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研究成果の概要（和文）：幹細胞マーカーであるCD133は、神経芽腫の幹細胞が濃縮される細胞塊(以下スフェア)培養
において発現が誘導され、細胞の分化の抑制および増殖促進に関与することが明らかになった。そこで神経芽腫スフェ
アでCD133のプロモーター領域を解析し、転写を誘導する転写因子CDX1を同定した。CDX1は神経芽腫細胞の増殖を促進
し、スフェア形成を誘導した。さらに、CDX1は複数の幹細胞関連遺伝子の発現に関わっていることが示唆された。そこ
で、CD133およびCDX1を組織特異的に発現するマウスを作出するため、TgベクターをES細胞へ導入してマウスを作出し
た。

研究成果の概要（英文）：We reported that CD133 suppressed differentiation in NB cells and CD133 was 
up-regulated in NB sphere (ONCOGENE, 2011). Further, CDX1 was identified as a transcription factor that 
directly induced CD133 expression in NB spheres by analysis of CD133 promoter region. CDX1 directly bound 
to CD133 promoter regions and up-regulated CD133 transcription, cell proliferation and NB sphere forming 
efficiency. Then, we developed tissue specific-overexpressing CD133 and CDX1 transgenic (Tg) mice. These 
Tg vectors were used to insert into the ROSA26 locus of mouse ES cells.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
正常組織の発生および組織再生が幹細胞に
よるものであるように、がんにおいても発が
んや再発、転移には、"がん幹細胞"が必要で
ある証拠が近年、多数報告された。がん幹細
胞の持つ性質は、 1) 少数の細胞でがんを形
成する発がん能力を持つこと、 2) 性質の異
なった細胞への分化する能力を持つこと、 
3) 薬剤に対して他の細胞よりも高い耐性能
力を持つことなどから、Stemness を獲得し
た特殊な細胞といえる。悪性のがんが、しば
しば再発や転移を引き起こす原因は、がん幹
細胞が治療後も残存していることによるも
のであると考えられている。このことから、
がん幹細胞の分離しその性質を明らかにし、
それに対する新規の治療法を開発すること
は、難治性がんの克服には必須である 
２．研究の目的 
神経堤細胞に由来する小児固形腫瘍である
神経芽腫は、難治例では治療抵抗性を示し、
転移を起こして悪性化する。我々は、幹細胞
特異的な分子 CD133 の発現は、がん幹細胞を
濃縮する sphere 培養法で上昇し、神経芽腫
の分化を抑制して悪性化に関るメカニズム
をこれまでに明らかにした(Takenobu  et  
al.,  Oncogene, 2011)。本研究の目的は、
難治性神経芽腫が転移する性質に着目し、そ
のメカニズムをジェネティック・エピジェネ
ティックの変化から明らかにして、新たな治
療法を探索する基盤を明らかにすることで
ある。転移性の悪性腫瘍は、原発巣の腫瘍と
比較して新たな遺伝子レベルの変化を獲得
していると考えられ、がん幹細胞の性質を規
定していると考えられる。したがって転移組
織ごとにジェネティック・エピジェネティッ
クな変化を特定することは、転移性の難治神
経芽腫の新たな治療法開発に結びつくもの
と期待される。 
３．研究の方法 
(1) 神経芽腫 sphere で特異的に発現する転
写因子の同定を行うため、複数の神経芽腫細
胞で sphere を形成させる。その sphere 由来
の RNAと通常の接着培養細胞の RNAを用いて、
網羅的な遺伝子発現を調べるために発現マ
イクロアレイを用いて高発現している遺伝
子を探索する。 
(2) 同定した転写因子が発現することで、神
経芽腫の sphere 形成能が上昇することが予
想される。そこで通常の条件では sphere を
形成できない神経芽腫細胞に転写因子を高
発現させ、sphere 形成への影響を検討する。
一方で、sphere を形成する細胞においては、
RNAi を用いて遺伝子発現を抑制して、sphere
形成効率を測定する。 
(3) 同定した転写因子は、CD133 のみならず、
種々の未知ながん幹細胞関連遺伝子の転写
を制御する可能性がある。そこで転写因子を
遺伝子導入して神経芽腫細胞に高発現させ、
その細胞の RNA を用いて、マイクロアレイに
よる遺伝子発現解析を行う。 

(4) 本研究で見出された、神経芽腫のがん幹
細胞を制御する遺伝子を高発現するマウス
を作出する。がん幹細胞に関与する遺伝子を
全身で高発現させると、場合によっては神経
以外の臓器の異常をきたすことが予想され
ることから、導入時には loxP-停止コドンで
発現を止めておき、ゲノムへ遺伝子導入後に
組織特異的な Cre マウスと交配することで、
組織特異的に遺伝子が発現するようにする。
また、遺伝子の位置的な影響を抑制するため、
Rosa26 領域にのみ導入されるベクターを使
用する。なお、コントロールとして、神経芽
腫がん幹細胞特異的遺伝子であるCD133を高
発現するマウスも同様の方法で作成する。 
４．研究成果 
(1)すでに神経芽腫sphere特異的遺伝子とし
て報告している CD133 とともに、転写因子
CDX1 の発現が sphere 形成依存的に上昇する
ことが明らかとなった。また、CD133 の上流
配列にCDX1が直接結合して転写することを、
in vitro で見出した。さらにマイクロアレイ
の解析から、ES 細胞を含む幹細胞に重要な転
写因子・増殖因子の経路が亢進していること
が明らかとなった。 
(2) sphere 特異的な転写因子 CDX1 を高発現
させることで、通常は sphere を形成しない
神経芽腫細胞においても、sphere 形成が観察
され、RNAi による遺伝子発現抑制によって、
sphere 形成は阻害された。このことから、
CDX1 は sphere で特異的に発現するだけでな
く、神経芽腫の sphere 形成を制御する遺伝
子であることが示唆された。 
(3) CDX1 を高発現させた神経芽腫細胞では、
様々な遺伝子の発現誘導が確認された。その
中で、幹細胞に関連する遺伝子経路は、
sphere 形成と同様に亢進しており、CDX1 は
sphere 形成時の細胞の性質を制御する因子
の一つであることを確認することができた。 
(4) CDX1 および CD133を組織特異的に発現す
るため、CAG プロモーターの下流に loxP-停
止コドン-loxP を上流に持つ CD133 または
CDX1 のトランスジェニック(Tg) ベクターを
作成した。このベクターを用いて、遺伝子組
換え ES 細胞を作成し、C57 bl/6 マウスの受
精卵に導入することでTgマウスを作出した。
作出したマウスは Rosa26 領域に挿入した遺
伝子を持つが、普段は発現がないか、非常に
低いため、特にこれまでに形態的な異常や発
がんは観察されていない。 
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