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研究成果の概要（和文）：神経芽細胞腫由来腫瘍幹細胞および神経幹細胞の細胞特性を解析し、

神経芽細胞腫由来腫瘍幹細胞と神経幹細胞との類似点と相違点を明らかにすることで、神経芽

細胞腫の悪性化メカニズムを解明することを目的とした。正常の神経幹細胞の単離については、

胎生期のマウス全脳および成体マウス側脳室外側から neurosphere 法によって神経幹細胞を単

離した。一方、マウス神経芽細胞腫由来腫瘍幹細胞の単離については、腫瘍幹細胞の表面マー

カーによる単離および neurosphere 法に類似した方法である機能的な単離を試みたが、単離で

きなかった。株化した神経芽細胞腫株の中にはヒト神経芽細胞腫摘出腫瘍内に見られる腫瘍幹

細胞がほとんど存在しない可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We had a plan to isolate putative cancer stem cells from mouse 

neuroblastoma cell lines. And also we would isolate mouse neural stem cells from mouse 

embryonal and adult brain. Following the isolation of both stem cells, we would find the 

similarity and the difference between neuroblastoma cancer stem cells and neural stem 

cells. We have isolated mouse neural stem cells. However, we have failed to isolate 

neuroblastoma cancer stem cells using the sorting method by the specific cell surface 

marker or the neurosphere method. We suggest that after frequent passages, cancer cell 

lines could lose the cancer stem cells, which can be found in human primary tumor.  
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１．研究開始当初の背景 

 神経芽細胞腫は小児期に発生する最多の

固形腫瘍であり、胎生期の神経堤細胞由来の

腫瘍と考えられている。1 歳以前に発症する

予後良好な腫瘍が存在する一方で、1 歳以降

に発症する腫瘍は手術療法および化学療法

に対して抵抗性を示し難治性である。神経芽

細胞腫は他の疾患で死亡した胎児の腹腔内

で観察される in situ neuroblastoma の報告

からわかるように、胎生期から既に腫瘍細胞

が存在し、胎生期および出生後も増殖をつづ

け発見されると考えられている。近年の腫瘍

幹細胞の発見により、腫瘍幹細胞は必ずしも

増殖能がそれほど高くないが積極的な手術

療法、化学療法の後も残存し、増殖能の高い

娘細胞を供給することで腫瘍増殖を維持し

ていると考えられている。神経芽細胞腫にも

腫瘍幹細胞が存在すると仮定するならば、1

歳以前に発症する予後良好の神経芽細胞腫

は胎生期に既に腫瘍細胞が存在し急激に増

殖し、以前に行われていたマススクリーニン

グによって容易に検出される腫瘍となるが、

腫瘍幹細胞は当初は存在するが個体の発生

段階における急激な環境変化によって消失

するのではないかと仮定することができる。

一方、１歳以降に発症する神経芽細胞腫は同

様に胎生期にその元となる腫瘍細胞は存在

し、個体の発生段階における急激な環境変化

によっても腫瘍幹細胞を保持し続け増殖を

続け、１歳以前の発症例と比較すると増殖の

スピードが劣るため１歳以降になって初め

て検出され診断に至るのではとないかいう

仮説を考えるに至った。腫瘍の悪性度は必ず

しも腫瘍増殖能のみに依存するのではなく、

転移能および薬剤耐性も重要な因子である。

一方、近年成体での神経幹細胞の存在が明ら

かになり、再生医療への応用が期待されてい

る。成体にも同様に神経幹細胞が存在するが、

成人以降の神経芽細胞腫の発症はきわめて

まれである。成人以降はグリオーマがほとん

どで直接的な神経細胞由来の脳腫瘍の報告

がほとんどないことからも、我々は、神経芽

細胞腫が胎児期の神経幹細胞と近い細胞特

性を保持していて、成体での神経幹細胞とは

異なる細胞特性を持っていると予測してい

る。そこで、申請者は、神経芽細胞腫の細胞

特性を解析することにより神経芽細胞腫の

悪性化メカニズムを解明したいと考えるに

至った。 

 

２．研究の目的 

 ヒト神経芽細胞腫摘出腫瘍内に見られる

腫瘍幹細胞をマウス神経芽細胞腫株からも

同様の方法で単離する。同時に、マウスの胎

生期および成体の脳から神経幹細胞を

neurosphere 法により単離する。得られた腫

瘍幹細胞、胎生期神経幹細胞、成体神経幹細

胞の 3種類の幹細胞について、細胞特性を解

析し類似点と相違点を明らかにすることを

目的とする。小児期に頻発し成人以降には極

めてまれに発症する神経芽細胞腫が胎児期

の神経幹細胞と近い細胞特性を保持してい

て、成体での神経幹細胞とは異なる細胞特性

を持っていると予測している。その細胞特性

に注目し、神経芽細胞腫の悪性化メカニズム

を解明することを目的に研究を進めた。 

 

３．研究の方法 

(1)胎生マウスおよび成体マウスの脳からの

神経幹細胞の単離 

胎生 14日齢のマウス全脳および日齢 21日

のマウス側脳室外側から neurosphere法によ

って神経幹細胞を単離した。マウス脳を摘出

し、実態顕微鏡下で胎生 14 日齢のマウスか

らは全脳を、日齢 21 日のマウスからは側脳

室外側部のみを採取し、物理的および酵素処

理により単細胞化し、FGF2 および EGF 存在下

で 1 週間培養する。作成した neurosphere か

らなる神経幹細胞から total RNA を抽出し、

Agilent 社 Bioanalyser によって total RNA

の質を確認し、分光吸光度計によって濃度を

確定したあと、Agilent 社製マウスマイクロ

アレイ解析のために保存した。 

(2)マウス神経芽細胞腫株からの腫瘍幹細胞

の単離 

すでに当研究室が保有するマウス神経芽



細胞腫株 N1E115 を用いて実験を行った。

Singh らの報告のように腫瘍幹細胞特異的マ

ーカーを用いて特定の細胞のみをソーティ

ングすることを試みた (Singh et al. Nature 

432:396-401, 2004)。ミルテルニーバイオテ

ク社製のマグネットビーズを用いて、グリオ

ーマ腫瘍由来腫瘍幹細胞の表面マーカーで

あると報告のある抗 CD133抗体で腫瘍幹細胞

を単離しようとした。 

 次 に 、 Mansford ら の 報 告 の よ う に

neurosphere 法に類似した方法である機能的

な単離法を試みた(Cancer Res. 67:11234-43, 

2007)。フラスコで培養したマウス神経芽細

胞腫株 N1E115 を回収し、単細胞化し、神経

幹細胞の培養方法と同様な FGF2 および EGF

存在下で培養する。浮遊性の neurosphere に

類似した腫瘍塊を形成させて腫瘍幹細胞を

単離する方法を行った。 

 

４．研究成果 

 我々は、神経芽細胞腫由来腫瘍幹細胞およ

び神経幹細胞の細胞特性を解析し、神経芽細

胞腫由来腫瘍幹細胞と神経幹細胞との類似

点と相違点を明らかにすることで、神経芽細

胞腫の悪性化メカニズムを解明することを

目的に研究を進めた。 

(1)胎生マウスおよび成体マウスの脳からの

神経幹細胞の単離 

 正常の神経幹細胞の単離については、それ

ぞれ胎生 14 日齢のマウス全脳および日齢 21

日の成体マウス側脳室外側から neurosphere

法によって神経幹細胞を単離した。抗 nestin

抗体を用いた細胞染色によって神経幹細胞

由来の neurosphere であることを確認し、

total RNA を回収し保存した。 

(2)マウス神経芽細胞腫株からの腫瘍幹細胞

の単離 

 神経芽細胞腫由来腫瘍幹細胞の単離につ

いては、初年度において、マウス神経芽腫細

胞腫株 N1E115 からミルテルニーバイオテク

社製のマグネットビーズを用いて、グリオー

マ腫瘍由来腫瘍幹細胞の表面マーカーであ

ると報告のある抗 CD133抗体で腫瘍幹細胞を

単離しようとしたが、良好な結果は得られな

かった。一方で、Mansford らはヒト由来神経

芽細胞腫の腫瘍初期化細胞の存在を明らか

にし、神経幹細胞の培養方法と同様な培養条

件で neurosphereに類似した腫瘍塊を形成さ

せて腫瘍初期化細胞を単離する方法を報告

した (Cancer Res. 67:11234-43, 2007)。神

経芽細胞腫由来腫瘍幹細胞にはグリオーマ

腫瘍由来腫瘍幹細胞とは異なる表面マーカ

ーが存在することが示唆され、neurosphere

法に類似した方法である機能的な単離法に

よって幹細胞集団を回収し、細胞集団の解析

を行う必要があると考えた。そのため、次年

度は同様な方法を用いてマウス神経芽細胞

腫株 N1E115 から腫瘍幹細胞を単離する実験

を行った。残念ながら、sphere を形成する細

胞集団を確認できなかった。株化した神経芽

細胞腫株の中にはヒト神経芽細胞腫摘出腫

瘍内に見られる腫瘍幹細胞がほとんど存在

しない可能性が示唆された。細胞株は頻回な

継代培養の過程の中で腫瘍幹細胞が消失し

ていることが考えられた。今後は、ヒト神経

芽細胞腫摘出腫瘍由来の腫瘍幹細胞とヒト

iPS 細胞由来神経幹細胞との比較を行い同様

な解析を継続する計画である。 
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