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研究成果の概要（和文）：神経芽腫において同定された新規のALK結合リン酸化蛋白質Flotillin-1（FLOT1）は、ALKと
選択的に結合しエンドサイトーシスを介してALK蛋白質の分解に関わることを示した。また、神経芽腫で見られる変異
型ALKとFLOT1との結合能が野生型に比べ著明に減少しているのが確認された。一方で神経芽腫でFLIOT1の発現を抑制す
ると、細胞運動能、足場非依存性増殖、造腫瘍能などが増加するという結果も得られた。以上のことからFLOT1の発現
低下やFLOT1との結合能が低いALK変異によりALK蛋白質の安定性が増すことが神経芽腫のがん化シグナルの増強に関わ
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of anaplastic lymphoma kinase (ALK) in oncogenesis of neurob
lastoma, phosphotyrosine-containing proteins associated with ALK were investigated. Flotillin-1 (FLOT1), a
 plasma membrane protein involved in endocytosis, was identified as a binding partner of ALK. Knockdown of
 FLOT1 in neuroblastoma cells caused dissociation of ALK from endosomes along with membrane accumulation o
f ALK, which resulted in activation of ALK and downstream signals. Suppression of FLOT1 expression also en
hanced oncogenic properties of neuroblastoma cells both in vitro and in vivo.  On the other hand, oncogeni
c ALK mutants showed less binding affinity to FLOT1. Lower expression levels of FLOT1 were observed in hig
hly malignant subgroups of human neuroblastoma tissues. Taken together, it was suggested that decreased le
vels of FLOT1 or defects in binding affinity between ALK mutants and FLOT1 may cause malignant phenotypes 
of neuroblastoma through the activation of ALK signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経芽腫は小児期に最も高頻度に見られ
る悪性固形腫瘍の一つであるが、自然消褪傾
向を有する一部の早期症例を除き、全体の約
３分の２は 3,4 期の進行例であり、長期生存
率は未だ約３０％に過ぎない。急務である有
効な治療法の開発が進んでいない理由の一
つとして、治療標的として他の固形腫瘍に見
られるような腫瘍化に関わる活性型の遺伝
子変異が見つからないことにあった。代表研
究者は一群の神経芽腫の細胞株でチロシン
リン酸化が異常に亢進した蛋白質に気づき、
精製により同定したところ Anaplastic 
Lymphoma Kinase (ALK)という受容体型チロ
シンキナーゼであった。その後 ALK は、神経
芽腫の一部で点突然変異による活性化が見
つかり、染色体転座による ALK の活性化が見
つかっている悪性リンパ腫や肺がんの一部
と合わせて、これらの腫瘍の発生に直接関わ
る分子であることが近年示唆されている。し
かしALKが特定の腫瘍を引き起こすメカニズ
ムは解明されていない。これまで主にリンパ
腫の NPM-ALK 融合蛋白質の機能解析から、
ERK1/2、AKT、STAT3 などの分子が下流のシグ
ナル分子として提唱されており、また ALK の
活性化した神経芽腫でもこれらの経路の活
性化は確認されている。ただ ERK1/2、AKT に
関してはEGF受容体など多くの増殖因子受容
体の共通の下流分子であることが知られて
いるので、ALK 特有の腫瘍制御メカニズムを
説明できるものではない。肺がんやリンパ腫
と違って、神経芽腫では ALK は融合蛋白質を
作ることなく活性型変異や過剰発現で活性
化しており、全長の ALK を持つ神経芽腫にお
いては、全く違った機序で ALK が腫瘍の特性
に関わる可能性があるが、ALK についてはリ
ガンドや生理的な役割を含めほぼ全く分か
っていない状況であった。 
２．研究の目的 
 本研究の目的はチロシンキナーゼとして
神経芽腫の発生に深く関わっているALKの特
異的な役割を明らかにすることである。その
ために、活性型 ALK がキナーゼとしてリン酸
化する基質群の解析に焦点をあわせる。ALK
特有の腫瘍制御メカニズムの解明には、ALK
がチロシンリン酸化する基質分子の包括的
な理解が欠かせないと考える。現在までの国
内外の研究では一般的な下流分子 ERK や AKT
が ALKのシグナルも伝えると仮定して論じて
いるが、これでは ALK 活性化の臓器特異性や
それに伴う特有の病態を説明出来ていない。
本研究では、神経芽腫で活性化した ALK チロ
シンキナーゼがリン酸化する基質群を実際
に同定し、その腫瘍特性との関わりを解析す
ることにより、ALK チロシンキナーゼが伝え
る特別ながん化シグナルの本態を明らかに
することをその目的とする。膜上で活性化し
た神経芽腫の ALK は、既に報告した ShcC の
ような他のシステムとは全く異なった蛋白
質群をリン酸化して独自のシグナルを伝え、

神経芽腫の病態を引き起こしていると考え
ることができる。このようなシグナルの理解
は、小児期の発症や自然退縮など神経芽腫の
特徴となる性質を理解することにもつなが
る。 
３．研究の方法 
野生型および活性型のALKを導入した神経芽
腫細胞TNB-1を用いてチロシンリン酸化蛋白
質群を解析し、ALK によってリン酸化の変化
した蛋白質とALKと結合する蛋白質群を網羅
的に解析する。また抗リン酸化チロシン抗体
4G10 抗体カラムを用いて生成を行い、質量
分析で順次同定を行う。同定された分子につ
いてはALKのノックダウンや阻害剤でリン酸
化が下がるか、ALK と結合能を有するか、の
2 点を確認して、ALK の結合分子あるいは基
質として絞り込む。同定された ALK 関連チロ
シンリン酸化蛋白質について RNAi 法によっ
てノックダウンした時の神経芽腫の増殖能、
コロニー形成能、転移能などを解析し ALK の
oncogenic なシグナルを媒介する分子を選別
する。ALK との結合を阻害するペプチドなど
シグナルを阻害する分子を用いて治療モデ
ルを作り、リン酸化抗体を作成し神経芽腫組
織におけるリン酸化の意味を解析する。 
４．研究成果 
神経芽腫細胞 TNB-1 にタグ付きの ALK全長を
発現し、タグの抗体および抗リン酸化チロシ
ン抗体4G10の2段階のカラム精製によりALK
と結合するチロシンリン酸化蛋白質を質量
分析により次々に同定していった。ALK に結
合するリン酸化蛋白質として同定した約３
０の蛋白質のうち IRS1、SOS1、Grb2、ZO-1
など幾つかについては、ALK との結合がリン
パ腫など他の系でも報告されており、この手
法でALK結合蛋白質が確かに同定されている
ことが示唆された。新規の ALK 結合リン酸化
蛋 白 質 の う ち Flottilin1(FLOT1) 、
PTPN11(SHP2)、SH2B1 については、特異的抗
体や siRNA を用いた解析を進めた。特に
Flotillin-1（FLOT1）はパブリックデータベ
ースの解析で、その発現量の低いことが神経
芽腫の予後不良と関わることから、特に注目
して ALK との関わりで機能解析を進めた。
FLOT1 は細胞膜上のラフトに局在し、エンド
サイトーシスに関わることが知られていた
ため、ALK 蛋白質の分解に関わる可能性を考
えた。蛍光染色で FLOT1 はラフトおよびエン
ドソームと考えられる細胞質内の顆粒にお
いて ALK との共局在が認められた。神経芽腫
細胞において FLOT1 の発現を RNAi で抑制す
ると膜上のALK蛋白質の量が著明に増加する
ことから、FLOT1 は ALK と選択的に結合しエ
ンドサイトーシスを介してALK蛋白質の分解
に関わることが示された。また、神経芽腫で
見られるF1174Lなど幾つかの変異に関して、
変異型 ALKと FLOT1 との結合能が野生型に比
べ著明に減少しているのが確認された。一方
で神経芽腫で FLIOT1 の発現をノックダウン
により抑制すると、細胞運動能、足場非依存



性増殖、ヌードマウスにおける造腫瘍能など
が増加するという結果も得られた。以上のこ
とから FLOT1 の発現低下や FLOT1 との結合能
が低い ALK変異により ALK蛋白質の安定性が
増すことが神経芽腫のがん化シグナルの増
強に関わる可能性が示唆された。この結果は、
ALK 蛋白質の発現量が遺伝子変異の有無にか
かわらず神経芽腫の予後不良に関わるとい
う解析結果とも整合性が有り、今後 FLOT1 低
値の神経芽腫においてALK阻害剤が治療に有
効であるかを検証する必要がある。 
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http://www.ncc.go.jp/jp/nccri/divisions

/07grow/index.html 
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