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研究成果の概要（和文）：高リスク神経芽腫患者は、半数以上が再発を経験しており、その長期生存率は未だ40
%に達していない。高リスク神経芽腫患者の予後改善には、再発の起源と考えられる微小残存病変(MRD)を構成す
る神経芽腫がん幹細胞を標的とした新しい治療法の開発が必要である。本研究では、細胞内小胞輸送の中心的な
制御因子であるRabファミリー低分子量G蛋白質(Rab)に注目し、神経芽腫がん幹細胞の発生・分化を制御するRab
のメンバーとその標的蛋白質を同定し、それらの上流/下流シグナルの同定を試みた。

研究成果の概要（英文）：More than half of high-risk neuroblastoma patients have experienced tumor 
relapses and their overall survival rates remain less than 40%. To improve their prognosis, it is 
necessary to develop a novel therapeutic approach targeting minimal residual disease (MRD) comprised
 of chemoresistant cancer stem cells (CSCs). In the present study, we have identified a member of 
Rab family small G proteins (Rabs), which control the development of neuroblastoma CSCs, and its 
effector protein. We have then characterized their upstream/downstream signaling pathways.

研究分野： 小児腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 神経芽腫は、小児がん死亡の約 15%を占め
る代表的な小児難治性固形がんである。特に、
その半数以上が再発する高リスク群患者の
予後改善は、現在の小児がん診療における緊
急の課題である。 
 神経芽腫を含む多くのがんで、自己複製能
と多分化能を持ち、その他多くのがん細胞を
生み出すことの出来るがん幹細胞が同定さ
れた。その結果、神経芽腫の再発は、治療に
耐性を示し、臨床的に微小残存病変(MRD)と
して捉えられる神経芽腫がん幹細胞の再活
性化による、と考えられるようになった。 
 近年、高リスク群患者における治療標的分
子の同定を目指した全ゲノムシークエンス
が行なわれ、１人の神経芽腫患者あたり平均
約 20 の遺伝子変異を有することが明らかに
なった。その結果、約 1/4 の高リスク群患者
に治療標的となる遺伝子変異が見いだされ
たが、残り約 3/4 の患者における治療標的分
子の同定には、新しい手法が必要だと考えら
れている。 
 神経芽腫がん幹細胞の正確な起源は未だ
明らかになっていないが、ホルモンや神経伝
達物質の分泌を司り、接着分子/軸索ガイダ
ンス分子の移動や膜成分の再配置を制御す
る細胞内小胞輸送は、神経芽腫がん幹細胞の
発生・分化に必須の役割を果たすと予想され
る。細胞内小胞輸送の中心的な制御系である
Rab ファミリー低分子量 G蛋白質(Rab)は、特
定の膜ドメインに局在する 60 以上のメンバ
ーから構成され、細胞内小胞輸送の特異性・
選択性を制御している。各Rabのメンバーは、
GTP と結合した活性型または GDP と結合した
不活性型として存在する分子スイッチであ
り、GTP 結合型 Rab が標的蛋白質(複合体)と
特異的に結合することによって、その作用を
発揮している。Rab の活性化・不活性化は、
GDP/GTP 交換因子(Rab GEF)、GTPase 活性化
蛋白質(Rab GAP)、GDP 解離抑制因子(Rab GDI)
によって時空間的に制御されている。Rab の
活性制御の破綻は、多数のヒト疾患の原因と
なり、がんの発症・進展に関与する例も明ら
かになっている。 
 研究代表者らは、これまでに Rab GDI の神
経特異的に発現するアイソフォームを同定
し、神経芽腫患者検体における発現を報告し
てきた。また、小胞体からゴルジ体への小胞
輸送における輸送シグナルを同定し、その作
用機構を解明してきた。さらに、上皮細胞の
極性・接着の制御機構に注目して、タイトジ
ャンクションを構成する接着分子の細胞内
小胞輸送を制御する Rab13 およびその新規
標的蛋白質 JRAB を同定し、Rab によるがん
細胞の浸潤・転移の制御機構の一端を明らか
にしてきた。これらの実績に基づいて、神経
芽腫がん幹細胞の発生・分化を制御する Rab
のメンバーとその標的蛋白質を同定してき
た。 
 

 また、神経芽腫患者検体中の MRD を評価す
ることは、がん幹細胞の概念が確立する以前
から、試みられてきた。神経芽腫では、腫瘍
細胞特異的な遺伝子が同定されていないた
め、正常細胞に比して腫瘍細胞で高発現する
遺伝子をマーカーとして、MRD が検出されて
いる。単一マーカーを用いた MRD の評価法で
は、偽陰性症例が少なからず存在することが
指摘されたため、複数のマーカーを組み合せ
たより偽陰性の少ないMRDの評価法が主に用
いられている。しかし、報告するグループ毎
に、組み合わせるマーカー自体が異なってお
り、臨床的な MRD 評価法は確立されていなか
った。そこで、研究代表者らは、神経芽腫が
ん幹細胞での発現量に基づいたMRDマーカー
の再評価を行い、新しい MRD 評価法を報告し
てきた。 
 
２．研究の目的 
 神経芽腫の新しい治療法の開発を目指し
て、神経芽腫がん幹細胞の発生・分化を制御
する Rab のメンバーとその標的蛋白質を同
定し、それらの上流/下流シグナルの同定する
こと。 
 
３．研究の方法 
(1)神経芽腫患者検体の採取・収集 
 神戸大学病院、兵庫県立子ども病院および
神戸大学小児科関連病院から神経芽腫症例
を広く集める体制を構築し、患者・家族の同
意を得て生検腫瘍組織、骨髄穿刺液、末梢血、
末梢血幹細胞を収集した。 
 
(2)神経芽腫がん幹細胞の単離 
 神経芽腫細胞株は、神経系の形質を示す
N-type、基質接着性を示す S-type、両者の中
間の形質を示す I-type に分けられる。神経
芽腫がん幹細胞に最も近いと考えられる
I-type 神経芽腫細胞株 BE(2)-C 細胞、および
患者検体から樹立した神経芽腫細胞をスフ
ェアーとして培養することによって、ヌード
マウスに移植すると神経芽腫を形成する神
経芽腫がん幹細胞を単離した。 
 
(3)神経芽腫がん幹細胞の発生・分化に関わ
るRabのメンバーおよびその標的蛋白質の同
定 
 通常培養した神経芽腫細胞およびスフェ
アー培養した神経芽腫がん幹細胞からRNAを
抽出し、リアルタイム RT-PCR によって Rab
の全メンバーの発現量を定量した。Rab のメ
ンバーには、活性型(GTP 結合型)と不活性型
(GDP 結合型)が存在し、全てのメンバーに共
通の遺伝子変異を導入することでGTPおよび
GDP 結合型変異体を作製出来るので、神経芽
腫細胞と比べて神経芽腫がん幹細胞におい
て発現量の変化したRabのメンバーについて、
GTP 結合型変異体を発現した神経芽腫細胞、
GDP 結合型変異体を発現した神経芽腫細胞、
過剰発現した神経芽腫細胞、およびノックダ



ウンした神経芽腫細胞を樹立した。スフェア
ー培養した時に形成されるスフェアーの数
が、コントロールと比べて大きく変化した
Rab を、神経芽腫がん幹細胞の発生・分化に
関わるものとして同定した。 
 これまでに多数の Rab の標的蛋白質(複合
体)が同定されて、「一つの Rab が複数の標的
蛋白質(複合体)を介して働いている」ことが
明らかになっている。そこで、神経芽腫がん
幹細胞の発生・分化に関わる働きを担う標的
蛋白質(複合体)を、免疫沈降法によって単離
した。 
 GTP 結合型変異体を発現した神経芽腫細胞、
およびGDP結合型変異体を発現した神経芽腫
細胞の細胞質画分から、SDS-PAGE 上 GTP 結合
型変異体に特異的に結合するバンドを切り
出し、Mass Spectrometry を用いて Rab の標
的蛋白質(群)を同定した。 
 
(4)Rab のメンバーおよびその標的蛋白質の
機能解析 
 Rab およびその標的蛋白質を過剰発現また
はノックダウンした神経芽腫細胞を樹立し
て、スフェアー形成能、軟寒天培地コロニー
形成能、免疫不全マウスでの腫瘍形成能を解
析した。 
 
(5)Rab のメンバーおよびその標的蛋白質の
上流/下流シグナルの同定 
 上記で樹立したRabおよびその標的蛋白質
を過剰発現した神経芽腫細胞とノックダウ
ンした神経芽腫細胞における遺伝子発現を
DNA マイクロアレイによって解析し、Rab お
よびその標的蛋白質と共に発現変化する遺
伝子(群)から、リアルタイム RT-PCR によっ
て検証可能な遺伝子(群)を、上流/下流シグ
ナル分子の候補として同定した。 
 
(6)神経芽腫 MRD の評価 
 神経芽腫がん幹細胞での発現量に基づい
て MRD マーカーの再評価を行い、11 マーカー
(CHRNA3, CRMP1, DBH, DCX, DDC, GABRB3, 
GAP43, ISL1, KIF1A, PHOX2B, TH)を選択し
た。リアルタイム RT-PCR によって、骨髄お
よび末梢血検体における 11 の MRD マーカー
遺伝子発現を定量し、いずれかのマーカーが
基準値以上の発現を示すときMRD陽性と判定
した。 
 
４．研究成果 
(1) 神経芽腫がん幹細胞の発生・分化に関わ
る Rab のメンバーおよびその標的蛋白質 
 神経芽腫がん幹細胞において発現が誘導
され、スフェアー形成、コロニー形成、およ
び免疫不全マウスに移植した際の腫瘍形成
を制御するRabのメンバーおよびその標的蛋
白質として、Rab6B-MTMR5 を同定した。 
 
(2)神経芽腫患者の MRD モニタリング 
 神戸大学医学部附属病院および兵庫県立

子ども病院で診療された神経芽腫患者から
採取した骨髄および末梢血検体のMRDを評価
した。 
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