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研究成果の概要：神経芽腫（NB）の分化障害の原因として、phox2b、ASCL1 遺伝子の高発現

維持とそれによる Delta-Notch 経路の恒常的な活性化の可能性を明らかにした。また、Notch
阻害剤の神経芽腫に対する新たな分子標的療法の可能性について明らかにした。本研究を発展

させ、phox2b 高発現維持のメカニズム解明について検討を進めることにより、神経芽腫の分

化障害、自然退縮のメカニズム、新たな分化誘導療法に対するアプローチを与えることが可能

になると期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒト神経芽腫(NB)は胎生期の神経冠細

胞を母地とする腫瘍であるが、その発生

の詳細なメカニズムについてはいまだ

明らかとなっていない。また、多様な性

質を持つ細胞集団からなり、その臨床経

過も、予後良好群、自然退縮群、予後不

良群など多様な経過をとることが知ら

れている。NB の腫瘍化のメカニズムを

知ることは、いまだ予後不良な進行 NB
に対してより効果的な治療戦略の開発

に役立つものと考えられる。 
(2) 神経芽腫発生のメカニズムと正常交感

神経系の分化の過程には密接なかかわ
りがあると考えられているが、交感神経
細胞分化では、自己複製能と多分化能を
有する組織特異的な細胞集団、つまり神
経幹細胞が存在し、適切な条件下で種々
の細胞に分化することが明らかとなっ
ている。神経幹細胞は HMG-box factor 
である sox10 を発現しているが、適切な
薬剤投与下に交感神経系に分化誘導さ
せると、 sox10 の発現抑制とともに
phox2b、hASH1 が一過性の発現を示すこ
とが明らかにされた(Kim J et al. Neuron 
38: 17-31 2003)。また、家族性 NB の解
析では、生殖細胞系に phox2b に変異が
存在し、NB 発生と密接に関連している



可能性が示された (Bourdeaut F et al. 
Cancer letter 228: 51-58 2005)。さらに、
我々は、免疫組織学化学、real time PCR
法により、NB 細胞株において phox2b 高
発現が維持されている知見を得た。つま
り、NB の発生には、その母地となって
いる可能性のある神経幹細胞の分化段
階で神経分化関連遺伝子に何らかの異
常が生じ、腫瘍化している可能性が推察
される。また、家族性 NB 症例の遺伝子
解析やわれわれの得た知見より、異常遺
伝子の候補として神経分化に密接に関
わる転写因子である phox2b の変異が寄
与していると考えられ、その機能を明ら
かにすることは NB の発生や分化を理解
するために必要不可欠であると考えら
れる。 

 
２．研究の目的 
(1) NB において神経分化関連遺伝子である

phox2b の発現とその機能を解析する。 
 
(2) Phox2b 遺伝子に関連する Delta-Notch

経路と神経芽腫分化の関連について検
討する。 

 
３．研究の方法 
(1) NB細胞株と臨床検体での phox2b遺伝子、

蛋白の発現解析。 
 

(2) All trans retinoic acidによる分化誘導時の

神経芽腫細胞の形態と phox2b、ASCL1
遺伝子の発現変化の検討。 

 
(3) phox2b 遺伝子の発現抑制（ノックダウ

ン）による細胞の形態、増殖、分化への

影響の検討。 
 
(4) Notch 阻害剤であるγsecretase 添加によ

る神経芽腫細胞の分化における影響と、

phox2b、ASCL1 遺伝子の発現に対する影

響の検討。 
 
４．研究成果 

(1) NB細胞株と臨床検体での phox2b遺伝子、

蛋白の発現解析。 
 

NB 細胞株を用いて、神経分化関連転写因子

の発現について real-time PCR 法、免疫染色法

で検討したところ、NB 細胞株（N type cell）
は本来神経分化の際に一過性に発現する、

phox2b、ASCL1 遺伝子の高発現が維持されて

いること、一部の細胞では未分化神経肝細胞

マーカーである SOX10 が高発現しているこ

とが確認できた（図 1）。 
 
図 1：phox2b 蛍光免疫染色 

 
 
また、NB 腫瘍より抽出した mRNA を用いて

phox2b 発現について現在検討を行っている

が、Ganglionturoma に対してより未分化な

Neuroblastoma 細胞で phox2b 発現が高いとい

う結果を得た(n=53, p=0.002, Welch’s t-test) 
（図 2）。 
 
図 2：神経芽腫臨床検体での phox2b 発現

（real-time PCR 法） 

 
(2) All trans retinoic acidによる分化誘導時の

神経芽腫細胞の形態と phox2b、ASCL1
遺伝子の発現変化の検討。 

 
NB 細胞株にレチノイン酸（ATRA）を投与し

分化誘導を行ったところ、ATRA 投与開始 2
時間後より ASCL1 の、6 時間後ごろより



phox2b の著しい発現抑制が見られたのち、神

経突起を延長させ分化が誘導された（図 3）。 
 
図 3：ATRA による神経芽腫細胞分化誘導と

phox2b、ASCL1、HES1 遺伝子の変化 

 

 
(3) phox2b 遺伝子の発現抑制（ノックダウ

ン）による細胞の形態、増殖、分化への

影響の検討。 
 
RNAi による発現抑制実験を行ったところ、

phox2b 遺伝子の siRNA では、phox2b の knock 
down による分化誘導や、増殖抑制は見られ

なかった。 
 
(4) Notch 阻害剤であるγsecretase 添加によ

る神経芽腫細胞の分化における影響と、

phox2b、ASCL1 遺伝子の発現に対する影

響の検討。 
 
NB 細胞株に Notch 阻害剤を投与したところ、

ASCL1 遺伝子の発現抑制と、神経突起の延長

が見られたが、phox2b の発現抑制は見られな

かった（図 4）。 
 
図 6：γsecretase 投与による神経芽腫細胞株

の phox2b、ASCL1、HES1 遺伝子の発現変化

と分化への影響。 
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