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研究成果の概要（和文）：これまでに研究代表者らは、神経芽腫においてTFAP2E低発現の患者は予後が悪く、
TFAP2Eの発現抑制は抗がん剤耐性を増強させることを報告したが、本研究ではさらに、グルコース欠乏耐性も増
強させることがわかり、その機序として神経芽腫細胞が低ATPに対する耐性を獲得している可能性が考えられ
た。また、TFAP2Eの標的遺伝子の候補としてSUSD2を同定し、SUSD2高発現の神経芽腫患者は予後が悪いことがわ
かった。SUSD2は他癌腫において抗がん剤耐性に寄与することが報告されていることから、神経芽腫において
TFAP2EがSUSD2を介して抗がん剤耐性を示し、予後の増悪に関与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that depletion of TFAP2E enhanced chemoresistance in 
neuroblastoma (NB) cells, and that a lower expression TFAP2E level was related to a poor prognosis 
in patients with NB. In this study, we demonstrated that TFAP2E-depleted NB cells were also 
resistant to glucose deprivation, and the results of an ATP assay indicated that NB cells acquired 
resistance to low ATP levels. Furthermore, a microarray analysis showed that the expression of SUSD2
 was significantly higher in TFAP2E-depleted NB cells, and a public database analysis showed that 
the higher expression of SUSD2, which has been reported to confer chemoresistance in other types of 
cancer, was associated with a poor prognosis in patients with NB. These findings indicated that 
underexpression of TFAP2E in NB probably promotes chemoresistance through increasing the expression 
of SUSD2, leading to a poor prognosis.

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経芽腫の治療成績は集学的治療の発達により著しく改善したが、進行期の神経芽腫では抗がん剤耐性を示す腫
瘍細胞が多く存在する。本研究成果から、TFAP2Eの発現低下は栄養飢餓耐性と抗がん剤耐性の両者に関与するこ
とが示唆された。将来的には、TFAP2Eの発現を増強させる脱メチル化剤による治療法や、TFAP2Eの下流にある栄
養飢餓耐性/抗がん剤耐性に関与する分子を標的とした新規治療薬開発に発展させ、予後の改善に寄与すること
が期待できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 神経芽腫は胎生期の神経堤細胞に由来する未分化な胎児性腫瘍であり、脳腫瘍を除く小児悪
性固形腫瘍で最も高頻度に認められる。治療成績は集学的治療の発達により著しく改善したが、
進行期の神経芽腫では抗がん剤耐性を示す腫瘍細胞が多く存在することが明らかになっている
ため、そのメカニズムの解明と克服が治療成績向上には必須の課題である。 
これまでに研究代表者らは、より効果的な治療法を模索していく中で、神経芽腫特異的な DNA

メチル化解析から予後規定因子の探索を行い、transcription factor activator protein-2 epsilon 
(TFAP2E)を候補として同定した。public database を用いた Kaplan–Meier 生存分析では、神
経芽腫において TFAP2E 低発現の患者は高発現の患者に比べ有意に予後が悪い。さらに神経芽
腫細胞を用いた実験では、この遺伝子の発現を抑制すると、DNA 損傷後に誘導される細胞のア
ポトーシスが抑制され、シスプラチン（CDDP）やアドリアマイシン（ADR）などの抗がん剤に
対する耐性の増強が観察される 1)。しかし、TFAP2E がどのように抗がん剤耐性に関与するの
か、その詳細な作用機序は不明である。 
一方で、近年、がんの悪性化や抗がん剤耐性の原因としてがん微小環境が注目されている。細

胞増殖が盛んながん組織には血管新生が追い付かず、がん細胞は局所的に低酸素、低栄養といっ
たストレス環境に晒される。しかしがん細胞は自身の代謝系を変化させることで耐性を獲得し、
生存・増殖し続ける。さらにこのようなストレス環境に対する耐性を獲得したがん細胞は同時に
化学療法や放射線治療にも耐性を獲得することが知られている。 
研究代表者は preliminary data として、TFAP2E の発現を抑制した神経芽腫細胞がグルコー

ス欠乏下でも生存率の低下を示さないことを発見した。この結果は、TFAP2E の低発現が神経
芽腫細胞の栄養飢餓耐性獲得に寄与していることを示唆し、さらに、前述既報告の栄養飢餓耐性
と抗がん剤耐性の関係性から、TFAP2E の抑制による栄養飢餓耐性の獲得が抗がん剤耐性の増
強に関与することが予想された。そこで、栄養飢餓に対する神経芽腫細胞の応答機構を解明すれ
ば、これを標的とした治療法を開発することで、治療成績の向上に寄与できるのではないかと考
えた。 
 
 
２．研究の目的 
 TFAP2E の発現抑制により神経芽腫細胞がグルコースを中心とした栄養飢餓耐性と抗がん剤
耐性を獲得するメカニズムを解明し、TFAP2E やその下流分子が神経芽腫の治療標的となりう
るかを検証する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞生存率の解析 
 24 well plate に NB1 細胞を 4×104個/well の密度で播種し、24 時間培養した。通常培地また
はグルコース不含培地に置換し、Lipofectamine 3000 (Life Technologies)を用いて control 
siRNA または TFAP2E siRNA を細胞に導入した。48 時間後に生存細胞数を Countess II FL 自
動セルカウンター（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。 
 
(2) 細胞内 ATP 量の検討 
 96 well plate に NB1 細胞を 104個/well の密度で播種し、24 時間培養した。通常培地または
グルコース不含培地に置換し、siRNA を添加した。48 時間培養後、ATP 測定試薬（東洋ビーネ
ット）を使用して細胞内 ATP 量を測定した。 
 
(3) マイクロアレイによる TFAP2E の標的遺伝子の検索 
 6 well plate に NB1 細胞を 2×105個/well の密度で播種し、24 時間培養した。siRNA を添加
して 48 時間培養後に、RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて細胞から total RNA を抽出した。 
 サンプルのクオリティチェックを行った後、cRNA の増幅ラベル化を行った。ハイブリダイゼ
ー シ ョ ン を 行 い 洗 浄 後 、 Agilent SureScan Microarray Scanner G4900DA (Agilent 
Technologies)により蛍光検出を行い蛍光強度を数値化して遺伝子解析を行った。生データを正
規化してサンプル間での比較な可能な発現値に変換し、発現比 1.5 倍で変動遺伝子を抽出した。 
上記のうちサンプルのクオリティチェック以降の行程を DNA Chip Research Inc. (Tokyo, 

Japan) に委託した。 
 
(4) 候補遺伝子の発現と予後との相関について public database を用いた検討 
 R2 platform (http://r2.amc.nl)から microarray dataset gse16476 を使用し、Kaplan-Meier
法により生存曲線を作成した。 
 



 
４．研究成果 
(1) 細胞生存率の解析 
 TFAP2E の発現を抑制した NB1 細胞は
グルコース欠乏下でも生存率の低下を示さ
なかった（図 1. *p<0.05）。 
 
(2) 細胞内 ATP 量の検討 

TFAP2E の発現を抑制した NB1 細胞は
グルコース欠乏下でも生存率の低下を示さ
ないことから、①ミトコンドリア呼吸また
は解糖系が活性化され ATP が産生されてい
るか、②低 ATP に対する耐性を獲得してい
る可能性が考えられた。そこで、グルコース
欠乏培地および正常培地における細胞内
ATP量がTFAP2Eの発現抑制により変化す
るか、intracellular ATP 測定キットを用い
て解析した。 
結果、グルコース欠乏下における

TFAP2E 発現抑制細胞の ATP 量はコント
ロール細胞と同程度であり、通常培地にお
けるTFAP2E発現抑制細胞やコントロール
細胞の ATP 量よりも有意に低かった（図 2. 
*p<0.05, **p<0.01 ）。このことから、
TFAP2E の発現を抑制した細胞は低 ATP
に対する耐性を獲得している可能性を考え
た。 
 
(3) マイクロアレイによる TFAP2E の標
的遺伝子の検索 

TFAP2E 発現抑制により発現が変化する
遺伝子を絞り込むことを目的にマイクロア
レイを用いた網羅的発現解析をおこなっ
た。結果、TFAP2E 発現抑制により有意に
発現が亢進する遺伝子として SUSD2 
(sushi domain containing 2)と RHOB (ras homolog family member B)を、TFAP2E 発現抑
制により有意に発現が低下する遺伝子として CMTM6 (CKLF-like MARVEL transmembrane 
domain containing 6)と CERK (ceramide kinase)を同定した（表 1）。 
一方で、(2)の結果から AMPK pathway に関わる分子にも着目して検討を行った。AMPK は

ATP 濃度の低下により活性化され、p53 との相互作用により下流のシグナルを活性化し、細胞
増殖の停止を引き起こす。TFAP2E の発現抑制下ではこの経路が不活化されている可能性を考
えたが、関連分子の有意な発現変化は認めなかった。 

 

   
 
(4) 候補遺伝子の発現と予後との相関について public database を用いた検討  
神経芽腫における SUSD2 の臨床的意義を検討するため、public database を用いて

Kaplan–Meier 生存分析を行った。結果、SUSD2 高発現の神経芽腫患者は低発現の患者に比
べ予後が悪いことがわかった（図 3）。同様に、RHOB、CMTM6、CERK についても検討した
が、期待される発現変化と予後との関連は認めなかった。 

 
 
(5) 考察 
これまでに研究代表者らが報告してきた研究成果と本研究結果から、TFAP2E 低発現の神経

芽腫患者は高発現の患者に比べ有意に予後が悪く、さらに神経芽腫細胞において TFAP2E 発現

図 1: 細胞生存率の検討 

 

図 2: 細胞内 ATP 量の検討 

表 1: TFAP2E の標的遺伝子の候補 



抑制下では抗がん剤耐性増強とグルコース欠乏
耐性増強の両者を示すことがわかった。また
TFAP2E 発現抑制により有意に発現が亢進す
る遺伝子として SUSD2 を同定した。さらに、
SUSD2 高発現の神経芽腫患者は低発現の患者
に比べ予後が悪いことがわかった。 
 TFAP2E は転写因子である AP-2ε をコード
し、多くの臓器や組織の発達・分化において遺 
伝子発現を調節する。がんに関する既報告では、
大腸癌 2)や胃癌 3)で TFAP2E の高メチル化・低
発現がフルオロウラシル耐性との関連を認めて
おり、TFAP2E の下流標的としては dickkopf 
homolog 4 protein をコードする遺伝子 DKK4
や 、 transcription factor E2F-1 (E2F1) 、
mammalian target of rapamycin (MTOR)、
signal transducer and activator of 
transcription (STAT3)などが報告されている
4)。本研究で TFAP2E の標的候補として同定し
た SUSD2 は、1 型膜タンパク質であり、細胞
同士や細胞と基質の接着に重要な役割を有す
る。腎細胞がんや肺癌においてしばしば低発現
であり、がん抑制因子として機能すると報告さ
れている 5)一方で、SUSD2 は高悪性度漿液性
卵巣がんにおいては転移を促進しシスプラチン耐性に寄与することが報告されている 6)。この既
報告と本研究結果から、神経芽腫において TFAP2E が SUSD2 を介して抗がん剤耐性を示し、
予後の増悪に関与している可能性が考えられた。 
さらに本研究では、TFAP2E の発現抑制により神経芽腫細胞がグルコースを中心とした栄養

飢餓耐性を示すメカニズムの解明を試み、その機序として低 ATP に対する耐性を獲得している
可能性が示唆された。そこで AMPK pathway が不活性化されている可能性を考えたが、関連分
子の有意な発現変化は認めなかった。また本研究期間内に、栄養飢餓耐性と抗がん剤耐性の両方
の機序に関与する分子は同定できなかった。現在、SUSD2 がグルコース代謝や低 ATP 耐性に
関与しているか解析中である。 
がん組織では正常組織とは異なり慢性的な低栄養状態にあることから、栄養飢餓耐性を解除

できれば選択的にがん細胞の生存・増殖を阻止できる。この点は、細胞分裂が盛んな性質を利用
して抗腫瘍効果を発揮する従来の抗がん剤とは異なるため、副作用が少ない治療法の開発につ
ながりうる。加えて、低酸素や低栄養に耐性を獲得したがん細胞は抗がん剤にも抵抗性を獲得す
る 7)ことから、栄養飢餓耐性に関わる分子を標的とした治療により、抗がん剤耐性を克服できる
可能性がある。 
 本研究は現時点では基礎的段階ではあるが、将来的には、TFAP2E の発現を増強させる脱メ
チル化剤による治療法や、TFAP2E の下流にある栄養飢餓耐性/抗がん剤耐性に関与する分子を
標的とした新規治療薬開発に発展させることが期待できると考えられる。 
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