体で起源を確認した。*印のない変異はアレル頻度から起源を推測した
（0.4以上を germ line とした）。プールシーケンス後、変異を有する個体の同定を
Sangerシーケンスを用いて行った検体では変異のアレル頻度が不明のため変異起源
を NAと記載した。 
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図 5 DNA損傷応答関連遺伝子の変異の分布 

変異のタイプは呈示した色の丸によって示し

た。検体の種類は呈示した色の線によって示し

た。これらの図は Protein painter 

(http://explore.pediatriccancergenome project.org)を

用いて作成した。 
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表 8 健常人における BARD1 変異(NM_000465) 

変異型 アミノ酸変化 
検出された人

数 
位置* アレル変化 

M I258T 1名 215645825 T>C 

M A421V 1名 215645336 C>T 

* Position in NCBI reference sequence. M, missense mutation. 

 

 

生物学的因子の相互関係の全体像 

本研究のコホートの臨床検体においては、11q欠失群と ATM変異群は相互排他的

であった（図 6）。ATM 以外の DNA損傷応答関連遺伝子変異についても、変異遺伝

子どうし相互排他的であり、遺伝子欠損とも排他的な傾向を示した。DNA損傷応答

関連遺伝子の変異あるいは欠失（MDM2は増幅）を有する症例は全症例の 48％

（77/159 検体）を占めた。進行例では 54.9％（61/111 検体）の症例が DNA損傷応答

関連遺伝子異常を有していた。MYCN 増幅と DNA損傷応答関連遺伝子異常は相関関

係が見られなかった（Pearsonの積率相関係数 0.048、p値 0.54）。なお本コホートで

は MYCN 増幅と 11qLOHについても有意な関係を見いだせなかった（Pearsonの積率

相関係数-0.079、p値 0.32）。ATM経路として見ると遺伝子異常の種類や頻度は図 7

のようになり、変異よりも欠損の頻度の方が高かった。 
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図 6 生物学的因子の相互関係の全体像 

横軸に神経芽腫 159 検体の各症例を示した。縦軸に臨床的特徴〔性別、診断時月

齢、international neuroblastoma staging system (INSS) 病期、転帰〕と遺伝子異常を示

した。各パラメータは呈示した色で区別した。 
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図 7  ATM 経路と臨床検体における同遺伝子群の異常の頻度 

本研究で解析した DNA損傷応答関連遺伝子のうち、11qに位置する遺伝子を黄色

で示し、その他の染色体上に位置する遺伝子を水色で示した。異常のタイプとその

頻度を各遺伝子名の右側に示した。 

 

DNA損傷応答関連遺伝子の異常と予後 

DNA損傷応答関連遺伝子の異常と予後の関連性について検討を行った。全臨床検

体の生存曲線では、DNA 損傷応答関連遺伝子異常の有無によって全生存率に有意差

は認められなかったが、異常陽性群の方が予後不良な傾向を示した（図 8）。

11qLOH陽性例では診断後 5年までは生存率が変動するため打ち切り例の影響が大

きくなることを考慮し、5年以上観察した打ち切り例（24例）と全死亡例（27例）
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合計 51例の生存曲線も作成したが同様に有意差は認められなかった（図 9a）。な

お、MYCN 増幅は既知の予後不良因子であるが、本コホートにおいても同様の結果

が得られ（図 9b）、本コホートにおける解析の信頼性が確認できた。また、進行例は

非進行例に比べて DNA 損傷応答関連遺伝子異常陽性のオッズ比は 2.44（p値

0.015）であり、進行例に DNA損傷応答関連遺伝子異常が見られやすいことが判明

した。発症時の年齢に関しては、18か月以上では DNA損傷応答関連遺伝子異常陽

性のオッズ比は 1.49（p値 0.22）であり、有意差は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 全臨床例の Kaplan-Meier曲線 

DNA損傷応答関連遺伝子異常の有無は赤線と黒線でそれぞれ示した。臨床検体

159検体のうち、転帰不明の 2検体を除いた 157検体の生存曲線。log-rank 検定の p

値を示した。有意差は認められなかった。ここでは「遺伝子異常」とは ATM経路の

遺伝子変異あるいは欠損（MDM2は増幅）を指している。 



36 

 

a                          

 
b 

 

図 9 Kaplan-Meier曲線 

(a) 5年以上観察した打ち切り例（n=24）と全死亡例（n=27）合計 51例の Kaplan-

Meier曲線。DNA損傷応答関連遺伝子異常の有無は赤線と黒線でそれぞれ示した。

(b) 臨床検体 159検体のうち転帰不明の 2検体を除いた 157検体の、MYCN 増幅の有

無による Kaplan-Meier 曲線。MYCN 増幅の有無を赤線と黒線で示した。 
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ATMの発現と ATM経路の活性化状態 

ウェスタンブロット解析を用いて神経芽腫細胞株における ATM の発現を観察した。

コピー数解析で ATM ハプロイドであった細胞株では ATM は低発現の傾向であった

(図 10a)。次に、神経芽腫細胞株に 2Gyの放射線を照射し、1時間後に ATM の下流分

子であるリン酸化 SMC1(pSMC1)の発現を観察した（図 10b）。pSMC1 発現減弱は ATM

経路の活性化が不十分であること、すなわち DNA 損傷応答障害の存在を示唆する。

pSMC1 は ATM ハプロイドの細胞株の大部分と ATM 欠損細胞である GOT0、11qUPD

と V2716Aホモ接合性変異が同定された IMR-32において発現が減弱しており、DNA

損傷応答障害が示唆された。なお、CHP-134 と NB-9 では ATM の発現減弱は認めら

れなかったが、pSMC1 の発現が減弱しており、ATM以外の因子の関与が示唆された。 
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図 10 神経芽腫細胞株におけるウェスタンブロット法を用いた解析 

(a) 神経芽腫細胞株の ATM 発現。SMC1 の発現も示した。(b) 放射線照射後の 

ATM経路の活性化状態。細胞株に 2Gyの放射線照射を行い、1時間後にリン酸化

SMC1(pSMC1)の発現を観察した。SK-N-BE は ATM の gain、GOTO は ATM の欠損

を示す細胞株である。 
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ATM変異の機能 

腫瘍と健常人に検出された ATM 変異の性質を検討するために、ATM 変異を発現す

るベクターを構築し、ATM 欠損線維芽細胞（AT細胞株 GM05849C）に導入し、1Gy、

2Gy、5Gyの X線照射を行い、コロニー数の変化を観察した。一般に、ATM 機能障害

を有する細胞は放射線に対して高感受性を示すが、腫瘍（臨床検体あるいは細胞株）

にのみ検出された ATM 変異を導入した細胞株と、健常人と腫瘍の両方に検出された

ATM変異を導入した細胞株は ATM欠損細胞の放射線高感受性を修復しない傾向を示

した。したがって、これらの変異は ATM 機能に障害をもたらすことが示唆された（図

11a,b）。これに対して健常人にのみ検出された他のすべての変異は ATM 欠損細胞の

放射線高感受性を修復する傾向を示し、ATM の機能障害をもたらさないことが示唆

された（図 11c）。 
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b 

 

 

 

 

c 

 

 

 

 

図 11  ATM 変異を有する細胞の X線照射後の生存率 

偽の、野生型の、あるいは変異を有する ATMを導入した細胞に対して、1Gy、

2Gy、5Gyの X線照射を行った。3～6回の実験によるデータを示した。(a) 腫瘍（臨

床検体あるいは細胞株）にのみ検出された ATMの一塩基変異を導入した細胞のコロ

ニー数の変化。(b) 健常人と腫瘍の両方に検出された ATMの一塩基変異を導入した

細胞のコロニー数の変化。(c) 健常人だけに検出された ATMの一塩基変異を導入し

た細胞のコロニー数の変化。野生型 ATMを導入した細胞と偽の ATM を導入した細

胞をそれぞれ陽性コントロール、陰性コントロールとして示した。  
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神経芽腫細胞株の相同組み換え修復への関与と PARP阻害剤感受性の検討 

ATM 阻害剤の KU55933 を神経芽腫細胞株 SK-N-BE細胞に添加したところ、相同

組み換え修復効率の低下が観察された（図 12）。次に、神経芽腫細胞株に PARP 阻

害剤を添加し、コロニー数を観察したところ、SK-N-SHと SK-N-BE を除くすべての

細胞株でコロニー数が減少し PARP 阻害剤への感受性が示唆された（図 13）。 

 

 

 

図 12 ATM阻害剤を用いた Direct repeat-green fluorescent protein (DR-GFP) 相同

組み換えアッセイ 

ATMの相同組み換え修復への関与を調べるために、ATM 阻害剤（KU-55933）を

SK-N-BE細胞株に添加後、ベクターを用いて DNA二本鎖切断を誘導し、72時間後

にフローサイトメトリーを用いて green fluorescent protein（GFP）陽性細胞の割合を

モニターした。DMSO, Dimethyl sulfoxide; ATMi, ATM inhibitor。 
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図 13 神経芽腫細胞株の PARP阻害剤感受性 

神経芽腫細胞株に PARP 阻害剤 Olaparib を添加し、コロニー数を観察した。 

 

 

考察 

 これまでに 11q LOH は進行神経芽腫の 3割程度に見られ予後不良に関与するこ

とが知られており、11q 上の標的遺伝子については過去にも検討されてきたが決定的

な標的は判明していない。11q上の ATMは標的候補の一つとされてきたが、ATM経

路と神経芽腫の関連性は十分に解明されておらず、全エクソンのターゲットアンプ

リコンシーケンス解析を多数例に行った報告は見られない。本研究では ATMの全エ

クソンのターゲットアンプリコンシーケンス解析を多数例に行った。結果をより詳

細に解釈するために、網羅的コピー数解析、ATM経路上の他の DNA 損傷応答関連

遺伝子のコピー数と変異、ATMの発現、ATM経路の活性化状態、ATM変異株の放射

線感受性、神経芽腫細胞株の PARP 阻害剤の感受性についても合わせて検討を行っ

た。 
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まずコピー数解析では、臨床検体の 24％に 11qLOHを認め、その多くが 11q上の

ATMを含めた DNA損傷応答関連遺伝子を欠損していた。 

次に、アミノ酸変化を伴う ATMの変異は、日本あるいは海外の SNP データベース

で SNP の報告の有無とその頻度を確認し、SNP データベースに登載がある場合

は、頻度が低い場合は病的意義を有する可能性を否定できないと考え、頻度１％以

下のものに限り「変異」として採用するという条件の下で、臨床検体の 5.6％に同

定され、そのほとんどはヘテロ接合性生殖細胞変異であった。神経芽腫 222症例の

全エクソン解析の報告では、アミノ酸変化を伴う ATMの変異は 2 例のみであった

ので(13)、ターゲットアンプリコンシーケンス解析によってより深い深度で変異解

析を行ったことは有意義であったと考えられる。腫瘍における ATM 変異の部位は

ATM タンパク質の全長にわたっており、機能喪失型の変異であることが示唆され

た。健常人の血液について臨床検体と同一の方法で変異解析を行い、臨床検体と同

一の基準で変異候補を採用した結果、その頻度は臨床検体と同等であった。しかし

ながら、臨床検体と健常人の間で変異の種類に関して重複はほとんどなかった。変

異の性質としては、AT細胞株を用いた変異 ATM導入による機能解析の結果、腫瘍

に検出された変異は ATM の機能障害をもたらし、健常人だけに検出された変異は

機能障害をもたらさないことが示唆された。ただし本研究の限界点として、変異

ATMを遺伝子導入した細胞株は神経芽腫由来ではなかったため、神経芽腫ではその

他のゲノム異常の影響でこれらの ATM変異によらず放射線感受性が変化する可能
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性も考えられることから、これらの変異が真に神経芽腫の病態に関与しているかど

うかは解明の余地がある。さらに、変異遺伝子導入後の ATMの発現量そろえる作

業をしていないため、発現量の差による機能の差をみている可能性も否定できな

い。 

続いて、コピー数解析と変異解析の結果を統合し、ゲノム異常の相互関係につい

て検討したところ、11q欠失群と ATM変異群は相互排他的であった。本研究で対象

とした症例数は限られており、とくに ATM変異例は少ないため、正確な検討をする

には限界があるが、この観察結果が別のコホートでも再現性のあるものであるとす

ると、ATMの片アレル異常、すなわち片アレルの ATM欠損ないし変異のいずれか一

方を有するだけでも神経芽腫の病態に関係があることが示唆された。近年同様の報

告がある通り(38)、本研究においても ATMの片アレル欠損は ATM の発現量を低下

させ ATM経路の活性化を低下させる傾向が観察され、ATMの haploinsufficiencyが病

態に関与することが示唆された。ATM欠損は 11q欠失に伴うものであるため、ATM

が 11q上の他の多くのアレル欠損を伴うことにより神経芽腫の高悪性度に関与して

いる可能性も考えられる。ATMの変異については、本研究の機能解析では正常片ア

レルの残存時にこれらの変異が機能に与える影響は不明であるので、ヘテロ接合性

変異が病態に関与するかどうかは解明の余地があるが、欠失と変異が排他的である

ことから dominant negative により病態に関与している可能性も考えられる。実際に

ATMの dominant negative 変異については報告が認められる(50)。 
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様々な腫瘍において ATM の生殖細胞のミスセンス変異は易発がん性に関与すると

されている(27, 29, 30)。本研究の症例数は限られているものの、ATM の機能障害を

来す生殖細胞変異が健常人と比較し神経芽腫症例に多かったことから、ATMの生殖

細胞変異は神経芽腫発症の遺伝的リスクとなることが示唆された。AT患者に神経芽

腫が高頻度ではないことからも、ATM変異は神経芽腫の発症を来す唯一のドライバ

ー変異ではなく、他の因子と関連して病態に関与すると考えられる。今後症例数を

増やしてさらに詳細が解明されれば、遺伝カウンセリングの必要性や、二次癌予防

のために放射線を用いた画像検査を最小限にするなどの検討が必要になるかもしれ

ない。 

ATM変異と予後との関連性については、本コホートの ATM 変異例が少ないた

め、正確な解釈は困難であるが、ATM変異は進行例に偏っていなかったため、その

すべてが予後不良とはならないと考えられる。慢性リンパ球性白血病においては

ATMの両アレルの異常は予後不良因子であり、ヘテロ接合性生殖細胞変異や 11q片

アレル欠損は発症後残アレルの異常が発生した場合に病態の進展に関与することが

報告されている(31)。本研究で用いた腫瘍は治療前生検あるいは初発時治療後の検体

であり、再発腫瘍組織は含まれていないため、両アレル異常が検出されにくかった

可能性も考えられ、神経芽腫においても治療の過程で両アレル異常を獲得した場合

には高悪性度に関与するとも考えられる。 

なお、本研究では運動失調の既往や家族歴の情報は得られていないが、ATMの生
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殖細胞変異を認めた症例は ATのキャリアと考えられ、後年まで生存した場合には

運動失調を発症する可能性も考えられる(51)。 

ATM以外の遺伝子変異は合計 20％の検体に認められ、変異遺伝子どうしは相互排

他的であり、変異と欠失も相互排他的であった。このことから ATM 経路遺伝子の片

アレル異常が病態に関与する可能性が示唆された。また、変異のほとんどは生殖細

胞起源であった。このことから ATM経路上の ATM以外の DNA損傷応答関連遺伝子

変異も神経芽腫発症の遺伝的リスクとなることが示唆された。 

DNA損傷応答関連遺伝子異常の有無と予後に関しては、異常陽性例の方が予後不

良傾向を示したものの、本研究では有意差が認められなかった。本コホートの症例

数が少ないこと、観察期間が短いものが含まれることから、正確な関係を知るには

限界があると考えられる。病期に関しては進行例において異常が見られやすいこと

が証明され、このことからも DNA損傷応答関連遺伝子の片アレル異常が神経芽腫の

進展に関与することが示唆された。 

このような DNA損傷応答関連遺伝子の片アレル異常は本研究ではすべての臨床検

体のうちの 48％に同定された。本研究のコホートでは、MYCN 増幅群と 11q欠失群

の排他的な関係は示されなかったものの、過去の報告では両者は排他的傾向がある

とされている(18)。神経芽腫において MYCNの過剰発現は miR-421 の発現を誘導

し、さらに miR-421は ATMの発現を抑制することが知られている(52)。そのため、

いずれの群においても ATMの機能が抑制されている可能性が考えられる。さらに、
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本研究で解析対象としなかった FANCM、FAN1、PALB2 等の DNA 損傷応答関連遺

伝子の異常についても文献報告が認められ(6, 13)、それらの症例でも ATM経路が抑

制されている可能性が考えられる。したがって進行神経芽腫の多くが様々な形で

DNA損傷応答障害を有する可能性も考えられる。 

ATM経路異常群への治療としては、放射線感受性が高いことを考慮し、集学的治

療の中に放射線治療を優先的に取り入れた層別化治療も将来的には検討可能かもし

れない。ほかに、DNA 損傷応答障害を利用した治療薬として、PARP 阻害剤が挙げ

られる。神経芽腫における PARP 阻害剤の有用性について述べられた文献も散見さ

れる。Norrisらは神経芽腫を含む小児固形腫瘍の細胞株に抗がん剤と PARP 阻害剤

を添加し、腫瘍発育抑制効果を認めたことを報告した(53)。Muller らは神経芽腫細胞

株に PARP 阻害剤と放射線照射を併用し有効性を確認したと報告した(54)。ATMの

同組み換え修復への関与は過去に報告されているが(42)、神経芽腫細胞株を用いた報

告はこれまでにない。本研究では神経芽腫細胞株において初めて、ATMが相同組み

換え修復に関与することを確認した。また、神経芽腫細胞株の PARP 阻害剤に対す

る感受性については、本研究では ATMに異常が同定されなかった細胞株を含めてほ

とんどの細胞株で感受性が認められた。たとえば CHP-134と NB-9 は ATM の発現低

下は示さず、pSMC1の発現低下を示し、PARP 阻害剤感受性を示した。このことか

ら ATM以外の DNA 損傷応答関連遺伝子異常の関連も示唆された。なお、CHP-

134、SK-N-AS、NB-69、SK-N-DZにおける BRCA2、ATR、BARD1、BRCA１の一塩
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基変異は COSMIC に登載されている（表 9）。 

 

表 9 COSMIC登載の神経芽腫細胞株の ATM 以外の DNA損傷応答関連遺伝子変異  

細胞株名 遺伝子名 アミノ酸変化 一塩基変異 位置 

CHP-134 BRCA2 p.L2180F c.6540G>C 32915032 

SK-N-AS ATR p.V2158F c.6472G>T 142188259 

NB-69 BARD1 p.Q237E c.709C>G 215645889 

SK-N-DZ BRCA1 p.T539M c.1616C>T 41245932 

COSMIC, catalogue of somatic mutations in cancer. 

 

進行神経芽腫の多くが様々な形で DNA損傷応答障害を有する可能性を考慮する

と、難治性神経芽腫に対して PARP 阻害剤を用いた新規治療法の開発が予後の改善

に寄与する可能性があることが期待された。 

 

結論 

ATMと神経芽腫との関連性について検討するために、ATMのプールシークエンス

法を用いた全エクソンターゲットアンプリコンシーケンス解析を行い、合わせて、

網羅的コピー数解析、健常人の ATM変異解析、ATM経路上の遺伝子の変異解析、

ATM の機能解析、PARP 阻害剤の使用検討等も行い、統合的解釈を試みた。その結

果、ATMのヘテロ接合性生殖細胞変異が神経芽腫の病態に関与する可能性が新たに

示された。また、ATM をはじめ、ATM経路上の DNA損傷応答関連遺伝子の片アレ

ル異常が病態に関与し特に進行神経芽腫に認められやすい可能性も示され、難治例

の治療への利用、中でも PARP 阻害薬の実用の可能性が期待された。 
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