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研究成果の概要（和文）：Mash1 は正常な神経発生の過程で一過性に発現するが、神経芽腫では

恒常的に発現している。本研究では、予後不良な神経芽腫で高く発現している LIM-only protein、

LMO3 と bHLH protein、HEN2 が協調的に働いて Mash1 の転写抑制因子である HES1 の機能を制御

し、Mash1の転写の促進と神経芽腫の発生に関与していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Mash1 is transiently and permanently expressed in normal 

developmental process and in neuroblastoma, respectively. In this study, it was 

suggested that LIM-only protein, LMO3 and bHLH protein, HEN2, that are highly expressed 

in unfavorable neuroblastoma, cooperate for promoting Mash1 transcription and 

development of neuroblastoma through interfering with the function of HES1, a negative 

regulator of Mash1 transcription.  
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１．研究開始当初の背景 
神経芽腫は神経堤細胞の分化過程の異常に

より生じる腫瘍である。我々はこれまでに、

神経芽腫の異なるサブセットから複数の

cDNA ライブラリーを作製し、5,400 個の遺

伝子を抽出して新規遺伝子を含む約 400 の

予後に関連する遺伝子の同定と機能解析を

進めている。 

本研究で機能解析を行っている遺伝子

Nbla3267 について以下のことがわかって

いる。 

（１）LIM-only proteins (LMO)の１つ LMO3

であると同定された。 

（２）LMO3 は予後不良な神経芽腫で高発現

しているが、LMO3 と腫瘍発生との関連性に

ついては不明な点が多い。 
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（３）LMO3 は成人及び胎児の脳で高発現し

ている。さらに LMO3 は、神経発生に必須で

神経芽腫の発生に重要な働きをする遺伝子

Mash1の発現を正に制御することが推察さ

れており、LMO3 の神経発生過程との関連性

が示されている。 

（４）LMO には DNA 結合能がなく、遺伝子

の転写を制御するために DNA 結合能をもつ

他の蛋白質と複合体を形成する必要がある。

神経芽腫細胞株で LMO3 と共に高発現して

いるものを検討した結果、

neuronal-specific basic 

helix-loop-helix (bHLH) transcription 

factor である HEN2 が予後不良な神経芽腫

及び神経芽腫細胞株で LMO3 と共に高発現

していた。HEN2 は LMO3 と細胞内で結合す

ることが示された。 

（５）LMO3 の発現が継続的に増加している

神経芽腫細胞株を樹立してマウスに移植す

るとがんが発生し、その細胞株の細胞増殖

能は増加することを観察した。従って、LMO3

には神経芽腫を悪化させる作用があると考

えられる。 
（６）LMO3 と HEN2 が相互作用し、神経芽
腫の増殖分化をどのような機序で制御して
いるかを解析するために、アデノウイルス
ベクターを用いて LMO3 と HEN2 を神経芽腫
細胞 SH-SY5Y で一過性に高発現させ、遺伝
子の発現を調べた。その結果、Mash1 を含
む、神経発生や分化に関連する遺伝子の発
現量が増加していた。従って、LMO3 と HEN2
は神経発生の過程で働く遺伝子の転写を制
御していることが示唆された 
 
２．研究の目的 
（１）神経芽腫において Mash1 の継続的な発

現が細胞増殖を促進していることを確認す

る。 

（２）細胞増殖と Mash1 の転写について LMO3

の関連性を明らかにする。 

（３） Mash1 の転写は bHLH factor である

HES1 によって負に制御されている。そこで、

Mash1 の転写に対する LMO3、HEN2、HES1 の関

連性について調べる。 

（４）LMO3、HEN2 と HES1 の分子間相互作用

を検討する。 

（５）Mash1 転写制御と細胞の増殖分化にお

ける HES1、N-myc、Id2 と HEN2 との関連性が

推察されている。一方、LMO3 は、HEN2 と同

様に HLH domain をもつ HES1、N-myc、Id2 と

結合しその機能を修飾することが示唆され

ている。そこで HEN2 と LMO3 が HES1、N-myc、

Id2 とどのように相互作用しあい、Mash1 の

転写と細胞の増殖分化を制御して神経芽腫

の発生に関与するかを明らかにする。 

（６）in vitro の実験系で明らかになってき
た結果を in vivo で確認、検討するために、
神経堤細胞や末梢神経、副腎髄質で LMO3、
HEN2 の各遺伝子を高発現させたトランス
ジェニックマウスを作製し、交感神経節細胞
や副腎髄質細胞の分化、増殖への効果を検討
する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト Mash1 を継続的に高発現している
株を、SH-SY5Y 細胞でレトロウイルスを用い
て樹立し、その増殖能を調べる。 

（２）ヒト LMO3 の si-RNA を作製して、継続

的に LMO3 および Mash1 を発現しているヒト

神経芽腫細胞 SH-SY5Y に導入し、細胞増殖に

対する効果を観察する。同時に LMO3 および

Mash1 の転写への効果も半定量 RT-PCR 法と

Mash1プロモーターを使った

Dual-Luciferase Reporter Assay で調べる。  

（３）LMO3、HEN2、HES1 による Mash1 転写制
御の分子機構について検討する。 
 ① Mash１プロモーターをルシフェラー
ゼ遺伝子の上流につないだプラスミドを構
築し Dual-Luciferase Reporter Assay を行
う。HES1によるMash1転写抑制効果に対して、
HEN2 が濃度依存性にどのような影響を及ぼ
すか解析する。この時 LMO3 を供発現させて
その効果を観察する。 
 ② Mash1のプロモーター領域のHES1結合
配列とbHLH factor が結合するE-boxにHEN2
が結合してHES1の結合に影響を与えるか検討
するために ChIP Assayを行う。HES1の存在に
よりHEN2のDNAへの結合が、あるいはHEN2の存
在によりHES1のDNAへの結合が影響されるか
検討する。この時LMO3を供発現させてその効
果を観察する。 
 ③ HES1とHEN2やLMO3が細胞内で結合す
ることを免疫沈降法で確認し、相互作用につ
いて検討する。 
（４）LMO3、HEN2、HES1, N-myc、Id2 による
Mash1 転写制御の分子機構について検討する。 
 ① N-myc による Mash1 転写促進効果に対
して、LMO3 や HEN2 が濃度依存性にどのよう
な影響を及ぼすかDual-Luciferase Reporter 
Assay で解析する。 
 ② Mash1のプロモーター領域上の E-box
に N-myc が結合して HEN2 がその結合に影響



を与えるか検討するために ChIP Assay を行
う。Mash1プロモーターへの HES1、HEN2 の結
合に対する Id2 の効果を同様に検討する。
LMO3 が HEN2、HES1、N-myc、Id2 と結合し、
その Mash1プロモーターへの効果を修飾する
か調べる。 

 ③ 各蛋白質間の細胞内での結合を免疫沈

降法で調べ、Mash1 の転写制御に対するN-myc、

Id2、HES1、HEN2、LMO3 の分子間相互作用を

検討する。 

（５）神経芽腫の組織より抽出された RNA か

ら作られた cDNA を用いて、神経芽腫の組織

における各遺伝子の発現量を Real-Time PCR

法により比較し、その関係を検討する。 

（６）In vitroの結果を in vivoで検証する

ために、神経堤細胞、末梢神経系、副腎髄質

細胞で LMO3、HEN2、N-myc を高発現させたマ

ウスを使用し、交感神経節細胞や副腎髄質細

胞の分化、増殖への効果を検討する。そのた

めのプラスミドの構築を行なう。 

① Wnt1 promoter/enhancer による神経堤細

胞での発現  

② Tyrosine hydroxylase (TH) promoter に

よる交感神経節細胞や副腎髄質細胞での発

現 

（７）構築されたプラスミドを用いて、各遺

伝子の受精卵へのインジェクションと解析、

さらにトランスジェニックマウスの作製と

解析を行なう。 

①胎仔での解析 

Wnt1 promoter/enhancer や TH promoter の下

流に Myc-LMO3 や FLAG-HEN2 を組み込んだ発

現ベクターをマウス受精卵にインジェクシ

ョンし、マウス胎仔の神経堤細胞や交感神経

節細胞、副腎髄質細胞で LMO3 や HEN2 を単独

あるいは同時に発現させる。胎生期で経時的

に神経堤細胞、交感神経節、副腎髄質につい

て細胞数の増加、神経堤細胞や神経分化のマ

ーカーの発現量を検討する。マイクロインジ

ェクションによる目的遺伝子の発現が出来

なかった場合はトランスジェニックマウス

を作製し解析をおこなう。 

②トランスジェニックマウスでの解析 

Wnt1 promoter/enhancer の下流に Myc-LMO3

や FLAG-HEN2を組み込んだトランスジェニッ

クマウスを作製する。観察は、胎仔での解析

と同様な点について行なう。 

TH promoter の下流に LMO3 や HEN2を組み込

んだトランスジェニックマウスを作製する。

さらに TH promoter の下流に N-myc組み込ん

だマウスと LMO3 や HEN2 のトランスジェニッ

クマウスと交配して末梢神経や副腎の変化

を胎仔や個体で観察する。 

③神経細胞の初代培養系で解析を行なう。 

トランスジェニックマウスから調整した末

梢神経細胞の初代培養を行ない、遺伝子や蛋

白質の変化について免疫染色法、RT－PCR 法、

Real -Time PCR 法やウエスタンブロッティン

グ法で解析する。 
 
４．研究成果 

神経芽腫は、神経堤細胞の発生・分化の過程

における異常により生じる腫瘍である。神経

芽腫の組織から同定された遺伝子 LMO3 と

HEN2 の機能について研究を進め、神経芽腫発

生への両遺伝子の関与を示した。 

（１）Mash1 を継続的に高発現している株を
神経芽腫細胞SH-SY5Y でレトロウイルスを用
いて樹立し、Mash1 の継続的な発現が神経芽
腫における細胞増殖を促進していることを
確認した。 
（２）LMO3 の si-RNA を作製して、LMO3 およ
び Mash1 を発現している SH-SY5Y に導入し、
細胞増殖に対する効果を調べた。更に Mash1
プロモーターを使った Reporter Assay と、
半定量 RT-PCR 法により LMO3 の Mash1転写へ
の効果を観察し、LMO3 が神経芽腫において細
胞増殖促進効果をもつと同時に Mash1の転写
を促進していることを明らかにした。 
（３）LMO3、HEN2、HES1 による Mash1転写制
御の分子機構について、Mash1 プロモーター
を使った Reporter Assay と ChIP Assay によ
り検討した。 
 ① HES1 による Mash1 転写抑制効果を
HEN2 が阻害した。この HEN2 の HES1 阻害効果
を LMO3 が促進することにより Mash1 の転写
増加が起こることが示唆された。 
 ② Mash1プロモーターのHES1結合配列に
HEN2 が結合して HES1 の結合を阻害した。こ
のとき LMO3 は HES1 の結合を抑制し、HEN2 の
結合を促進した。 
（４）HEN2 と LMO3 が HES1 と複合体を形成し
て、その効果を制御していることを免疫沈降
法で示した。 
（５）Mash1の転写は N-myc によって促進さ
れるが、LMO3 と HEN2 はその N-myc の効果を
阻害して Mash1の一過性の高い発現を抑制す
ることが Reporter Assay によって示された。 

（６）LMO3 と HEN2 は、N-myc の

negative-autoregulation を抑制すること

により、N-mycの転写を維持することが

RT-PCR 法で示された。 

（７）免疫沈降法により調べたところ、LMO3

と HEN2 は N-myc と複合体を形成した。 

（８）N-mycのnegative-autoregulationは、

histone deacetylase2 (HDAC2) を介してお



こることが報告されている。LMO3 と HEN2 は

N-myc と HDAC2 の結合に影響を及ぼして

negative-autoregulation を抑制すること

が免疫沈降法で示唆された。 

従って、LMO3 と HEN2 は、神経幹細胞の維持

に必要な HES1 や N-myc の効果を阻害するこ

とにより Mash1の継続的な発現を誘導し、そ

の結果未成熟な神経発生が起こることが示

唆された。 

（９）神経芽腫の組織より抽出された RNA か

ら作られた cDNA を用いて、神経芽腫の組織

における 各遺伝子の発現量をReal-Time PCR

法により比較しその関係を検討した。LMO3と

Mash1は、同一の予後不良な神経芽腫のサン

プル郡において高発現を示し、予後不良な神

経芽腫発生における両遺伝子の高い相関性

が示された。 

（１０）In vitroの実験系で明らかになって

きた結果を in vivoで確認、検討するために、

神経芽腫の発生母地である神経堤細胞や、神

経芽腫が高頻度に発生する交感神経節細胞、

副腎髄質細胞において、LMO3、HEN2 の各遺伝

子を高発現させたトランスジェニックマウ

スを作製した。 

 ① 神経堤細胞に発現している Wnt1の 

promoter/enhancer を用いたトランスジェニ

ックマウスでは神経系や分離培養した神経

堤細胞において異常が観察された。 

 ② 交感神経節細胞、副腎髄質細胞に発現

している tyrosine hydroxylase の promoter

を用いたトランスジェニックマウスでも異

常な個体が生まれた。 

今後、これらのマウスについて各遺伝子の発
現と形質の関連性について詳細な解析を行
い、個体における神経芽腫発生のメカニズム
を検討する。                  
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