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研究成果の概要： 

神経芽腫は乳児に発生する予後良好な3倍体(3n)腫瘍と年長児の予後不良な2倍体(2n)腫瘍

に大別される。染色体数が変化する要因の１つとして、体細胞分裂時に重要な役割をもつ中

心体の異常が知られている。一方、3n 神経芽腫は 4n 細胞の 3 極分裂により形成されると考え

られているが、3極分裂には中心体数の異常を伴うと予想される。そこで、神経芽腫の染色体

異常と中心体異常の関連を解析した。乳児と年長児の神経芽腫 27 例を FISH 解析により、染

色体 ploidy, 1p 欠失および MYCN 増幅の有無を調べた。一方、抗γチュブリン抗体と抗βチ

ュブリン抗体による免疫染色により、中心体の数を数え、その増幅の有無を検討した。染色

体数が 3 倍体領域にある神経芽腫細胞株 TGW にヒストン GFP を導入し、細胞分裂の様子をタ

イムラプス顕微鏡により経時的に観察した。 

腫瘍組織 27 例を解析した結果、中心体増幅は 3n 腫瘍ではなく、2n 腫瘍において検出され

た。2n 腫瘍は予後良好群と不良群に分類され、年長児では 2n 細胞のみで構成されるが、乳児

では多数の 2n 細胞の他に尐数の 3n 細胞と 4n 細胞が含まれていた(ploidy divergence)。乳

児と年長児の 2n 腫瘍に共通して中心体が増幅していたが、ploidy divergence が認められる

のは乳児 2n 腫瘍だけであり、両者における中心体異常の発生機構は異なると考えられた。既

に神経芽腫において MYCN 増幅は中心体増幅と相関すると報告されていたが、両者に相関はみ

られず、MYCN 増幅は中心体増幅を誘導しないという所見を得た。一方、3n 腫瘍では中心体異

常は検出されなかった。4n 細胞の 3 極分裂により 3n 細胞が形成されるという仮説を踏まえる

と、親細胞である 4n 細胞に中心体異常があると推測されるが、3 極分裂によって形成される

3n細胞の中心体数は正常であり、その後3倍体細胞は2極分裂をして増殖すると考えられた。

また、乳児の 2n 腫瘍と 3n 腫瘍は共通の 4n 前駆細胞の細胞質不分離により発生すると推測さ

れた。 

3 倍体細胞の発生に必要な 3 極分裂が神経芽腫で生じているかどうかを検証するために、神

経芽腫細胞株 TGW の細胞分裂の様子を調べた。タイムラプス顕微鏡による経時的な観察によ

り 3 極分裂を確認するとともに、3 極分裂により 3 つの娘細胞が形成される所見を得た。TGW
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株は年長児の予後不良神経芽腫由来なので、乳児の 3 倍体腫瘍に想定される 3 極分裂と同様

な機序で 3 極分裂が生じているかどうかについては、議論のあるところであるが、神経芽腫

細胞は 3 極分裂を生じるポテンシャルをもつと考えられた。3n 細胞は 4n 細胞を経て 3極分裂

により形成されるという仮説が支持された。 
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１．研究開始当初の背景 

 神経芽腫のマススクリーニング(マス)は

1985 年に開始され、2004 年に中止された。

この生後 6ヶ月時のマスによりわかったこ

とは、マスで発見される腫瘍の 2/3 は自然

退縮すると推測されること、年長児腫瘍で

は 18％にみられるに過ぎない 3n 腫瘍がマ

ス発見腫瘍では 88％を占めるということで

ある。従来、乳児神経芽腫の予後は良好で

あり、年長児神経芽腫の予後は不良である

ことは知られていたが、3n 腫瘍の発見は両

者の臨床的予後の差異を生物学的に裏付け

た。研究開始当時、テロメラーゼで不死化

したケラチノサイト細胞株を用いて、2 倍

体細胞に生じた染色体不分離が 4倍体細胞

形成を導き、DNA 複製後の 4 倍体細胞の多

極分裂により、倍数性・異数性染色体異常

が発生すると報告された(Shi  & King, 

Nature 437:1038, 2005)。これに習って薬

剤で 2n 細胞から 4n 細胞を形成する実験を

試みたが、細胞が死んでしまうので、この

方法による研究を中止した。染色体数が変

化する要因の１つとして、体細胞分裂時に

重要な役割をもつ中心体の異常が知られて

いる。腫瘍細胞では、染色体数が変化して

いることが多く、それに伴い中心体数の増

幅が観察されている。そこで、神経芽腫の

染色体異常と中心体異常の関連を解析した。

また3n細胞は3極分裂により形成されると

いう仮説を実証するために、神経芽腫細胞

株の細胞分裂の様子をタイムラプス顕微鏡

により経時的に観察した。 

 

２．研究の目的 

神経芽腫は代表的な小児固形腫瘍である。

この腫瘍が乳児期に発生すると予後は良好

で、自然退縮する場合もあるが、年長児に発

生すると、強力な治療を行っても死亡する例

が尐なくない。私たちはこれまでの研究結果

から、予後良好腫瘍は 3 倍体/5 倍体であり、

予後不良腫瘍は2倍体/4倍体であることを発

見し、神経芽腫の予後（悪性度）を決定して



いるのは倍数性異常であると報告してきた。

さらに、3倍体細胞は 4倍体細胞が DNA 複製

後、3 極分裂により発生するという仮説を立

てた。一方、年長児神経芽腫の一部は 3倍体

を示し、2倍体/4 倍体と同様に予後不良であ

ると報告されている。倍数性異常の発生には、

中心体異常、細胞分裂中期チェックポイント

遺伝子異常、P53 遺伝子異常などが知られて

いる。乳児および年長児に発生する 3倍体腫

瘍の形成機構を明らかにし、腫瘍の悪性度と

倍数性異常の関係を解明することが研究の

目的である。 

 

３．研究の方法 

 乳児と年長児の神経芽腫 27 例を FISH 解析

した。使用したプローブは 1 番染色体センロ

トメア領域の D1Z1, 同短腕末端領域の D1Z2, 

2 番染色体センロトメア領域の D2Z1, MYCN 

(2p24)である。間期核 100 個の FISH シグナ

ルを数え、1 番染色体と 2番染色体の数、1p

欠失および MYCN 増幅の有無を調べた。 

一方、27 例を短期間培養し、抗γチュブリ

ン抗体と抗βチュブリン抗体を用いて中心

体と紡錘糸をそれぞれ免疫染色した。100 細

胞の中心体数を数えた。中心体数が１または

2 個であれば正常、3個以上であれば、増幅

ありと判定した。 

染色体数が 3倍体領域にある神経芽腫細胞

株 TGW にヒストン GFP を導入し、細胞分裂の

様子をタイムラプス顕微鏡により経時的に

観察した。 

 

４．研究成果 

腫瘍組織 27 例を解析した結果、中心体増

幅は 3n 腫瘍ではなく、2n 腫瘍において検出

された。2n 腫瘍は予後良好群と不良群に分類

され、年長児では 2n 細胞のみで構成される

が、乳児では多数の 2n 細胞の他に尐数の 3n

細胞と 4n 細胞が含まれていた(ploidy 

divergence)。乳児と年長児の 2n 腫瘍に共通

して中心体が増幅していたが、ploidy 

divergence が認められるのは乳児 2n 腫瘍だ

けであり、中心体異常の発生機構は異なると

考えられた。つまり、乳児 2n 腫瘍の中心体

異常は細胞質不分離により生じるのに対し

て、年長児 2n 腫瘍の中心体異常は 1 細胞周

期に複数回の中心体複製が起きるため生じ

ると推測された。 

神経芽腫において MYCN 増幅と中心体増幅

の相関が報告されているが、私たちの研究で

は両者に相関はみられず、MYCN 増幅は中心体

増幅を誘導しないという所見を得た。 

 一方、3n 腫瘍では中心体異常は検出されな

かった。3n 細胞は 4n 細胞を経て形成される

という仮説を踏まえると、3 極分裂によって

形成される 3n 細胞の中心体数は正常である

ことを示している。4n 細胞形成時は細胞質不

分離により中心体数が増幅するが、3 倍体細

胞は 2 極分裂をしているものと考えられる。

以上の結果より、乳児の 2n 腫瘍と 3n 腫瘍は

共通の 4n 前駆細胞の細胞質不分離により発

生すると推測される。乳児 2n 腫瘍の 1 例に

おいては 1p-、MYCN 増幅、中心体増幅を示し

た。この腫瘍では年長児 2n 腫瘍と同様な機

序で中心体異常が生じていると考えられた。 

3 倍体細胞の発生に必要な 3 極分裂が神経

芽腫で生じているかどうかを検証するため

に、神経芽腫細胞株 TGW に、ヒストン GFP を

導入して細胞分裂の様子を調べた。タイムラ

プス顕微鏡による経時的な観察により 3極分

裂を確認するとともに、3 極分裂により 3 つ

の娘細胞が形成される所見を得た。神経芽腫

由来の他 2細胞株においても 3極分裂が見ら

れた。TGW 株および他の 2 細胞株は年長児の

予後不良神経芽腫由来なので、乳児の 3 倍体

腫瘍に想定される 3 極分裂と同様な機序で 3

極分裂が生じているかどうかについては、議



論のあるところであるが、神経芽腫細胞は乳

児腫瘍と年長児腫瘍の分類にかかわりなく、

3 極分裂を生じるポテンシャルをもつと考え

られた。3n 細胞は 4n 細胞を経て 3 極分裂に

より形成されるという仮説が支持された。 
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