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研究成果の概要（和文）：

ヒト iPS 細胞から神経幹細胞を作成し、小児の神経系腫瘍である神経芽腫に関連した癌遺伝子

N-myc を発現させることで、神経幹細胞が腫瘍化するか検討した。ヒトおよびマウス神経幹細

胞から神経発生過程に一致した様々な段階の神経幹細胞の作成を試みた。さらに、N-myc 遺伝

子を神経幹細胞へ遺伝子導入し、細胞増殖の変化を観察した。この成果は、正常細胞が腫瘍化

するモデルを細胞レベルで再現することとなり、腫瘍発生メカニズムを解明する知見となると

考える。

研究成果の概要（英文）：

We have made human neural stem cell from human iPS cell and investigated whether the 

induction of exogenous oncogene N-myc could transform the cell or not. We would prepare 

human or mouse neural stem cells at various step of the development. And N-myc genes were 

induced in the cells. The effect on cell proliferation was observed. These studies may 

reflect the cellular transformation from the normal cells to the cancer cells to clarify 

the mechanism of the carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景

神経芽細胞腫は小児期に発生する最多の

固形腫瘍で、胎生期の神経堤細胞由来の腫

瘍と考えられている。１歳以前に発症する

予後良好な腫瘍と１歳以降に発症する難治

性の腫瘍が存在する。申請者はこれまで

に、難治性の神経芽細胞腫において、い

くつかの癌関連遺伝子を明らかにした

(Aoyama et al. Cancer Res 2005, Ohira 

and Aoyama et al. Cancer Lett 2003, 
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Aoyama et al. Cancer Lett 2001)。がん研

究振興財団リサーチレジデント在職中に神

経の発生に関与するヒト新規転写制御因子

LMO3 の高発現が神経芽細胞腫の悪性度の指

標であり、LMO3 の高発現によってヌードマ

ウスにおいて腫瘍形成能を亢進することを

明らかにした (Aoyama et al. Cancer Res. 

65:4587-97, 2005)。同時に申請者は名古屋

市立大学大学院医学研究科在学中に神経栄

養因子の一つである BDNF（脳由来神経栄養

因子）の高発現が予後不良因子（Aoyama et 

al. Cancer Lett 164:51-60, 2001）と報告

し、予後に関わる既知、未知の遺伝子の同

定を行ってきた（Ohira et al. Cancer Lett

197:63-8, 2003）。さらに、名古屋市立大学

大学院医学研究科助手在職中において、神

経芽細胞腫における ES 細胞特異的新規 Ras

ファミリー遺伝子 ERas の発現解析を行い、

ERas が神経芽細胞腫に発現していることを

確認し恒常活性型である ERas が PI3K/Akt

シグナルを刺激し、薬剤耐性を亢進するメ

カニズムを明らかにした(Aoyama et al. 

Oncogene 投稿中)。さらに現在、マウス神経

芽腫細胞株から腫瘍幹細胞を単離し、胎生

マウスおよび成体マウスの脳から単離した

神経幹細胞との共通点および相違点につい

て解析を行っている。
多くの神経芽細胞腫に発現する癌関連遺

伝子の中で、癌遺伝子 N-myc の遺伝子レベル
での増幅が多くの症例で認められ、注目され
ている。神経芽細胞腫は治療方法の改善によ
り全体として予後は改善してきた。一方で、
N-myc 増幅例についてはなお治療に抵抗性で
あり、N-myc 増幅と難治性との因果関係を明
らかにすることは極めて重要である。胎生期
において神経発生の一時期にN-mycが発現す
ることは細胞増殖において必須である一方、
Weiss らの報告では N-myc transgenic mouse
において腹腔神経節に神経芽細胞腫様の腫
瘍形成が観察された(Weiss et al. EMBO J
1997)。このことは N-myc の持続的な発現が
腫瘍形成に関与することを示唆している。現
在のところ、ヒト神経芽腫細胞株に N-myc 遺
伝子導入を行い、下流遺伝子の制御について
解析した論文は多数存在する。一方で、正常
神経系細胞から腫瘍化する段階での N-mycの
関与についての報告はなく、この解析にはヒ
ト神経幹細胞を用いた研究が必要である。連
携研究者の岡田らは、マウス ES 細胞および
iPS 細胞由来神経幹細胞における継代培養に
よる細胞分化能の変化について報告した。継
代培養によって生体内の発生のプログラミ
ングと同様な in vitro で発生過程が再現し

ていることを明らかにした(Okada et al. 
Stem Cells 2008)。ヒト iPS 細胞において
も同様に in vitro で胎生期のヒト神経幹
細胞と成体におけるヒト神経幹細胞を再
現した培養細胞を観察できると思われる。
この実験系を用いることで、in vitro で
ヒト神経幹細胞から神経芽細胞腫を形成
させる解析が可能になると思われる。

２．研究の目的

（１） ヒト iPS 細胞由来神経幹細胞の

継代培養による分化能の変化

ヒトiPS細胞由来神経幹細胞を作製し、

継代培養を繰り返し、in vitro で神経発

生過程を再現する。すでにマウス iPS 細

胞で報告にあるように、継代を重ねるご

とに、神経細胞およびグリア細胞への分

化能の違いを解析し、神経発生過程に一

致した神経幹細胞が作製されたことを確

認する。

（２） ヒト神経幹細胞への N-myc 遺伝

子の導入による感受性の違い

発生初期・後期および出生後の発生段

階を反映した神経幹細胞に癌遺伝子

N-myc をレトロウイルスベクターによっ

て導入し、腫瘍様変化を観察する。in 

vitro の実験系を用いて、細胞増殖能の亢

進、神経分化誘導の抵抗性、足場非依存

性細胞増殖の亢進を観察する。これまで

に、報告された神経芽細胞腫の腫瘍関連

遺伝子の発現変化についても観察する。

（３） N-myc 遺伝子により腫瘍化した

神経幹細胞の生体内での腫瘍形成能

N-myc を恒常的に発現するようになっ

たヒト神経幹細胞を免疫不全マウス SCID 

mouse の皮下および腹腔内に投与して、腫

瘍形成能の有無を３ヶ月にわたって観察

する。生体内で腫瘍形成の有無について

観察する。

３．研究の方法

（１） ヒトiPS細胞由来神経幹細胞の作

製

申請者は再生医療実現化プロジェクト

に参加し、連携研究者の岡野らが確立し

たヒト iPS 細胞由来神経幹細胞を作製す

る技術を習得し、本学において培養系を

確立した。本研究では、得られた神経幹

細胞をニューロスフェアと呼ばれる浮遊

細胞の塊として培養を維持する。継代培

養を繰り返し、in vitro で神経発生過程

を再現する。細胞分化能の解析について



は、ニューロスフェアをマトリゲルコート

によって接着性を獲得したカバーガラス上

に移し培養を開始する。特定の栄養因子（塩

基性線維芽細胞増殖因子FGF2および白血病

抑制因子 LIF）を除去することによって１週

間かけて分化誘導を行う。その後、神経細

胞およびグリア細胞に対する特定の細胞マ

ーカーを認識する抗体を用いて細胞染色を

行い、蛍光顕微鏡によって観察する。継代

数による神経細胞およびグリア細胞への分

化能の違いを解析し、神経のみに分化する

段階（発生初期）、グリア細胞を含むように

なる（発生後期）、その後の細胞（出生後）

の神経幹細胞が順次作製できていることを

確認する。

（２） レトロウイルスを用いた N-myc 遺

伝子の導入
癌遺伝子 N-mycを直接ヒト細胞に感染させ

ることを避けるため、高橋らがヒト iPS 細胞
を作製する際に用いた方法と同様に N-myc遺
伝子を導入することを試みる(Takahashi et 
al. Cell 2007)。すなわち、レトロウイルス
に感染する際に必須なマウス受容体 Slc7a1
遺伝子が発現ベクターにより発現している
高橋らと同一の細胞を用いる。マウスとラッ
トのみに感染する ecotropicなレトロウイル
スを用いて N-myc遺伝子を様々な継代数の神
経幹細胞に感染させる。同時に導入細胞であ
ることを示すためにEGFP遺伝子も導入する。
この技術については連携研究者の澤本らが
すでに実験系を確立している。得られた
N-myc 遺伝子を導入された様々な発生段階を
反映した神経幹細胞の in vitro での腫瘍化
を観察する。１、細胞増殖能の亢進について
は MTT アッセイを用いて観察する。２、神経
分化誘導の抵抗性については細胞染色によ
って観察する。３、足場非依存性細胞増殖の
亢進については soft agar アッセイを用いて
観察する。これまでに、報告された神経芽細
胞腫の腫瘍関連遺伝子の発現変化について
も定量的 RT-PCR によって観察する。

４．研究成果

申請者はヒトiPS細胞からヒト神経幹細胞

を作成し、神経幹細胞に癌遺伝子である

N-myc を恒常的に発現させることで、正常細

胞である神経幹細胞が腫瘍化し、神経芽細胞

腫様に変化する可能性の有無について検討

した。この成果は、正常細胞が腫瘍化するモ

デルを in vitro で再現することとなり、腫

瘍発生メカニズムを解明する知見となると

考えている。2010 年度において、ヒト iPS 細

胞由来神経幹細胞を作製する技術を習得し、

本培養系を確立した。得られた神経幹細胞を

ニューロスフェアと呼ばれる浮遊細胞の塊

として培養を維持した。継代培養を繰り返

し、神経幹細胞の分化能の変化について、

細胞染色を用いて解析した。ニューロスフ

ェアをマトリゲルコートによって接着性

を獲得したカバーガラス上に移し培養を

開始した。特定の未分化維持因子（塩基性

線維芽細胞増殖因子 FGF2 および白血病抑

制因子 LIF）を除去することによって１週

間かけて分化誘導を行った。１０世代以上

の継代培養ののちも、神経幹細胞の分化能

は神経のみに分化する状態であった。マウ

ス神経幹細胞では２世代目の神経幹細胞

がすでにグリア細胞への分化能を獲得し

ているのと比べ、ヒト神経幹細胞では分化

能の変化に長期間必要とすることが明ら

かになった。2011 年度からは、様々な発生

段階の in vitro モデルとなる神経幹細胞

を準備するため、特定の未分化維持因子

（FGF2 および LIF）を除去するタイミング

を工夫する事で神経細胞のみでなく、グリ

ア細胞へも分化誘導させることを試みた。

しかし、ヒト神経幹細胞では１０世代以上

を重ねても依然として神経細胞のみに分

化した。現状では、ヒト iPS 細胞由来神経

幹細胞ではなく、マウス神経幹細胞を用い

た実験から基礎的データを蓄積する方針

とした。また、N-myc 遺伝子を神経幹細胞

へ遺伝子導入するためのベクターを

packaging 細胞に導入し、レトロウイルス

ベクターの作製に成功した。ヒト iPS 細胞

由来神経幹細胞に感染させたところ神経

幹細胞内での発現誘導は確認できなかっ

た。この点についても、マウス神経幹細胞

を用いた実験から基礎的データを蓄積す

る方針とした。2012 年度からは、マウス神

経幹細胞を用いた実験を中心に行った。マ

ウス神経幹細胞は継代を重ねるとグリア

細胞への分化能が亢進した。N-myc 遺伝子

を神経幹細胞へ遺伝子導入するためのレ

トロウイルスベクターの作製し、発現誘導

を試みた。コントロールベクターを用いて

発現誘導を確認することができたが、

N-myc タンパクの発現誘導は確認できなか

った。おそらく、N-myc タンパクの細胞内

での不安定性が関与したと思われた。細胞

の増殖能についてもコントロール群と有

意なちがいは観察されなかった。現在、比

較的安定的な変異型N-mycの遺伝子導入す

るためのレトロウイルスベクターの作成

を試みている。
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