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研究成果の概要（和文）：上皮-間葉移行(EMT)は上皮細胞が上皮の性質を失い間葉細胞に変化す

る現象で、近年、癌の浸潤・転移機構に大きく関与していることが明らかになってきた。我々

は小児固形腫瘍の代表である神経芽腫における EMT関連遺伝子の発現レベルを調べ、腫瘍の進

展と EMT との関係を明らかにすることを目的として研究を行った。結果、KRT19 の低発現は神

経芽腫の浸潤・転移と関連があり、さらには予後良好な限局した腫瘍（stage1, 2）における転

移機構にも関与している可能性が示された。ERBB3 の低発現もまた、神経芽腫の進展に関与し

ていることが示唆された。このように EMT関連遺伝子の発現は神経芽腫の新しい予後予測因子

になる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The epithelial to mesenchymal transition (EMT) is an important 
mechanism for both the initiation of tumor invasion and subsequent metastasis.  We 
investigated the role of EMT in the progression of Neuroblastoma (NB). Downregulation 
of KRT19 was highly associated with tumor progression in NB as well as metastasis in 
localized primary NB.  Low expression of ERBB3 was also associated with progression of 
NB. Expression levels of EMT-related genes might become new promising prognostic markers 
for neuroblastoma.   
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１．研究開始当初の背景 
上皮間葉移行（ Epithelial-Mesenchymal 

Transition (EMT)）は細胞同士が接着し一定
の極性を持って配列している上皮細胞が、細
胞接着性から解放され運動性を獲得した間

葉細胞に移行する現象であり、個体の発生の
際にしばしば見られる現象である。ところが
最近になって、この EMTが様々な癌の浸潤・
転移機構に大きく関与していることが明ら
かになってきた。すなわち、原発巣において
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上皮の性質を保持して互いに接着して腫瘤
を形成していた癌は、EMT によって細胞同士
の接着性を失い間葉系の性質を獲得して運
動能を獲得することによって原発巣から離
れることで、浸潤・転移していく。そして転
移巣にたどり着いたのちには今度は EMTと逆
の形質転換（MET）によってふたたび接着性
を獲得して腫瘤を形成し転移巣となる、とい
う仮説である。一方で小児固形腫瘍は発症時
に既に浸潤・転移を伴うことが多く、このこ
とが予後不良の大きな要因になっている。 
 

２．研究の目的 
本研究は浸潤や転移を起こしやすい小児固

形腫瘍においてこの EMTがどのように関与し
ているか研究し、小児固形腫瘍における浸
潤・転移のメカニズムを解明し、将来的に浸
潤・転移を抑制する新たな治療法の開発を目
指すことを目的とした。今回は、特に転移・
浸潤を起こしやすいことで知られる神経芽
腫を用いて小児固形腫瘍の浸潤における EMT
の関与について検討することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) 小児固形腫瘍の代表である神経芽腫の

臨床検体からＲＮＡを抽出し、11検体を
用いて 84の EMTマーカーの発現につい
ＲＴ－ＰＣＲアレイキットを用いて定
量的にスクリーニングを行った。 

(2) そこで次に神経芽腫 96症例についてス
クリーニングで有意差の見られた EMT関
連遺伝子の発現量をリアルタイム
RT-PCR法を用いて比較し、high stage
（stage 3, 4）と low stage(stage 1, 2)
での比較、stage 1, 2と stage 4Sにお
ける比較、MYCN 遺伝子の増幅の有無によ
る比較を検討した。 

(3) さらには、（２）で差の見られた遺伝子
について、それぞれの遺伝子発現の高低
による生存分析を行った。 

(4) 最後に５つの細胞株を用いて Matrigel 
invasion assay を行い、神経芽腫におけ
る細胞浸潤と EMT関連遺伝子発現の関係
について検討した。 

 
４．研究成果 
(1) 11 検体を用いて行ったアレイ解析によ

るスクリーニングにおいて７つの遺伝
子（CALD1, EGFR, DSP, SNAIL2, SPARC, 
ZEB1 and ZEB2）が high stage と low 
stage の間で発現に有意な差がみられた。 
また、５つの遺伝子（KRT19, ERBB3, RGS2, 
TCF3 and TWIST1）の発現が MYCN遺伝子
の増幅の有無によって有意な差がみら
れた。 

(2) （１）で発現の差がみられた１２遺伝子
について９６検体を用いて解析した結

果、High stageと low stage の神経芽腫
の比較では、high stageで KRT19 の発現
が有意に低く、TWIST1 の発現が優位に高
いことが判明した。さらに Stage 1, 2
と stage 4S との比較でも KRT19 の発現
が stage 4S で有意に低下していること
が判明した。MYCN 遺伝子との関連では
KRT19、ERBB3 が MYCN 遺伝子増幅症例で
有意に低発現だったのに対し、TCF3、
TWIST1 は MYCN 遺伝子増幅症例で有意に
高発現であった。 

(3) Kaplan-Meier による生存分析を行った
結果、KRT19、ERBB3低発現群では有意差
を以って予後が不良であることが判明
した。 

(4) 細胞株を用いた in vitro 実験では、浸
潤率は MYCN 遺伝子増幅と必ずしも相関
するものではなかったのに対し、KRT19
および ERBB3の低発現とは明らかに相関
関係があることが判明した。 

  
このような結果から、EMT は神経芽腫の浸

潤・転移機構に関与している可能性が示唆さ
れるとともに、KRT19 や ERBB3 など EMT 関連
遺伝子の発現が MYCN 以外の新たな予後予測
因子になる可能性が示された。 
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