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研究成果の概要（和文）：神経芽細胞腫は、小児固形がんの中で脳腫瘍に次いで多いがんである。神経芽細胞腫
の予後を左右する生物学的特性において最も強力な生物学的因子であるMYCNが高発現しているハイリスクタイプ
は、現有の抗がん剤が効きにくく、新規分子標的薬の開発が待たれている。我々は、ポリアミン調節タンパク質
アンチザイム２（AZ2)がMYCNと核や核小体で相互作用し、その分解をユビキチン非依存的に促進することを発見
した。さらに神経芽細胞腫細胞株のAZ2をノックダウンし発現を抑制すると細胞株の増殖能が３倍に増大した。
これらのことからAZ2は、神経芽細胞腫増殖をMYCNの分解促進を介して抑制していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：It has been known that high expression of MYCN in neuroblastoma patient 
correlates with poor prognosis. We have previously found that AZ2 interacts with c-Myc and 
accelerates its degradation in ubiquitin-independent manner. It has been reported that high 
expression of AZ2 mRNA in neuroblastoma patients correlates with good prognosis. Then we 
hypothesized that AZ2 can also interact with MYCN and accelerates MYCN degradation in neuroblastoma.
 Through this study, we identified as follows. 1) AZ2 interacts with MYCN in the nuclear and 
nucleolar in neuroblastoma cells. 2) AZ2 can accelerates MYCN degradation by the proteasome in a 
ubiquitin-independent manner. 3) Knocking down of AZ2 in neuroblastoma cell line with siRNA 
stabilized the level of MYCN and increased the colony number and size more than two-fold compared to
 that of control cells in soft-agar colony formation assay.
Thus AZ2 have the potential to regulate neuroblastoma cell growth through accelerating the 
degradation of MYCN.

研究分野：生化学・細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経芽細胞腫は、小児固形がんの中で脳腫
瘍に次いで多いがんであり、日本では毎年約
300 人が新たに発症している。このがんは発
症年齢によって予後が大きく異なり、生後 18
カ月までに発症した場合は外科的手術のみ
で完治が可能なほど良好で 95%を超える生存
率はあるが、それ以上の年齢において発症し
た場合の無病 3 年生存率はおよそ 30%程度と
低い。神経芽細胞腫の予後を左右する生物学
的特性において最も強力な生物学的因子と
して MYCN 遺伝子が知られている。MYCN は良
く知られている c-MYC と同じように MYCファ
ミリーの一員であり、細胞増殖促進や分化・
アポトーシス抑制に働くことがわかってい
る。MYCN 遺伝子の増幅は非増幅の神経芽細胞
腫と比較し著しく予後が不良となる。神経芽
細胞腫は交感神経節や副腎から生ずると考
えられており、実験的には、マウスにおいて
交感神経節特異的に MYCN を過剰発現させる
と、生後数カ月で神経芽細胞腫を発症し死亡
することが報告されている。このように MYCN
は神経芽細胞腫の進行に大きく関わってい
るがその発現調節機構についてはよくわか
っていない。最近神経芽細胞腫の患者の生存
率は、細胞内ポリアミン制御タンパク質、ア
ンチザイム 2(AZ2)遺伝子の発現が高いほど
良好であり、また MYCN 遺伝子の増幅のある
患者の AZ2 遺伝子の発現は、非増幅患者と比
較し優位に低くなっていたことが報告され
た（Geerts D et al. Int J Cancer 126, 
2012-24(2010)）。 
アンチザイム(AZ)は、細胞増殖に必須なポ
リアミンの細胞内濃度調節を行うタンパク
質であり、細胞内のポリアミン濃度が高くな
ると翻訳フレームシフトというユニークな
機構により誘導され、ポリアミン合成の律速
酵素であるオルニチン脱炭酸酵素(ODC)に結
合し 26Sプロテアソームによる ODCのユビキ
チン非依存的分解を促進する。つまり AZ は
細胞内ポリアミン濃度を負に制御している。
がん細胞ではポリアミンが高値となること
が知られている。哺乳動物のアンチザイムに
は AZ1、AZ2、AZ3 の 3つのファミリーが存在
し、AZ3 は精巣特異的であるが、AZ1、AZ2 は
全身に普遍的に存在する。AZ2 は、てんかん
（癲癇）で誘導される因子として発見され、
AZ1 と同じように ODC に結合し、ODC のプロ
テアソームによる分解を促進することがで
きるタンパク質であるが、その細胞内局在は、
主に核でありまたリン酸化されることが申
請者の解析からわかっている(Murai N et al. 
J Cell Biochem 108, 1012-21 (2009))。我々
はさらに、がん原遺伝子産物 c-MYC が AZ2 と
相互作用しその分解を促進することを発見
した。この分解は、これまでに報告のある
c-MYC がユビキチン化されてプロテアソーム
で分解されるのではなくAZ2を介してユビキ
チン非依存的に分解するものである。 
２．研究の目的 

我々が発見した、AZ2 による c-Myc のユビ
キチン非依存的分解促進と神経芽細胞腫に
おける AZ2 遺伝子の発現と予後とが正の相
関をしていることを考え合わせると、神経
芽細胞腫においてAZ2がMYCNの発現を調節
している可能性が考えられ、それは AZ2 と
c-MYC の相互作用と同じように MYCN に AZ2
が結合し、その分解をユビキチン非依存的
に促進していることを想像させる。 
そこで我々は、これらの仮説を検証するとと
もにAZ2が神経芽細胞腫の増殖においてどの
ように関連しているか解析し、明らかとなっ
たメカニズムを利用して、新規分子標的薬開
発に結びつけることが目的である。 
 
３．研究の方法 
1）MYCN は AZ2 と細胞内で相互作用している
か、免疫沈降法、蛍光タンパク質や蛍光抗体
法用いた結合および局在の解析により確認
する。 
 
2)MYCNはc-MYCと同様にユビキチン依存的に
プロテアソームにより分解されることが報
告されているが、AZ2 によっても MYCN の分解
が促進されるか、神経芽細胞腫細胞株を用い
て AZ2 や MYCN の強制発現系や AZ2 のノック
ダウンによる解析により明らかにする。 
 
3)神経芽細胞腫において MYCN の増幅のある
患者はなぜAZ2の発現が低くなっているのか、
MYCN の増幅有と無しの神経芽細胞腫細胞株
の AZ2 と MYCN 遺伝子発現を網羅的に比較解
析する 
 
4)神経芽細胞腫細胞株においてAZ2発現が細
胞増殖にどのように影響するか軟寒天コロ
ニーアッセイにより解析する。 
 
5)4)において細胞増殖に明らかな関連があ
った場合、ゼノグラフトマウスモデル実験に
より個体における腫瘍形成へのAZ2の影響を
解析する。 
 
４．研究成果 
細胞内における AZ2 と MYCN の相互作用を
解析するために、SH-SY5Y や BE(2)-C 細胞に
HAや FLAGタグを付加したMYCNおよびAZ2を
発現させ、タグ抗体を用いて免疫沈降し結合
の有無をウエスタンブロッティングにより
確認した。MYCNとAZ2の結合が確認できたが、
コントロールとして用いた ODC は MYCN へ結
合しなかった。さらに細胞内局在を解析する
ために、ECFF や EYFP を付加したまたはタグ
抗体および蛍光抗体を用いた MYCN や AZ2 を
BE(2)-C に発現させ蛍光顕微鏡により観察す
ると両者は核において共局在した。また
MG132 を添加するとそれらの局在は核小体へ
と移行した。これらのことから AZ2 と MYCN
は、核や核小体で相互作用することが明らか
となった。 



次に c-Myc と同様に MYCN の分解が AZ2 に
よって促進されるか細胞内において HA タグ
を付加した MYCN や AZ2 の発現系を用いタン 

図1 MYCNとAZ２の核および核小体における共局在 
 
パク合成阻害剤シクロヘキシミド添加によ
る分解実験を行ったところ、AZ2 の存在下に
おいて MYCN の分解促進が確認された。また
内在性の MYCN も AZ2 を発現させることによ
り分解促進された。これらの分解はプロテア
ソーム阻害剤 MG132 により抑制された。さら
に siRNA を用いて AZ2をノックダウンすると
MYCN は安定化され分解促進は抑制された（図
2）。 
これらのことは、c-MYC と同様に AZ2 がプロ
テアソームによる MYCN の分解をユビキチン
非依存的に促進することを示唆している。 

図 2 AZ2 ノックダウンによる MYCN 分解の抑制 
 
アンチザイムの MYCN に対する役割を明らか
にするための解析として、足場非依存性のコ
ロニー形成解析を行った。基底の寒天培地の
上に神経芽細胞腫株を一定細胞数含ませた
軟寒天培地を重層し、37℃、5 % CO2 条件下
で8日間培養しコロニーの形成をコントロー
ルと比較した。このとき使用した細胞は培養
48 時間前に siRNA により AZ1、AZ2 をノック
ダウンした細胞を用いた。興味深いことに、
軟寒天コロニーアッセイによる増殖能の解
析では、AZ2 をノックダウンするとコロニー
形成量が２倍以上に増加し、またコントロー
ルに比べ大きいサイズのコロニーが多数観

察された(図 3)。これらのことから、神経芽
細胞腫において、AZ2 は MYCN の安定性を制御
することによってその増殖を調節できる可
能性を示唆された。 

図 3軟寒天コロニーアッセイによる増殖能の解析 
 
現在マウス個体においてもAZ2が神経芽細胞
種の腫瘍形成に関与しているかゼノグラフ
トマウスモデル実験により解析中である。 
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