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研究成果の概要（和文）：神経芽腫初代培養スフェア細胞において、Tumor sphere特異的に発現増加し、高発現が不良
な予後と相関する分子をスクリーニングし、co-receptor CXX1と転写因子HXX1を同定した。このCXX1の発現を抑制する
shRNAを神経芽腫スフェアで発現させたところ、CXX1の発現抑制とスフェア形成の抑制が示された。
神経芽腫のがん幹細胞性制御分子CD133の機能解析を行った。CD133 C末端に結合する脱リン酸化酵素として受容体型チ
ロシン脱リン酸化酵素K (PTPRK)をYeast-2-hybrid法で同定し、AKT活性化への影響を明らかにした（ONCOGENE, 2015）
。

研究成果の概要（英文）：We performed screening of molecules which specifically expressed in neuroblastoma 
sphere and its high expression related to poor prognosis of neuroblastoma patients. Finally, we 
identified two interesting candidates by the wet/dry experiments; the candidate molecules were 
co-receptor molecule CXX1 and transcription factor HXX1. Knockdown of co-receptor molecule CXX1 in 
sphere-forming neuroblastoma cells successfully inhibited sphere formation.
Further, using yeast two-hybrid screening, we identified receptor-type protein tyrosine phosphatase K 
(PTPRK) as a binding partner of CD133, a cancer stemness-related molecule. Silencing of PTPRK elevated 
the tyrosine phosphorylation of CD133, while forced expression of PTPRK reduced its phosphorylation level 
markedly and abrogated CD133-mediated AKT phosphorylation. The tyrosine phosphorylation of CD133, which 
is dephosphorylated by PTPRK, regulates AKT signaling and plays a critical role in tumorigenesis 
(ONCOGENE, 2015).

研究分野：小児科学、腫瘍細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経芽腫進行例は予後不良であり、特に転移
例は再発が高率に起きる。このことから再
発・難治化神経芽腫に対する新規治療の開発
にがん幹細胞の同定と研究は重要と考えら
れる。しかしながら神経芽腫では表面マーカ
ーによるがん幹細胞同定は未報告である。近
年、Tumor sphere 形成細胞が非常に高率に
腫瘍を形成する tumor initiating cellという
報告が成された（Hansfold et al., Cancer 
Res, 1997）。この報告では骨髄転移 NB細胞
から高率に TICを取得しており、これは骨髄
転移NB細胞が高い造腫瘍能を示すがん幹細
胞類似の性質を示す可能性を示唆している。
この報告のほかに、高い造腫瘍能を示す
I-type (intermediate type)細胞の存在が神経
芽腫では報告されており、この I-type細胞で
は CD133の発現増加が認められた（Walton 
JD et al., Neoplasia. 2004）。CD133発現は
脳転移 NB細胞では増加を示し、この転移細
胞も Tumor sphereを形成し、やはり NB難
治化にかかわる可能性が示唆されている
（2010ANR presentation）。CD133 が神経
芽腫のがん幹細胞性にかかわることを支持
するデータと考えられる。 
現時点で Tumor sphere形成が神経芽腫の造
腫瘍能を高率に促進するものであり、この
Tumor sphere 形成による神経芽腫がん幹細
胞性の分子機構解明が、難治性神経芽腫に対
する新規治療法の解明に結びつく可能性が
示唆される。我々は従来から神経芽腫難治化
のメカニズムとして、がん幹細胞の存在が重
要であると認識し、がん幹細胞性を制御する
分子の機能解析を行い興味深い結果を得て
おり、これらをこれまで報告してきた。 
まず我々は世界に先駆けてがん幹細胞マー
カーCD133 の機能解析を行い、１．CD133
が神経芽腫の分化を抑制する機能を持って
いること、２．この分子機構として、CD133
下流の PI3K/AKT 経路、および p38MAPK
経路が重要であり、さらにこの下流に神経芽
腫分化を促進する分子 RET があり、CD133
によって RET 転写が抑制されること、３．
Sphere形成によって転写レベルでCD133発
現が増加し、さらに CD133が Sphere細胞の
生存を維持し、神経芽腫細胞の Tumor 
sphere 形成を促進することを見出した
（Takenobu H et al., ONCOGENE, 2011）。
現在、Tumor sphere特異的な CD133発現制
御機構の解析を行っており、Tumor sphere
における CD133 の発現に重要なプロモータ
ーの同定（CD133 には 5 種のプロモーター
が報告されている．Shmelkov SV et al., 
Blood, 2004）を行い、さらにこのプロモータ
ー部位に結合して CD133 転写を増加させる
転写因子 CXXX1を見出した（未発表データ）。
この転写因子 CXXX1 を標的分子として、
CD133 転写を特異的に抑制する低分子化合
物の同定を行い、がん幹細胞特異的療法の開
発へ発展させるべく研究を継続している。 

さらに我々はこの神経芽腫におけるがん幹
細胞性調節因子の研究を行い、いくつかの興
味深い事項を見出した。ポリコーム蛋白
BMI1 は幹細胞性を制御し、発がんを促進す
る分子として知られている（Nature Rev 
Cancer, 2006, 6: 846;Nature Rev Cancer, 
2009, 9: 773）。神経芽腫における BMI1の役
割・制御は未解明であったので、これを解析
した。BMI1 は MYCN で転写誘導されるこ
とが、細胞レベル及び個体レベル、さらに神
経芽腫組織で確認された。このエフェクター
が ARF/p16 ではなく、神経芽腫で重要なが
ん抑制遺伝子KIF1BbetaおよびTSLC1であ
ることを網羅的解析で見出し、RT-PCR と
ChIP アッセイでこれを証明した。これによ
って神経芽腫では、MYCN がポリコーム
BMI1 を転写誘導し、BMI1 によるがん抑制
遺伝子の抑制によって発がんを制御してい
る こ と を 見 出 し た (Ochiai H et al., 
ONCOGENE, 2010)。現在、BMI1の神経芽
腫がん幹細胞性に与える影響、さらに近年注
目されている細胞死に与える影響を検討し
ている。 
以上の様に我々は神経芽腫のがん幹細胞性
についての研究を従来から行い、手法を確立
し、重要な報告を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
 

 
難治性神経芽腫の難治化のメカニズムには、
神経芽腫再発が腫瘍のマクロスコピックレ
ベルの消失後に起きることからも、がん幹細
胞の存在が関与することは明らかである。こ
の難治性神経芽腫に対する有効な治療法を
見出すためには、がん幹細胞特異的療法を開
発が重要な解決策の一つと考えられる。 
腫瘍スフェア：Tumor sphere 形成が神経芽
腫・脳腫瘍の造腫瘍能を高率に促進するもの
であり、この Tumor sphere形成によるがん
幹細胞性の分子機構解明が、難治性神経芽
腫・脳腫瘍に対する新規治療法の解明に結び
つく可能性が示唆される。我々は従来からが
ん難治化のメカニズムとして、がん幹細胞の
存在が重要であると認識し、がん幹細胞性を
制御する分子の機能解析を行い興味深い結
果を得ており、これらをこれまで報告してき
た（ONCOGENE 2009, 2010, 2011, Cancer 
Sci 2011）。 
そこで本研究では、神経芽腫のがん幹細胞と
考えられる Tumor sphere形成の分子機構を、
発現遺伝子の遺伝子発現量及びその発現調
節におけるエピジェネティックな調節の網
羅的解析から検討し、tumor sphere形成およ



びその幹細胞性（高い造腫瘍能、薬剤耐性な
ど）に関与する分子を治療標的分子として同
定し、がん幹細胞特異的療法の基盤を開発す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1．Sphere 形成因子の網羅的解析（平成 24～
25 年度） 
1-1．Primary NB Tumor sphere  5～10 検体
を樹立する。すでに 2 検体は樹立している。
分担研究者から原発腫瘍、骨髄転移腫瘍細胞、
脳転移腫瘍細胞を年間それぞれ 2～3 検体程
度初代培養し、Tumor sphere の樹立をさらに
行う。 
1-2．細胞株 3 種で Sphere と adherent の 2
種の培養が可能な細胞株を検討。すでに
Sphere 形成が可能な NB 細胞株を 3 種類同定
している（NBTS1, NBTS2, NBTS3）。 
1-3．標的遺伝子の網羅的解析とその分子機
構：腫瘍とその Tumor Sphere、または細胞株
での Tumor Sphere 細胞と adherent 細胞の発
現遺伝子を網羅的解析によって比較し、その
分子機構及び意義を解析する。 
1-3-1． Sphere 特異的発現遺伝子（の網羅的
解析 
・次世代 DNA シークエンス（NGS）による遺
伝子発現解析 
次世代シークエンス装置を用い mRNA の発現
解析を網羅的に行う手法である。DNA マイク
ロアレイでは見逃していた低発現量の遺伝
子転写産物の捕捉も可能となり、また，プロ
ーブに依存しない未知の遺伝子の発現解析
が可能である。3' 領域タグプロファイリン
グ（PolyA tail 近傍を解析することにより，
遺伝子の網羅的な発現解析が可能）がコント
ロールとサンプル２回を1セットとして実施
する。Sphere から RNA 抽出に際し、RNAiso
（タカラバイオ）と NucleoSpin 抽出キット
および High Pure miRNA Isolation Kit を組
み合わせて、高純度の RNA および miRNA を抽
出する。品質についてはアジレント 2100 を
用いてＲＩＮ値が8以上のサンプルを調整す
る。ライブラリーを Illumina ® TruSeq™ RNA 
Sample Preparation Kit にて作成し、2検体
混合法を用いる。Illumina 社 HiSeq2000 によ
って発現プロファイリングを解析する。シー
クエンスの結果解析は ERANGE を用いて解析
が行われ、各遺伝子の遺伝子名、遺伝子長、
遺伝子の概要、遺伝子発現情報、ゲノム上の
位置が解析される。 
・マイクロアレイによる遺伝子発現解析 
マイクロアレイによる Sphere 特異的発現遺
伝子の解析も並行して行う。マイクロアレイ
による発現解析は、定量性に優れており、解
析手法も安定しているので、付着培養神経芽
腫細胞と腫瘍スフェア形成細胞間で発現に
差がある遺伝子群を検出することを試みる。 
 
2.同定された遺伝子の Tumor sphere 形成へ
の生物学的影響を実験で確認する。(レンチ

ウイルスによる導入後に Tumor sphere アッ
セイ、造腫瘍能の in vivo assay 他) 
 
2-1･細胞レベル遺伝子機能解析 
・同定された遺伝子については、既にシーク
エンスが確認された cDNA clone を Thermo 
Scientific Open Biosystems の cDNA & ORF
クローンコレクションから購入し、レンチウ
イルスベクターpCDH-CMV-MCS-EF1-Puro にク
ローニングし、レンチウイルスを産生して
Sphere 形成が可能な NB 細胞株および
Primary NB Tumor sphere に導入する。これ
を用いて１．Tumor sphere形成アッセイ、２．
下流遺伝子群の網羅的解析を行う 。 
また同定された遺伝子が腫瘍スフェアで発
現増加する場合には、この遺伝子群を shRNA
発現レンチウイルスの系を用いてノックダ
ウンし、そのフェノタイプを検索する。
Sphere 形成が可能な NB 細胞株および
Primary NB Tumor sphere に導入し、これを
用いて１．Tumor sphere 形成アッセイ、２．
下流遺伝子群の網羅的解析を行う 。 
 
2-2．個体レベル遺伝子機能解析 
2-2-1. 網羅的スクリーニングによって、
Tumor sphere 特異的に発現増加し、臨床検体
での発現解析において高発現が不良な予後
と相関、かつ細胞レベル遺伝子機能解析で
Tumor sphere形成促進に作用する遺伝子群に
関しては、新規神経芽腫がん遺伝子候補とし
てトランスジェニックマウス作成を行う。単
独での効果が弱い場合には既存の MYCN TG マ
ウス(ヘテロ)と交配し、その腫瘍発症等に対
する併用効果を検討する。 
 
３. 細胞レベル、個体レベルでがん遺伝子、
またはがん抑制遺伝子としての機能が確認
された遺伝子については、千葉県がんセンタ
ーバイオバンク小児がんバンクに保存され
ている約 2000 検体の神経芽腫サンプルでの
遺伝子変異解析等を行い、臨床的な意義をさ
らに検討する。 
 
４．研究成果 
１．神経芽腫のがん幹細胞性制御分子の機能
解析 
 
1-1.神経芽腫では表面マーカーによるがん
幹細胞同定は未報告であるが、Tumor sphere
形成細胞が非常に高率に腫瘍を形成する
tumor initiating cell という報告がある
（Hansfold et al., Cancer Res, 1997）。こ
の腫瘍スフェア形成に関わる遺伝子群の機
能解析を我々は行っており、その中でがん幹
細胞マーカーCD133 の機能解析を行っている。 
これまでに、１．CD133 が神経芽腫の分化を
抑制する機能を持っていること、２．この分
子機構として、CD133 下流の PI3K/AKT 経路、
および p38MAPK 経路が重要であり、さらにこ
の下流に神経芽腫分化を促進する分子RETが



あり、CD133 によって RET 転写が抑制される
こと、３．Sphere 形成によって転写レベルで
CD133 発現が増加し、さらに CD133 が Sphere
細胞の生存を維持し、神経芽腫細胞の Tumor 
sphere 形成を促進することを見出した
（Takenobu H et al., ONCOGENE, 2011）。Tumor 
sphere特異的なCD133発現制御機構の解析を
行い、Tumor sphere における CD133 の発現に
重要なプロモーターの同定（CD133 には 5 種
のプロモーターが報告されている．Shmelkov 
SV et al., Blood, 2004）を行った。神経芽
腫の腫瘍スフェア形成では P1 プロモーター
からの転写が促進し、付着状態では P2 プロ
モーターからの転写がこれを維持している
ことが明らかになった。さらに詳細なルシフ
ェラーゼアッセイを行い、P1 プロモーター
1.1K のうち、0.4K が高い転写活性化能を持
つことが明らかになった。 
この P1 プロモーター0.4K に結合する転写因
子を in silico で解析し、候補分子を～10 分
子同定した。これらの転写因子のスフェア形
成での増加を半定量的 RT-PCR で検索したと
ころ、転写因子 CDX1 が、調べた 3 種の細胞
株すべてで転写増加していた。さらに CDX1
は P1 プロモーター部位に直接結合すること
が ChIP アッセイで示された。 
この転写因子 CDX1 の神経芽腫患者の予後に
対する影響を検索するため、R2 データベース
を用いて遺伝子発現と予後との相関を検討
した。カプランマイヤー解析を行い、差の検
定を log-rank 検定したところ、p<0.05 で
CDX1 高発現は神経芽腫患者の不良な予後と
相関した。 
CDX1 をレンチウイルス系を用いて神経芽腫
細胞株 SH-SY5Y に発現したところ、WST アッ
セイにおいて細胞増殖を促進し、さらに soft 
agar コロニー形成アッセイにおいて足場非
依存性増殖能を促進することが示された。ま
た、ヌードマウスにて移植腫瘍形成を示す神
経芽腫細胞株 NGP に CDX1 をレンチ初るで発
現し、移植腫瘍アッセイを行ったところ、
CDX1 は有意に移植腫瘍形成を促進した。この
CDX1 高発現 NGP 移植腫瘍では、Ki67 タンパ
クの高発現が認められ、CDX1 による移植腫瘍
形成促進のメカニズムの一つを思われた。 
CDX1 高発現はさらに神経芽腫スフェア形成
を促進することが、細胞株及び初代培養スフ
ェアで示された。 
また、CDX1 発現株での CDX1 ノックダウンは
神経芽腫スフェア形成を抑制した。この CDX1
ノックダウン細胞にCD133をレンチウイルス
で強制発現すると、抑制されたスフェア形成
が回復した。 
CDX1 が胃がんにおいて初期化因子 SALL4 と
KLF5 の転写を促進する報告があり（PNAS, 
2012）、山中4因子を含む初期化因子へのCDX1
の影響を神経芽腫で検討したところ、OCT4, 
NANOG, SALL4の転写を促進することが明らか
になった。特にOCT4のプロモーターにはCDX1
が直接結合することが ChIP アッセイで示さ

れた。OCT4 の高発現は神経芽腫患者の不良な
予後と相関する。 
以上から、転写因子 CDX1 は神経芽腫がん幹
細胞モデル腫瘍スフェアの形成促進、ヌード
マウスでの移植腫瘍形成促進に関わること
が明らかになった。この機構として、がん幹
細胞マーカーCD133 のみならず、初期化因子
OCT4, NANOG, SALL4 の転写を促進する CDX1
の機能が重要であることが示唆された
（ Takenobu H et. Al., manuscript in 
preparation）。 
この神経芽腫細胞株および初代培養スフェ
アでの実験結果をさらに確立すべく、マウス
ROSA26 部位に hCDX1 および hCD133 のノック
インマウスを作製した。このマウスを組織特
異的発現 Cre マウスと交配させ、組織特異的
CDX1発現マウスおよび組織特異的CD133発現
マウスを作成し、CD133 および CDX1 の神経芽
腫発がんに対する影響を明らかにすべく継
続している。 
 
1-2.がん幹細胞マーカー/がん幹細胞性制御
分子 CD133 の下流シグナル解析 
CD133 は神経芽腫のがん幹細胞性を制御する
分子として我々が世界に先駆けて報告して
いた（ONCOGENE 2011）。しかしその下流シグ
ナルは良く解析されておらず、これを解析し
た。 
CD133 の細胞内ドメインの 828 番目と 852 番
目のチロシン残基がリン酸化されることは
知られていたが、この脱リン酸化機構は知ら
れていなかった。そこでこれを解析したとこ
ろ、このチロシン残基の活性型変異 CD133-EE
は移植腫瘍形成を促進し、失活型変異
CD133-FF は移植腫瘍形成を抑制した。また、
活性型変異 CD133-EE は CD133 下流の AKT の
リン酸化を促進し、PI3K 阻害剤(LY294002)
によるアポトーシス誘導を抑制した。以上か
ら CD133 の細胞内ドメインの 828 番目と 852
番目のチロシンリン酸化がCD133シグナル伝
達に重要な機能を持つことが明らかになっ
た。 
このチロシンリン酸化を制御する分子をス
クリーニングするために、Yeast-2-hybrid ス
クリーニングを行った。CD133 リン酸化チロ
シンを含む細胞内ドメインを bait にして胎
児脳由来の cDNA を含むライブラリーをスク
リーニングした。最終的に 6遺伝子がスクリ
ーニングされた中に、受容体型チロシン脱リ
ン酸化酵素 K (PTPRK)が見出された。Furin
蛋白質によって細胞外ドメイン(110kDa)と
細胞内ドメイン(100kDa)に分割される膜結
合型蛋白質で、第 1ホスファターゼドメイン
は活性型、第 2ホスファターゼドメインは不
活性型である。膵臓がん【Barghorn A et al., 
Am J Pathol 2001】、ホジキンリンパ腫
【Flavell JR et al., Blood 2008】、乳がん
【Sun PH et al., J Cancer Res Clin Oncol 
2013】において PTPRK の低発現は予後不良で
あることが報告され、がん抑制遺伝子として



の機能が推定されている。 
この解析を行ったところ、蛍光免染にて
PTPRK と CD133 はがん細胞の細胞膜上で共局
在することが示された。次に免疫沈降法で
CD133 の C 末端部は PTPRK の細胞内ドメイン
と結合すること、GST 融合蛋白質と PTPRK 変
異体のGST プルダウンアッセイでもCD133の
C 末端部は PTPRK の細胞内ドメインと結合す
ることが明らかになった。 
ホスファターゼ阻害剤を用いた遺伝子導入
実験で、PTPRK が CD133 の 828 番目と 852 番
目のチロシンを脱リン酸化することが示さ
れた。これは PTPRK 過剰発現における CD133
のリン酸化実験、および PTPRK ノックダウン
におけるCD133のリン酸化実験で確認された。 
PI3K 阻害剤 LY294002 によるアポトーシス誘
導実験および活性化AKTを確認するウエスタ
ンブロットにおいて、PTPRK による CD133 の
脱リン酸化はCD133の機能を負に制御するこ
とが示された。 
がん初代培養[cancer tissue-originating 
spheroids (CTOS)]実験で、CD133 による AKT
リン酸化と下流活性化が検証された。 
以上から、1.CD133 のリン酸化は AKT/β
-catenin 経路を活性化させ、腫瘍形成を促進
さ せ る こ と 、 2.  Yeast Two-hybrid 
Screening によって新たに得られた受容体型
チロシン脱リン酸化酵素 PTPRK は、CD133 と
結合し、CD133 の C 末端部のチロシンを脱リ
ン酸化すること、さらに神経芽腫においては
MYCN 発現との逆相関が認められ、がん抑制に
作用する可能性が示された（Shimozato O et 
al., ONCOGENE 2015）。 
 
 
２．神経芽腫 Sphere 形成因子の網羅的解析
と神経芽腫 Sphere 形成因子の分子細胞生物
学的機能解析 
 
神経芽腫初代培養スフェア細胞において、
Tumor sphere 特異的に発現増加し、臨床検体
での発現解析において高発現が不良な予後
と相関する分子をまずスクリーニングした。
マイクロアレイによる発現解析と RNAseq に
よる発現解析を行った。腫瘍スフェアにおい
てマイクロアレイで 10 倍上発現増加
（log2>3.32）する遺伝子群を抽出したとこ
ろ、34 遺伝子群が抽出された。これらの遺伝
子の神経芽腫患者予後に対する影響を R2 デ
ータベースでの解析で検討した。その結果 2
つのデータセットで高発現が不良な予後と
相関する分子をスクリーニングし、特に
co-receptor CXX1 と転写因子 HXX1 に注目し
た。 
co-receptor CXX1は膜型チロシンキナーゼ受
容体ファミリー分子であり、log2X＝10.63 と
発現増加が顕著であった。半定量的 RT-PCR
と qPCR 法で、スフェア形成時の遺伝子発現
増加が確認された。カプランマイヤー法でも
p=7.5e-03 と有意に高発現が不良な予後と相

関していた。この CXX1 の発現を抑制する
shRNA 発現レンチウイルス 5 種を入手し、ス
フェア形成神経芽腫細胞で発現させたとこ
ろ、CXX1 の発現抑制と、スフェア形成の抑制
が示された。 
 
転写因子 HXX1 はがん幹細胞の微小環境制御
に関わることが推測される分子である。
log2X＝5.67 と発現増加が顕著であった。半
定量的 RT-PCR と qPCR 法で、スフェア形成時
の遺伝子発現増加が確認された。カプランマ
イヤー法でもp=6.7e-03と有意に高発現が不
良な予後と相関していた。この CXX1 の発現
を抑制する shRNA 発現レンチウイルス 5種を
入手し、スフェア形成神経芽腫細胞で発現さ
せたところ、CXX1 の発現抑制と、スフェア形
成の抑制が示された。 
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