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研究成果の要旨 

 生後６ヶ月時に行われていた神経芽腫マススクリーニングが休止となり、自然退縮傾向を有する

乳児神経芽腫が激減した反面、難治性神経芽腫の予後は依然として３０％と極めて不良である。こ

の難治性神経芽腫の予後を改善すべく、我々は神経芽腫組織バンクの基盤整備を行い、遺伝子診断

および中央病理診断の基盤作りを行った。また、DNA チップによる網羅的遺伝子発現解析を行い、予

後を分ける遺伝子を多数同定するとともに、少数遺伝子のみによる予後予測のための実用化チップ

を開発し、その臨床試験を開始した。あわせて、神経芽腫の悪性度に影響を与える重要遺伝子の機

能解析を行い、それらの機能を明らかにするとともに、それらを分子標的とした治療法の開発も視

野に入れた検討を行った。さらに、神経芽腫に対する新しい遺伝子治療の可能性に関しても検討し

た。このように、神経芽腫のトランスレーショナルリサーチの基盤を確立し、新しくスタートする

全国統一の神経芽腫グループスタディと連携してよりよい治療法の確立を目指す。 

 

 

 

研究者名および所属施設 

 

研究者名 所属施設および職名 

中川原 章 千葉県がんセンター・研究所・所長

堺  隆 一 国立がんセンター研究所・細胞増殖

因子研究部・部長 

門 松 健 治 名古屋大学大学院医学系研究科生物

化学講座分子生物学・教授 

市 川  仁 国立がんセンター研究所・腫瘍発現

解析プロジェクト・プロジェクトリ

ーダー 

檜山 英三  広島大学自然科学研究支援開発セン

ター・教授 

大喜多 肇  国立成育医療センター研究所、発

生・分化研究部、機能分化研究室・

室長 

 

総括研究報告 

 

１ 研究目的 

 小児悪性固形腫瘍の中で最も発生頻度の高い腫瘍のひ

とつである神経芽腫は、生後６ヶ月時のマススクリーニ

ングが休止した現在、進行例が多く、その予後は今なお

不良である。この難治性神経芽腫の予後を改善するため

には、基礎的な基盤研究を充実させ、新しい研究成果に

基づいた正確な診断と予後予測、そして新しい治療法の

開発が緊急の課題である。そこで、本研究では、１）腫

瘍バンクの連携と病理組織分類の再評価によって正確な

組織診断情報を提供できる体制を作る。２）正しい臨床

病理情報に基づき、遺伝子や蛋白質レベルでの発現解析

を行うとともに予後決定に関わる因子を解析し、分子レ

ベルでの新しい予後診断を確立する。３）転写調節やシ

グナル伝達の面から神経芽腫進展を制御する分子メカニ

ズムを明らかにすることにより、病態に基づいた新しい

治療法を開発する。４）難治性神経芽腫に対する遺伝子

治療法を開発する。以上の４つを目的とした。本研究に

より、従来の国内における神経芽腫研究の基盤となる腫

瘍組織の供給法を見直し、遺伝子・蛋白質・病理レベル

での総合的な情報交換をすることによって、これらの情

報が有機的に統合された診断システムの確立と分子病態

に基づいた画期的な新しい治療法の開発が可能になるも

のと期待される。 

 

分担研究課題 
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神経芽腫の予後に関わる遺伝子の同定とその臨床応用に

関する研究 

神経芽腫進展のシグナル伝達の解析 

神経芽腫の遺伝子治療法開発 

マイクロアレイを用いた神経芽腫の予後に関わる遺伝子

の解析 

遺伝子診断、組織バンクの確立と新しい診断法の開発 

神経芽腫の新しい分子病理診断法の開発 

 

２ 研究成果 

 （１）神経芽腫組織バンクの確立と病理診断および遺

伝子診断体制の強化 

 我が国における神経芽腫のトランスレーショナルリサ

ーチ研究の基盤を確立するため、主任研究者の中川原は、

神経芽腫組織バンクと遺伝子診断を行う体制を整備した。

すなわち、各小児医療施設において手術摘出された神経

芽腫組織から DNA, RNA を抽出し、重要な予後予測因子で

ある MYCN がん遺伝子増幅、DNA 核型、TrkA 遺伝子発現な

ど、分子生物学的予後因子の検査を行うとともに、平成

１６年度には、血清中 Midkine 値の定量検査を加えた。

また、分担研究者の檜山も、西日本地区を対象に同様の

組織バンクと遺伝子診断システムを作り、MYCN 遺伝子増

幅、染色体増減、DNA 核型等の検査体制を確立した。ま

た、分担研究者の大喜多は、中央病理診断を行うための

システム作りを行い、国際神経芽腫病理診断（INPC）を

我が国に導入・定着させるための準備を行った。さらに、

スタンプ標本やホルマリン固定パラフィン切片を用いた

fluorescence in situ hybridization (FISH)法により神

経芽腫の染色体異常を安定的に検出する方法の確立を試

みた。これらの神経芽腫診断体制の確立は、現在進めら

れている全国統一神経芽腫グループスタディの骨格を強

固にし、それを支えていく重要な基盤となるものと期待

される。 

（２）神経芽腫の網羅的発現解析と診断チップの臨床応

用の試み 

 主任研究者の中川原は、神経芽腫組織より抽出した

5,300 個の cDNA をマイクロアレイ化し、約 140 例の神経

芽腫に由来する RNA をハイブリダイズさせ、予後に関わ

る遺伝子の抽出を行った。さらに、実用化チップを開発

するために、上位にランクされた 200 個の遺伝子のみを

搭載したミニチップを開発し、臨床試験の段階にまで到

達した。一方、分担研究者の市川は、Affymetrix 社の

HG-U133A マイクロアレイ（22,215 probe sets）を用い

て 59 症例の神経芽腫臨床検体のマイクロアレイ解析を

行った。その結果、1）予後良好腫瘍と予後不良腫瘍の間

で大きく遺伝子発現が異なり、予後不良腫瘍においては

神経内分泌細胞への分化が強く抑制されていること、2）

予後不良腫瘍のなかでは、MYCN 遺伝子増幅のある腫瘍と

ない腫瘍の間の遺伝子発現の差は極めて小さく、MYCN 自

身を含む一部の遺伝子に限られること、3）MYCN 遺伝子

増幅のない予後不良腫瘍においても、Myc 転写因子群の

標的遺伝子の高発現が見られること等を明らかにした。

また、MYCN の発現を強く抑制できる siRNA を作製し、新

しい治療法の開発研究も試みた。分担研究者の檜山は、

48例の神経芽腫を対象に、SNPs アレイを用いた網羅的検

索を行った。これら DNA チップを用いた神経芽腫の予後

予測システムの開発は、今後より一層国際的にも競争の

激しい領域になることが予想される。 

（３）神経芽腫進展を制御する分子メカニズムの解明と

治療の分子標的の検索 

 分担研究者の堺は、神経芽腫の生物学的特性を制御す

る一連のシグナル分子の機能解析に引き続き、変異を加

えた ShcC を作製して、神経芽腫培養細胞における ShcC

の機能的役割をさらに深く解析した。その結果、ALK-ShcC

を介する pathway がこうした腫瘍細胞の細胞周期の進行

に関与していることが示唆された。現在、さらに SH2 結

合分子を詳細により解析することにより、この腫瘍抑制

作用のメカニズムを解明しようと試みている。また、主

任研究者の中川原は、神経芽腫細胞株の１番染色体短腕

1p36.2 のホモ欠失領域より発見された新規がん抑制候

補遺伝子 KIF1B の機能的解析を行った。アデノウイルス

ベクターを用いて細胞内遺伝子導入したところ、

KIF1B-βを過剰発現した細胞は分裂期においてのみ細胞

死を起こした。また、アンチセンスによりその発現を恒

常的に抑制した SH-SY5Y 細胞は、ヌードマウスに巨大な

腫瘍を形成した。したがって、KIF1B-βは機能的ながん
抑制遺伝子であることが明らかとなった。さらに、予後

良好な神経芽腫において高発現する新規遺伝子として同

定した BMCC1 は、COOH-端に BCH ドメインを有し、機能的

に GAP 活性を有することが明らかになった。また、CDC42

と物理的に結合し、その機能を抑制した。さらに、BMCC1

は TrkA 受容体の活性化によりリン酸化を受け、そのシグ

ナルを細胞骨格系へ送る役割を担っているものと思われ

た。したがって、BMCC1 は、神経芽腫細胞の増殖、分化、

細胞死を制御する重要な分子であり、これを標的とする

ことで、新しい治療法の開発が可能になるものと考えら

れた。 

（４）難治性神経芽腫に対する遺伝子治療法の開発 
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 分担研究者の門松は、神経芽腫細胞に高発現するミッ

ドカイン（MK）を治療の分子標的と設定し、MKがエンド

サイトーシス後に細胞質へ何らかの機構で確かに移行す

ること、そして細胞質あるいは核へ移行した MKがプロテ

アゾームによって分解されることを明らかにした。また、

治療法の開発として、MKに対するモルフォリノ骨格のア

ンチセンスが安定性・安全性に優れ、治療効果があるこ

とを明らかにした。一方、siRNA を用いた癌治療を目指

し、VEGF siRNA を局所投与したところ、ヒト前立腺癌細

胞のヌードマウス皮下腫瘍に対する著しい抑制効果が得

られた。VEGF siRNA の抗腫瘍効果は血管新生抑制による

ものであった。これらの試みは、小児がんの中でも最も

難治性である神経芽腫の克服へ向けて極めて重要な役割

を担うものと期待される。 

 

３ 倫理面への配慮 

１）研究目的のみの検体の使用については、各施設の倫

理審査委員会で審査され「ヒトゲノム・遺伝子解析研究

に関する倫理指針（2001 年３月）」を順守することを条

件に承認される。 

２）動物実験は各所属施設の定める動物実験倫理規定に

従って、動物愛護の観点から動物の生命の尊重と苦痛を

ともなう実験への充分な配慮のもとに、慎重に進める。 

３）ヒト胚性幹細胞（ES 細胞）は取り扱わない。

研究成果の刊行発表 
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