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研究成果の概要（和文）：本研究では、小児悪性固形腫瘍である神経芽腫のモデル、MYCNトランスジェニックマウスに
基づいてこれまでに集積した遺伝子発現等の網羅的解析結果を用いて、神経芽腫の発生に関わる因子を同定することを
目的とした。まず、初期の神経芽腫細胞において高発現する遺伝子として同定したNeuroD1について、既に神経芽腫の
原因遺伝子の一つとして知られているALKの転写を直接誘導することで、細胞増殖を促進していることを示した。また
、同じく初期の神経芽腫細胞で高発現する遺伝子H1FXを同定し、これがマウスの発生過程において未分化な神経芽細胞
で特異的に強く発現し、分化に伴って消失することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we tried to identify the genes involved in the tumorigenesis of 
neuroblastoma, one of the malignant pediatric solid tumors. Based on our comprehensive data acquired from 
MYCN transgenic (Tg) mice, we identified two genes, NeuroD1 and H1FX. Both were highly expressed in the 
early lesions of MYCN Tg mice. We showed that NeuroD1 directly induced the transcription of ALK, an 
important predisposeition gene in neuroblastoma. NeuroD1-ALK axis promotes the proliferation of 
neuroblastoma cells. On the other hand, H1FX seems to be involved in the early development of sympathetic 
neurons. H1FX was highly and specifically expressed in totally undifferentiated neuroblast in vivo, and 
disappeared after differentiation. Interestingly, the expression of H1FX in patients was closely 
correlated with that of Midkine, a growth factor involved in neuroblastoma tumorigenesis. H1FX could be a 
target of midkine signaling.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 神経芽腫は難治性の小児悪性固形腫瘍で
あり、予後不良症例に対する現在の治療効果
は十分とは言えない。神経芽腫における分子
標的治療は、GD2抗体以外に実現しておらず、
今後の治療成績向上に向けた鍵はここにあ
ると考えられる。現在まで、神経芽腫におけ
る分子治療標的の探索に当たっては、臨床の
サンプルが用いられてきた。すなわち、予後
不良群と良好群とで腫瘍組織における遺伝
子発現プロファイルを比較して、前者に特異
的に発現しているものを標的候補とするス
トラテジーである。この場合、ヒトのサンプ
ルを用いるメリットはもちろん大きいが、例
えば、再発や治療抵抗性の原因として「がん
幹細胞」の存在を考えた場合には、その割合
はがん細胞全体のうち、ごく僅かだと考えら
れることから、末期腫瘍組織である臨床サン
プルから得られる情報は少し焦点がぼやけ
たものになっている可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、神経芽腫モデルである
MYCN Tgマウスに基づいて行ってきた遺伝
子発現や染色体異常の網羅的解析結果から、
神経芽腫の発生や自然退縮に関わる新規遺
伝子を同定し、その作用機構を明らかにする
ことである。また、それらの網羅的解析に供
するサンプルを調製する段階においては、高
い腫瘍形成能を持ち、がん幹細胞様である
tumorsphereの培養を行っており、核心とな
る遺伝子を効率良く同定できることが期待
される。 
 
３．研究の方法 
 候補遺伝子のスクリーニングには、これま
でに MYCN Tg マウスに基づいた行ったいくつ
かの網羅的解析結果を用いた。網羅的解析に
は、遺伝子発現（DNA マイクロアレイ、及び
次世代シーケンサー）、染色体異常（アレイ
CGH）が含まれる。網羅的解析に供したサン
プルは、MYCN Tg マウスに発生した腫瘍を基
準とし、同種移植を繰り返して悪性度が増加
した腫瘍組織、そして、それらの腫瘍組織か
ら培養した tumorsphere である。更に、デー
タベースとして利用可能なオランダの臨床
データも候補遺伝子の絞り込みに利用した。
本報告では同定した遺伝子について、in vivo
（MYCN Tg マウス）おける発現パターン検討
や、神経芽腫細胞株におけるノックダウン・
強制発現等の in vitro 実験を行い、作用メ
カニズムを解析した。 
 
４．研究成果 
（１）NeuroD1 
 ま ず 、 元 の 腫 瘍 組 織 と 比 較 し て
tumorsphere において発現が強くなっている
遺伝子として NeuroD1 を同定した。この
NeuroD1 という遺伝子は、以前に我々は MYCN 
Tg マウスの in vivo での腫瘍化に伴って発現

が上昇する遺伝子として同定し、細胞移動に
関与することを 2011 年に報告している。今
回、新たに tumorsphere を培養することで発
現が上昇（強発現細胞の選択的培養、あるい
は培養による発現上昇）した遺伝子として浮
上した。神経芽腫細胞株において、NeuroD1
をノックダウンすると、細胞の増殖が著しく
阻害された（図 1）。また、tumorsphere にお
いてノックダウンした場合にも、やはり
tumorsphere の形成が阻害された（図 2）。こ
れらの結果から、NeuroD1 が細胞移動だけで
はなく、細胞増殖にも必要であることを示し
ている。 
 次に、NeuroD1 が細胞増殖を制御するメカ
ニズムを検討したところ、ALK 遺伝子の発現
を誘導している可能性を見出した。神経芽腫
細胞株（図 3）、あるいは tumorsphere（図 2）
において、NeuroD1 をノックダウンすると同
時に ALK の発現も減少していた。ALK は受容
体チロシンキナーゼであり、家族性神経芽腫
において活性型変異が報告されている原因
遺伝子である。更に、孤発性の症例でも高発



現、遺伝子増幅、そして高活性型変異が明ら
かになっており、神経芽腫の発生に非常に密
接に関わっているがん遺伝子である。今回、
興味深いことに ALK 遺伝子の発現が NeuroD1
と相関することを見出した。逆に、NeuroD1
を強制発現するとALKの発現が誘導されたこ
とから、NeuroD1 が ALK の発現を正に制御し
ている可能性が強く示唆された（図 4）。 
 次に、NeuroD1 の下流因子としての ALK の
寄与を検討したところ、神経芽腫細胞株にお
いてNeuroD1をノックダウンした際の増殖抑
制は、ALK を強制発現することによってキャ
ンセルされた（図 5）。すなわち、NeuroD1 に
よる細胞の増殖誘導制御においては、ALK が
重要な下流因子であることが示された。 
z そして、ALK が NeuroD1 の直接の標的遺伝
子である可能性を検証した。まず、ChIP アッ
セイを行ったところ、NeuroD1 は ALK のプロ
モーター領域に結合することが明らかにな
った（図 6）。更に、ALK のプロモーター領域
を用いたレポーターアッセイを行った結果、
3 つ認められた E-box のうち、一番上流の
E-box を変異させた際に、NeuroD1 によるレ
ポーター発現が失われた（図 7）。これらの結
果から、NeuroD1 は ALK プロモーター上の
E-box に結合して、発現を直接誘導している
可能性が示された。 
（２）H1FX 
 NeuroD1 と同じく、未分化な神経芽細胞と
tumorsphere において発現が強い遺伝子とし
て、H1FX を同定した。H1FX はヒストン 1 フ
ァミリーに属している。ヒストン 2-4 はヌク
レオソームを構成するコアヒストンであり、
ハウスキーピング遺伝子として認識されて
いる。一方でヒストン 1はリンカーヒストン
と呼ばれ、ヌクレオソーム同士をつなぐ露出

した部分の DNA に結合し、遺伝子の発現を制

御すると考えられている。実際、ヒストン 1
の発現パターンは、細胞のがん化や分化、立
つ分化に伴ってダイナミックに変化するこ
とが報告されている。そこで、この H1FX が
神経芽腫の発生に関与している可能性を検
討した。 
 まず、臨床データベースで神経芽腫患者に
おける H1FX に発現を検索したところ、興味
深いパターンがいくつか明らかとなった。
H1FX の発現は、成長因子 Midkine との間に強
い正の発現相関を示した。我々はこれまでに、
Midkine が神経芽腫の発生に寄与しているこ
とを MYCN Tg マウスを用いて報告している。
Midkine の下流で働く因子はほとんど明らか
になっていないため、H1FX は有力な Midkine
下流（標的）遺伝子と考えられる。Midkine
が予後不良因子であることは既に報告して
いるが、H1FX の高発現もやはり予後不良と有
意に相関していた。 
 次に、Midkine と H1FX との関係を検証する
ために、神経芽腫細胞株を用いて実験を行っ
た。Midkine をノックダウンすると、H1FX の
発現も減少した（図 8上）。また、Midkine の
受容体候補である Notch2 をノックダウンし
た場合も、やはり H1FX の発現が減少した（図
8 下）。これらの結果は、Midkine-Notch2 の
シグナルが H1FX の発現を誘導する可能性を
示唆している。さらに、H1FX をノックダウン
すると、神経芽腫細胞株の増殖が著しく阻害
された（図 9）。 
 最後に、in vivo における H1FX の発現を検



討した。その結果、H1FX はマウスの胎児から
新生児にかけて、未分化な神経芽細胞におい
て強く特異的に発現していることが明らか
となった。これは野生型と MYCN Tg マウスに
共通しており、未分化な神経芽細胞において
強く発現する一方、分化の傾向と共に速やか
に発現が消失していた（図 10）。MYCN Tg マ
ウスにおいては、野生型マウスでは分化が完
了している時期（2 週齢）でもまだ未分化な
神経芽細胞が異所的に残存しているが、それ
らの細胞においても H1FX は強く発現してい
た（図 10）。これら in vivo における発現パ
ターンから、H1FX の発現と神経芽細胞の未分
化状態、そして H1FX の発現消失と神経芽細
胞の分化との間には密接な関係しているこ
とが示唆される。神経芽腫細胞にとっては自
身を未分化な状態に保つことは非常に重要
であり、未分化度と悪性度は相関しているこ
とから、神経芽腫における H1FX の重要性が
浮かび上がる。未分化な神経芽腫細胞におけ
る H1FX の機能、H1FX の発現消失が神経芽細
胞分化の引き金である可能性、そして
Midkineの標的遺伝子としてのH1FXの可能性
を明らかにすることにより、神経芽腫の新た
な制御因子としての H1FX の重要性がより明
らかになると考えられる。 
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