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研究成果の概要（和文）：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。Notch
遺伝子の細胞内ドメインをサブクローニングし、ヒト神経芽腫細胞株に導入することに成功し

た。現在は、これらの遺伝子改変神経芽腫細胞株を用いて分化誘導実験を行っているが、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。 
 
研究成果の概要（英文）： We identified that phox2b gene and ASCL1 gene were highly 
expressed and Notch pathway was up-regulated in neuroblastoma tumors and cell lines. 
Phox2b gene was down-regulated during neuronal differentiation by all-trans retinoic acid. 
NB cell lines showed neuronal differentiation by the blockade of Notch pathway with 
gamma secretase inhibitor. We are now generating Notch intracellular domain (NICD) 
expressing NB cell lines, and testing how the sustained activation of phox2b and Notch 
pathway affects on differentiation arrest of neuroblastoma.  
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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、多様な性
質を持つ細胞集団からなり、その臨床経
過も、急激に進行し、不幸な転機をとる
予後不良群がある一方で、無治療で自然

退縮傾向を示すほかの癌腫には見られ
ない予後良好群が存在することが知ら
れている。NBの腫瘍化、自然退縮のメ
カニズムはいまだ明らかになっておら
ず、その詳細を知ることは NBに対して、
リスクに応じた効果的な治療戦略の開
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発に大いに役立ち、今後の治療成績改善
につながるものと考えられる。 
 

② 神経芽腫発生のメカニズムと交感神経
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、神経幹細胞が、適切な条件下
で、sox10、phox2b、hASH1、HES1
などの神経分化関連転写因子が適切な
時期に、順に互いを発現調節しあうこと
により、分化することが明らかとなって
いる。また、家族性 NBの解析では、生
殖細胞系に phox2b 遺伝子変異が存在
し、NB発生と密接に関連している可能
性が示されている (Bourdeaut F et al. 
2005)。さらに我々は、平成 19 年度科
学研究費基盤 C 研究（代表者；家原知
子、本研究代表者も主たる研究協力者と
して参加）において、現在までに、NB
細胞株では、phox2b遺伝子の高発現が
維持されていることを明らかにした。最
近では、phox2b 遺伝子はそれ自身が
phox2b 遺 伝 子 の 転 写 を
auto-regulatory に調節していることが
報告されたが、我々は細胞株を用いた検
討より、phox2b 遺伝子変異を持つ NB
細胞株では、phox2b mRNAが高発現し
ていることを既に確認している。これら
の知見から、NBの発生には、その母地
となっている神経幹細胞の分化段階で
神経分化関連遺伝子である phox2b に
何らかの異常が生じ、分化停止、腫瘍化
している可能性が推察される。 

 
２．研究の目的 
①	 NB細胞の分化における phox2b遺伝子

の関与について解析する。 
 

②	 NB 細胞の分化誘導における Notch 経
路の関与について解析する。 

 
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、NOTCH阻害

剤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遺伝子細胞内ドメイン（NICD）
のサブクローニングと、ヒト神経芽腫細
胞株 SH-SY5Yへの強制発現。この際の
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。NB 細胞株は本
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
れていることが確認できた。	 
	 
図 1：免疫染色法による phox2b 蛋白の
発現解析	 

	 
図 2：real-time	 PCR 法による遺伝子発
現解析	 

	 
図 3：神経芽腫腫瘍検体を用いた、
phox2b 遺伝子発現解析。神経節芽腫、
神経節腫と比較して、神経芽腫では
phox2b 遺伝子発現が有意に高い。	 
	 

	 



 

 

② All	 trans	 retinoic	 acid、NOTCH 阻害
剤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。	 
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：ATRA、Noych阻害剤添加後の神
経芽腫細胞の変化。薬剤添加後 24時間
で ASCL1、BMI1遺伝子の遺伝子発現抑
制が見られ、72イカンで神経突起の延
長が見られる。 
 

	 
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。	 
	 
phox2b を特異的に発現抑制する shRNA
を合成し、レンチウイスルベクターに象
乳した。このレンチウイルスベクターを
神経芽腫細胞株に感染させ、導入効率を
計算した。shphox2b 導入株はは、mock
導入株と比較して約 90％の遺伝子発現
抑制が見られた。本神経芽腫細胞株を用
いて、現在分化誘導実験を行っている。	 
	 

④	 Notch 遺伝子細胞内ドメイン（NICD）の
サブクローニングと、ヒト神経芽腫細胞
株 SH-SY5Y への強制発現。この際の神経
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。	 
	 
Notch 遺伝子全長は既にクローリング

されている。細胞内ドメイン（NICD）を
コードずる遺伝子領域を標的に PCR	 
primer をデザインした。PCR 法により
NICD をコードする遺伝子領域を増幅し、
クローニングベクターにサブクローニ
ングるすことに成功した。この遺伝子を
レンチウイルスベクターに導入し、神経
芽腫細胞株に感染させることによって、
NICD 安定発現神経芽腫細胞株を作成し
た。現在この細胞株を用いて、ATRA、
Notch 阻害剤による分化誘導実験を行
い、野生株との差を観察することによっ
て、神経芽腫細胞の分化抑制における
NICD の役割を検討中である。	 
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