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研究成果の概要（和文）：神経芽腫高リスク群患者は、50%以上が再発し、未だ長期生存率は40%に満たない。細胞のダ
イナミックな変化を支える細胞内小胞輸送は、再発に関与する神経芽腫がん幹細胞の発生・分化に重要な役割を果たす
と考えられる。本研究では、細胞内小胞輸送の重要な制御分子であるDENNドメイン蛋白質に注目し、そのメンバーが神
経芽腫の腫瘍形成・進展に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：More than half of high-risk neuroblastoma patients experience tumor relapses and 
less than 40% can expect a long-term survival. Intracellular vesicle transport seems to play an important 
role on the development of neuroblastoma cancer stem cells that are responsible for tumor relapses. In 
this study, we focused on DENN domain proteins, regulators of intracellular vesicle transport, and 
revealed that a member of DENN domain proteins is involved in the progression of neuroblastoma.

研究分野： 小児血液腫瘍学
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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、自然消

退例がある一方、高リスク群では 50%以上が

再発し、長期生存率は 40%に満たない。その

ため、高リスク群での予後改善は現在の小

児がん診療における喫緊の課題である。 

 近年、高リスク神経芽腫患者における治

療標的分子の同定を目指した全ゲノム解析

が行われ、約 1/4 の高リスク患者に治療標

的となる遺伝子変異が見出されたが、残り

3/4 の患者の治療標的分子の同定には、遺伝

子解析に代わる新たな手法が必要だと考え

られる。 

神経芽腫を含む多くのがんで自己複製能

と多分化能をもつがん幹細胞が同定され、

神経芽腫の再発は、治療後も残存したがん

幹細胞が再活性化されることで起こると考

えられるようになった。しかしながら、が

ん幹細胞の発生・分化機構は未だ明らかに

されておらず、その解明は新規治療法の開

発に繋がると期待される。 

免疫不全マウスに接種することで神経芽

腫を生み出す神経芽腫がん幹細胞は、通常

の神経芽腫細胞と異なる球状の“sphere”

と呼ばれる形態を示すことが既に知られて

おり、神経芽腫がん幹細胞の発生・分化に

は細胞形態のダイナミックな変化を支える

細胞内小胞輸送の活性制御が必須であると

予想される。 

細胞内小胞輸送の制御分子の一つである

DENN ドメイン蛋白質(DENN/RabGEFs)は、Rab

ファミリー低分子量G蛋白質(Rab)の活性化

と共に細胞内での局在を規定する。これま

でにDENN/RabGEFsのメンバーとがんを含む

ヒト疾患との関連が報告されており、Rab

のメンバーについても、神経芽腫細胞の分

化に関与することが報告されている。 

 

２．研究の目的 

上記の背景から、本研究では神経芽腫が

ん幹細胞の発生・分化において、細胞内小

胞輸送を制御するDENN/RabGEFsが果たす役

割の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 神経芽腫がん幹細胞の発生・分化に関

わる DENN/RabGEFs のメンバーの同定 

神経芽腫培養細胞株BE(2)-C細胞を用い

て、通常の条件で培養した神経芽腫細胞と、

ニューロスフェアに準じた条件で培養し

単離した、神経芽腫がん幹細胞の形成する

スフェアから RNA を抽出し、Real-time 

RT-PCR 法を用いて、DENN/Rab GEFs の全て

のメンバーの発現解析を行う。 

(2) 見出された DENN/RabGEFs のメンバー

が、神経芽腫の腫瘍形成能に与える影響に

ついての検討 

上記(1)で見出されたDENN/RabGEFsのメ

ンバーについて、過剰発現細胞・発現抑制

細胞を用いて、コロニー形成能、免疫不全

マウスにおける腫瘍形成能の解析を進め

る。 

(3) 見出された DENN/RabGEFs に活性化さ

れる Rab メンバーの同定 

DENN/RabGEFs のメンバーは、各々Rab の

メンバーを特異的に活性化すると考えら

れるので、見出された DENN/RabGEFs に活

性化される Rab のメンバーを同定する。 

 

４．研究成果 

(1) 神経芽腫がん幹細胞の発生・分化に関

わる DENN/RabGEFs のメンバーの同定 

通常の神経芽腫細胞と、ニューロスフェ

アに準じた条件で培養し単離したスフェ

アにおける DENN/RabGEFs の発現解析を行

った結果、著しく発現量の変化するメンバ

ーとして、DENND2A を見出した。 

また、DENND2A を、shRNA を用いて発現

を抑制した神経芽腫細胞と、発現プラスミ



ドを用いて過剰発現した神経芽腫細胞を

樹立し、スフェア形成能を解析したところ、

過剰発現した細胞ではスフェアの数が減

少し、発現を抑制した細胞ではスフェアの

数が増加した。 

これらの成果により、神経芽腫において、

DENND2A が神経芽腫がん幹細胞の発生・分

化に関わっていることが示唆された。 

 (2) DENND2A が神経芽腫の腫瘍形成能に与

える影響についての検討 

  次に、DENND2A が神経芽腫の腫瘍形成能

に与える影響について検討した。DENND2A

の過剰発現細胞と発現抑制細胞を樹立し、

寒天培地におけるコロニー形成能及び免

疫不全マウスにおける腫瘍形成能を解析

したところ、DENND2A の過剰発現細胞では

コロニー形成能、免疫不全マウスにおける

腫瘍形成能とも低下した。一方、DENND2A

の発現抑制細胞では、コロニー形成能、免

疫不全マウスにおける腫瘍形成能とも亢

進した。このことから、DENND2A は神経芽

腫の進展において抑制的に働くことが考

えられた。 

(3) DENND2A に活性化される Rab のメンバ

ーの同定 

 DENND2A が活性化する Rab のメンバーと

して、Rab9A と Rab9B が既に報告されてい

るので、神経芽腫における Rab9 の発現と

神経芽腫の進展との関連を解析した。

DENN/RabGEFs と同様に通常の神経芽腫細

胞と、スフェアにおける Rab9A, Rab9B の

発現を Real-time RT-PCR 法で解析した結

果、Rab9B が通常の神経芽腫細胞とスフェ

アにおいて発現の著しく異なるRabのメン

バーとして同定された。 

 

 次にRab9Bの発現が神経芽腫の腫瘍形成

に与える影響について検討した。Rab9B の

過剰発現細胞・発現抑制細胞を樹立し、そ

の各々について、ニューロスフェアに準じ

た条件で培養した場合のスフェア形成能、

寒天培地におけるコロニー形成能及び免

疫抑制マウスにおける腫瘍形成能を解析

した。Rab9B の過剰発現細胞では、スフェ

ア形成能・コロニー形成能・腫瘍形成能と

も低下したのに対して、Rab9B の発現抑制

細胞においては、スフェア形成能・コロニ

ー形成能・腫瘍形成能とも亢進した。 

 これらの結果から、Rab9B は神経芽腫の

進展に抑制的に働くことが示された。 

(4) 神経芽腫患者の予後と DENND2A, Rab9B

の発現の関係についての検討 

実際の患者における DENND2A,の発現と、患

者予後について、神経芽腫データベースであ

るR2 (http://r2.amc.nl)を用いて検討した。

DENND2A を高発現していた患者群は発現の低

い群に比べて有意に予後が良く、DENND2A の

発現が神経芽腫に対して抑制的に働くこと

を支持する結果であった。 

以上の結果から、本研究では難治性小児が

んである神経芽腫において、細胞内小胞輸送

に関わる重要な分子である DENND2A と、それ

により活性化される Rab9B が、神経芽腫の進

展に関与していることを明らかにした。今回

の研究成果は、神経芽腫における新たな治療

のアプローチの端緒となる可能性がある。 
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