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研究成果の概要（和文）：神経芽腫において，CD133はがん幹細胞様細胞の分化を抑制し，増殖を促進する．こ
のことから，神経堤細胞や副腎でCD133が高発現することによって，神経芽腫の発がん誘導や転移などの悪性化
を引き起こすと予想された．神経芽腫細胞株からCD133陽性細胞を分離し，神経芽腫細胞株と比較検討すると
CD133陽性細胞は高い造腫瘍能を示した．また，CD133高発現モデルマウスとしてDBH（ドーパミン脱水素酵素）
-CreマウスとCAG-lox-hCD133マウスを交配し，両アレルを有する二重ヘテロF1マウスは副腎でヒトCD133の高発
現を示した．

研究成果の概要（英文）：In neuroblastoma, CD 133 suppresses the differentiation of cancer stem 
cell-like cells and promotes proliferation. Therefore, CD133 expressed highly in neural crest cells 
and adrenal glands was expected to cause malignant transformation such as carcinogenesis and 
metastasis of neuroblastoma. When CD133 positive cells were isolated from neuroblastoma cell line 
and compared with neuroblastoma cell line, CD133 positive cells showed high tumorigenic potential. 
In addition, DBH (dopamine dehydrogenase) -Cre mouse was crossed with CAG-lox-human CD133 mouse as 
CD133 high expression model mouse, and double hetero F1 mouse having both alleles showed high 
expression of human CD133 in the adrenal gland.

研究分野： 小児腫瘍学

キーワード： 小児腫瘍学　がん幹細胞　神経芽腫
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 

近年がん幹細胞が注目され，癌の再発・転移

の起源になると考えられており，がん幹細胞

を標的とする治療の開発が求められている． 

ヒト癌幹細胞は，表面マーカーを使用し，フ

ローサイトメトリーによって分離，収集され

てきた．大腸がんや肺がんなどの様々な腫瘍

でがん幹細胞マーカーが同定されてきた． 

CD133 はがん幹細胞マーカーの一つで様々な

腫瘍に発現し，正常幹細胞にも発現を認める．

CD133 は，肝臓，肺，メラノーマからのがん

幹細胞の同定にも使用されており，これらの

CD133 を発現しているがん細胞は，自己複製

能，増殖能，腫瘍形成能のような幹細胞の特

徴を示すことがわかっている． 

神経芽腫において，CD133 はがん幹細胞様細

胞 の 分化を 抑 制し， 増 殖を促 進 す る 

(Takenobu et al, 2011, Oncogene)．このこ

とから，神経芽腫の起源である神経堤細胞お

よび副腎においてCD133が高発現することに

よって，神経芽腫の発がんが誘導される可能

性が有る．また，神経芽腫が発生する際に

CD133 が高発現することで，がん幹細胞の維

持と増殖を促進することで，転移などの悪性

化を引き起こすと予想される． 

 

２．研究の目的 

CD133陽性神経芽腫細胞の分離・同定後，そ

の機能解析およびモデルマウスによる神経

芽腫の発がん誘導を行い，神経芽腫の発が

ん・再発・転移における CD133陽性細胞の役

割を明らかにする．次の3点につき重点的に

検討した． 

（1） 神経芽腫細胞株を用いてCD133陽性 

細胞を分離した． 

（2） 分離した細胞を免疫不全マウスに移植

し造腫瘍能を検討した. 

（3） 多くの神経芽腫の発生部位である神経

節および副腎において，CD133を高発現する

モデルマウスを作成し，機能解析を行った． 

 

３．研究の方法 

（1） 神経芽腫細胞株からのCD133陽性細胞

の分離：神経芽腫細胞株はMYCN増殖株：

IMR32, CHP134，LA-N-5，MYCN 非増幅

株:SH-SY5Yを使用した．sphere culture法

で継代培養し，Hoechst排泄法にてFACSで

side population（SP）分画をソートする．

SP分画をCD133抗体で標識し，auto MACSで

CD133陽性細胞を分離する 

（2） CD133陽性細胞の生物学的特性：CD133

陽性細胞と親株細胞（IMR32，SH-SY5Y）の

sphere形成能・増殖曲線を検討した．CD133

陽性細胞を免疫不全マウス（NOD/SCID）の

皮下と尾静脈に接種し，局所における造腫

瘍能と転移形成能をそれぞれ検討した 

（3） CD133高発現モデルマウス：CD133を高

発現させるためのtransgenic (Tg) ベクタ

ーは，CAGプロモーター下にlox P配列と終

止コドンを挿入し，ヒトCD133のcDNAと連結

した，組織特異的に発現可能なものを使用

した．ベクターは，マウスES細胞でのRosa26

領域に相同組換えを行い，そのES細胞を用

いてTgマウス (CAG-lox-hCD133)を作出し

た．また，神経節および副腎において，Tg

を発現させるため，ドーパミン脱水素酵素 

(DBH) プロモーターにCreを連結したマウ

ス (DBH-Cre) を理研から入手した． 

 

４．研究成果 

（1） 神経芽腫細胞株からの CD133 陽性細胞

の分離し，CD133 陽性細胞の生物学的特性

を検討した．CD133 陽性細胞と親株細胞

（IMR32，SH-SY5Y）の sphere 形成能・増殖

曲線では各細胞群とも CD133 分画で増殖能

が有意に高い結果となった．また，免疫不

全マウスを用いた実験では CD133 陽性細胞

と親株細胞を免疫不全マウス(NOD/SCID)の

皮下と尾静脈に接種し，局所における腫瘍

増殖，肝臓・骨髄への転移形成を確認し，



神経芽腫細胞株の転移形成能に少なくとも

CD133 陽性細胞は関与することが示された． 

（2） CD133高発現モデルマウス：DBH-Creマ

ウスとCAG-lox-hCD133マウスを交配し，両

アレルを有する二重ヘテロF1マウスは，神

経節および副腎においてヒトCD133を高発

現することが期待される．作出したF1マウ

スを，生後2ヶ月の段階において解剖し，副

腎 (Adrenal gland) を回収した．副腎の外

見からは，大きさおよび構造に違いは見ら

れていない．回収した副腎での遺伝子発現

を確認するため，RT-PCRとウェスタンブロ

ットを行ったところ，ヒトCD133の高発現が

確認された．継続して同二重ヘテロF1マウ

スを飼育し，自然発症腫瘍を検出していく．

さらに，神経芽腫の原因遺伝子であるMYCN

を発現するCAG-lox-MYCNマウスとの掛け合

わせによる神経芽腫癌幹細胞モデルマウス

構築を検討したい． 
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