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研究成果の概要（和文）：進行性神経芽腫において受容体シグナルを制御する膜タンパク質であるNLRR1による腫瘍の
増悪化のメカニズムについて検討した。NLRR1は成人癌にも発現し増悪化に関与することが明らかになる一方で、ALKに
対しては相互作用を介して負に制御することが明らかとなった。
NLRR2が薬剤感受性に影響を及ぼすことも分かり、細胞増殖・分化を制御し、腫瘍細胞の運命決定において重要な役割
を果たすことにより、腫瘍の進展に大きな影響を及ぼし予後因子となることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the present project, functional analyses of NLRR1 have shown that it promotes 
tumor growth by regulating various types of receptor tyrosine kinases (RTK) in neuroblastoma (NB). 
Immunohistochemistry and qPCR have demonstrated that NLRR1 is expressed in various types of adult 
cancers. Of note, NLRR1 rather suppresses the activation of ALK, a NB-related RTK, through 
protein-protein interaction. On the other hand, the functional study has indicated a novel role of NLRR2, 
another member of NLRR family, in drug resistance of NB cells. Overall, the new data from this study 
suggest that NLRR family proteins contribute to cell fate decision by regulating cell proliferation, 
survival and differentiation and serve as prognostic factors in NB and other type of cancers.

研究分野：腫瘍生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
様々ながんの発がんメカニズムにおいて受
容体型チロシンキナーゼ（RTK）の関与が知
られており、その機能を特異的に制御する分
子標的薬が開発されてきている。しかし臨床
試験においては、極めて高い癌遺伝子依存性
（oncogene addiction）がある場合を除き、
単剤投与での有効性が認められないことが
多く、皮膚炎や肺炎などの副作用も懸念され
る。さらに、標的分子における新たな点突然
変異による耐性の獲得など、がん治療法の確
立には課題も多い。癌遺伝子依存性が高くな
い場合、RTK による細胞増殖シグナルがどの
ように制御・維持されているかを知ることは、
将来他の抗癌剤との併用あるいは分子標的
薬同士での併用療法を開発する上で重要で
ある。 
最近研究代表者らは、神経芽腫の予後に関連
する膜一回貫通型タンパク質として同定さ
れた NLRR1 が EGF や IGF によるシグナル伝達
を増強し、標的分子の候補となることを見出
した。神経芽腫のうち 1歳以上で発症する進
行期の神経芽腫は抗がん剤が効きにくく未
だ難治性であり、治癒率向上を目指した発が
ん分子機構の解明及び新規治療法の開発が
強く望まれている。NLRR1 は NLRR ファミリー
タンパクの一つであり、予後不良の神経芽腫
において高い発現が認められる 1,2)。その機能
に つ い て は 、 LRR ド メ イ ン や
immunoglobulin-like ドメインを持つこと
から、細胞接着や受容体としての機能が予想
されていたが、詳しい機能は不明のままであ
った。 
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２． 研究の目的 
進行性神経芽腫は抗がん剤が効きにくく未
だ難治性であり、治癒率向上を目指した発が
ん分子機構の解明及び新規治療法の開発が
強く望まれている。研究代表者はこれまでに
悪性の神経芽腫に高い発現を示すNLRR1が複
数の増殖シグナルを選択的に増強し細胞増
殖を増加させること、そして NLRR1 が細胞膜
上の受容体局在を変化させることによりリ
ガンドの結合を増加させることなどを明ら
かにし、さらに NLRR1 抗体が細胞増殖抑制効
果を持つことを示し、NLRR1 が標的分子とな
り得ることを示してきた。本研究では NLRR1
の選択的シグナル制御機構を解明し、新たな
受容体シグナル制御機構に基づく新規治療
法の開発につなげることを大きな目的とし
ている。 
そこで、より効果的な NLRR1 標的治療薬の開
発につなげていくべく、特にNLRR1によるRTK

の制御機構について検討し、発がん寄与する
NLRRファミリーの機能を明らかにする。 
 
 
３． 研究の方法 
（１）成人がんにおける NLRR1 発現とモノク
ローナル抗体の細胞増殖抑制機構 
成人がんにおけるNLRR1遺伝子の発現につい
て組織切片アレイを用いた免疫組織化学的
検索およびリアルタイムPCR法により検討を
行う。また、細胞増殖抑制効果をもつ NLRR1
モノクローナル抗体がEGF受容体などに与え
る影響を細胞実験により検討する。 
 
（２）NLRR1 がシグナルを負に制御するメカ
ニズム 
様々な受容体型チロシンキナーゼとの直接
的な相互作用について免疫沈降法により検
討する。相互作用が確認された分子について
はそれぞれの機能に対して相互作用が及ぼ
す影響について検討する。また、マウスサン
プルや症例サンプルを用いて in vivo におけ
る相互作用の検討も行う。 
 
（３）ファミリー遺伝子 NLRR2 の機能 
本研究が進む過程において、NLRR1 の細胞内
シグナルの中でも特に細胞増殖を促進する
成長因子（EGF や IGF）によるシグナル伝達
を正に制御し、がんの増悪化に寄与する一方
で、ALK などの他の受容体シグナルを抑制す
る機能を持つことが明らかとなってきた。一
方、同じファミリー遺伝子である NLRR3 は細
胞分化を促進することが示されていた。NLRR
ファミリーの機能について全容を明らかと
するべく、もう一つのファミリー遺伝子であ
るNLRR2の機能について主に細胞実験により
検討を行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）成人がんにおける NLRR1 遺伝子の発現
について組織切片アレイを用いた免疫組織
化学的検索により検討したところ、乳がんや
皮膚がんのがん組織においてもNLRR1の発現
が認められた（図１）。 
さらに肺癌サンプルの癌部・非癌部の組織試
料から調整した cDNA サンプルを用いてリア
ルタイム PCR 法により NLRR1 の mRNA 発現量
を測定したところ、癌部において高い発現を
示した検体が散見されたことから、神経芽腫
のみならず、各種成人がんの発生・進展にお
いても NLRR1 の関与が示唆された。 
 一方、これまでに、細胞増殖を抑制する効
果のある NLRR1 抗体を複数取得した。このう
ち、特に効果が強い抗体について、その作用
機序を明らかにするために、NLRR1 発現細胞
において抗体がEGFシグナル伝達に与える影
響について検討した。その結果、NLRR1 抗体
によりEGF処理による受容体の活性化が抑制
されることが明らかとなった（図２）。この



図３ NLRR1 および ALK 発現細胞の共
培養による両者の物理的相互作用の検
討。それぞれの抗体を用いた免疫沈降
法による検索の結果、NLRR1 と ALK が
細胞外において相互作用を持つことが
示唆された。 

図２ NLRR1抗体によるEGFRシグナルの
減弱。NLRR1 発現細胞（SH-SY5Y/NLRR1 細
胞および MCF7/NLRR1 細胞）において、
NLRR1 抗体#281 の前処理により EGF によ
る EGFR および HER2 リン酸化が抑制され
た。 

図１ 肺癌および乳癌組織における
NLRR1 の発現。NLRR1 抗体による免疫組織
科学的検索およびリアルタイム PCR 法に
よる mRNA 発現量の検索を行ったところ、
正常組織に比べ腫瘍部位において NLRR1
の発現が高い症例が確認された。 

ことからも、NLRR1 の機能が成長因子シグナ
ルの増強にあることが再確認された。また、
この抗体の抗原認識部位の遺伝子情報やエ
ピトープのアミノ酸配列などの性状解析を
行った。そして、特許微生物寄託センターに
抗体産生ハイブリドーマの寄託を行った上
で、得られた結果について特許出願を行った。 

 

 
 
 
 
 
 

（２）NLRR1 は EGF や IGF など細胞増殖を促
進する成長因子によるシグナル伝達を正に
制御し、がんの増悪化に寄与するが、他の増
殖因子シグナルの制御については不明な点
が多い。そこで、特に神経芽腫において発が
んと悪性化に寄与することが知られており、
治療標的として重要な受容体である ALK 
(Anaplastic lymphoma kinase)の機能に対す
る NLRR1 の影響について検討を行った。 
ALK 遺伝子に変異または増幅がある神経芽腫
由来細胞に NLRR1 を発現させ、ALK および下
流のシグナル分子のリン酸化について解析
したところ、NLRR1 の発現は ALK およびその
下流シグナル分子のリン酸化を減少させ，細
胞増殖を抑制することが明らかとなった。さ
らに免疫沈降法等による検討の結果、NLRR1
は ALKと細胞外ドメインを介して直接的な相
互作用をもつことが明らかとなった（図３）。 
 
 

 
 
 
そこで、生体内での ALK に対する NLRR1 の影
響を明らかとするために、NLRR1 遺伝子欠損
マウスの後根神経節におけるALKの発現を免
疫染色により観察したところ、野生型マウス
に比べ著しい発現上昇が観察された（図４）。
以上の結果から、NLRR1 が受容体シグナルの
うち特にALKを負に制御するメカニズムが明
らかとなった。以前の研究において、NLRR1
および ALKはいずれも神経芽腫の重要ながん
遺伝子である MYCN により転写制御を受ける
ことが明らかとなっているが、タンパク質レ
ベルでは両者に抑制的な機能制御があるこ
とが示唆された。 
 
 
 
 



図４ マウス胎仔後背神経節における
NLRR1 と ALK の免疫組織科学的検索。両
者は相互排他的発現パターンを示した。 

 
（３）NLRR ファミリー遺伝子である NLRR2 の
機能解析を行ったところ、NLRR2 は他のファ
ミリーとは異なり、細胞内ストレス応答にお
けるJNK/c-Junシグナル伝達の活性化により
遺伝子発現制御を受け、神経芽腫由来細胞に
おいてレチノイン酸処理やDNA傷害ストレス
に対して細胞生存を高める効果があること
が分かった。神経芽腫の臨床サンプルにおい
て遺伝子発現レベルを検討した結果、NLRR2
高発現群において有意に予後が不良である
ことが明らかとなった。このことは NLRR1 お
よび NLRR2の高発現により神経芽腫が増悪化
することが示唆される。 
一方、NLRR1 と神経芽腫モデルマウスとのコ
ンパウンドマウスの作出はできなかったが、
NLRR3 のノックアウトマウスの戻し交配作業
を進めつつ、表現型の解析を始めた。これま
でのところ、NLRR1 ノックアウトマウスとは
異なり、NLRR3 ノックアウトマウスにおいて
は顕著な表現型は確認されていない。 
 
本研究課題によって、NLRR1 およびそのファ
ミリー遺伝子による細胞内機能およびその
遺伝子発現制御機構が明らかとなった。これ
らの遺伝子は細胞増殖・分化を制御し、神経
芽腫細胞の運命決定において重要な役割を
果たすことにより、神経芽腫の進展に大きな
影響を及ぼし予後因子となることが明らか
となった。今後は得られた知見が NLRR ファ
ミリー遺伝子を標的とした新規治療法開発
につながることが期待される。 
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