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研究成果の概要（和文）：予後良好な神経芽腫では、しばしば臨床経過中に腫瘍の分化や細胞死

が起こり自然退縮という現象が観察されます。同様の現象は正常の神経発生の過程においても

起っています。神経成長因子(NGF)の相対的に欠乏によると知られていますが、その制御機構の

詳細は不明です。本研究では、NGF の除去に応じて、依存性受容体 UNC5D の細胞内部分がアポ

トーシス機構の重要な因子であるカスパーゼ２/３による切断後に細胞核内に移行し、細胞死を

誘導することを明らかにしました。本研究の成果は予後不良な神経芽腫の治療法の開発に新た

な切り口を提供すると期待されます。 
 
研究成果の概要（英文）：Nerve growth factor (NGF) dependency is responsible for developmentally 

programmed cell death (PCD) of normal peripheral neurons as well as spontaneous regression of 

neuroblastoma (NB), a childhood solid tumor arising from sympathoadrenal lineage. However the 

molecular mechanism remains elusive. In this study, we found that the dependence receptor UNC5D 

was involved in NGF deprivation-induced cell death in neuroblastoma through the nuclear translocation 

of its intracellular fragment released by caspase 2/3. Our findings indicate that UNC5D may play a 

critical role in accelerating cell death during regression of neuroblastoma, which could be a tool to 

develop new therapeutic strategies against high-risk tumors. 
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１．研究開始当初の背景 従来の受容体の認識と異なり、依存性受容体
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はリガンド存在下で細胞の成長、分化および

移動を促進するポジテイブな情報伝達経路

を活性化するが、非存在下では細胞死を誘導

するという二面性をもつことが知られてい

る。近年、代表的な依存性受容体である DCC

および UNC5 ファミリーは存在する遺伝子座

の LOHおよび発現低下がさまざまな腫瘍に検

出され、がん抑制遺伝子として働く可能性が

示唆された。最近、我々は当研究室で独自に

作成した神経芽腫 cDNA ライブラリーから、

神経系組織に高発現する UNCファミリーに属

する新規遺伝子として UNC5D を同定した。さ

らに、細胞株を用いた実験において UNC5Dは、

がん抑制蛋白質 p53との相互作用を介してア

ポトーシスを誘導することが明らかになっ

た (Biochem Biophys Res Commun. 

370(4):594-8, 2008）。また、これまでの神

経芽腫 100 例における発現解析の結果から、

UNC5D の高発現は神経芽腫の良好な予後と有

意に相関することが判明しており、これらの

研究結果から UNC5Dが神経芽腫の自然退縮や

正常の神経発生過程におけるアポトーシス

に密接に関連している可能性が推察された。 

一方、UNC5D を含むこれまでに同定されて

いる多くの依存性受容体の細胞内アミノ酸

配列には、カスパーゼ３の認識サイトが存在

している。 そのため、カスパーゼ３による

細胞内ドメインの切断は、依存性受容体が引

き起こすアポトーシス誘導に共通の機構で

あ る こ と が 推 測 さ れ る (Physiol Rev. 

84(2):411-30, 2004)。しかしながら、その

制御機構の詳細は不明である。 

これらの研究背景から、申請者は UNC5D の

細胞内ドメインがカスパーゼの切断後に細

胞核内に移行して細胞死を誘導する仮説に

立て、この仮説を検証することにした。 

 
２．研究の目的 

本研究では、神経芽腫細胞死における

UNC5D の役割を解明することを目的に、神経

成長因子(NGF)の欠乏による細胞死への

UNC5D の関与およびその制御機構について検

討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）UNC5D がカスパーゼによって切断され

るかどうかを検討するため、UNC5D の推測さ

れたカスパーゼの認識サイトに変異を含ん

だ変異体発現ベクターを作製した。それと野

生型発現ベクターを用いてそれぞれ試験管

内で UNC5D タンパク質を合成し、インビトル

カスパーゼクリベージアッセイを行った。 

（２）切断された UNC5D の細胞内ドメインの

細胞内局在を細胞分画法おとび免疫染色法

を用いて観察した。さらに、TUNNEL 法、FACS

法およびウェスタン法を用いたアポトーシ

ス解析により、UNC5D 細胞内ドメインがアポ

トーシス誘導能を有するかどうかを検討し

た。 

（３）細胞死における UNC5D の生理的な役割

を調べるため、野性型及び UNC5D のノックア

ウトマウス由来の MEF 細胞を用いて、DNA 損

傷応答における反応性を MTTアッセイおよび

ウェスタン法によって検討した。 

（４）カスパーゼによる放出された UNC5D の

細胞内ドメイン UnICDが転写制御能を持つか

どうかを検討するため、UｎICD を酵母転写活

性化因子 GAL4 の DNA 結合ドメインと融合さ

せ、GAL4-UｎICD 融合タンパク質を発現する

ベクターを作出し、ルシフェラーゼリポータ

ーアッセイを行った。 

４．研究成果 

（１）UNC5D は細胞死誘導能を持つことを見

出した。 

（２）NGF の除去、DNA 損傷及び TNFα等様々

な処理に応じて細胞死を引き起こした場合



 

 

に、UNC5D が誘導され、切断されたことを見

出した。 

（３）UNC5D はカスパーゼ２と３のターゲッ

トであることを見出した。その切断部位が

D416 であることを同定した。 

（４）カスパーゼによる放出された UNC5D の

細胞内ドメインが細胞質から核内に移行す

ることを見出した。 

（５）細胞核内に入っていた UnICD が転写制

御能を持ち、転写因子Ｅ２Ｆ１と結合するこ

とで、その細胞死に関与するターゲット遺伝

子の転写を促進することを見出した。 

（６）以上の結果から、UNC5D の細胞死誘導

能が活性化したカスパーゼによる切断後に

核内に入っていた細胞内ドメインを介して

発揮すること考えられる。 

 本研究は、初めて神経芽腫細胞死における

依存性受容体 UNC5D の関与を明らかにした。 
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