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緒緒  言言  

 
小児がんの一つである神経芽腫では、最近の 5 年生存率は 50％程度と改善傾向にあり、分子標的治療（ALK

阻害剤や Aurora Kinase 阻害剤など）の臨床治験も進められているが、未だ患者 QOL の向上や治療抵抗性に資

する有効な治療法は確立されていない［1］。大規模ゲノム解析により神経芽腫には様々なゲノム異常が存在して

いることが明らになった一方で、同じゲノム異常を持ちながらエピゲノムで制御された異なる表現型を示すサブ

タイプの存在が明らかになるなど、分子レベルの腫瘍“間”不均一性と細胞レベルの腫瘍“内”不均一性が混在して

いる。また、他のがん種では見られない自然退縮という現象が起きるなど、表現型が極めて多様である。このよ

うな多様性の存在が明らかになる一方で、なぜこの多様性が生まれるのか、本質的な疑問である「神経芽腫の発

生機構」については多くが謎のままである。神経芽腫はほとんどが 5 歳未満の幼児～小児期で発症し、発症時年

齢とゲノム異常の相関も明らかにされており、その発症には体の発達と関係した時期特異性が存在している。発

生機構について、神経芽腫で頻繁に増幅している Myc ファミリーの MYCN、点変異が見つかっている ALK な

ど、幾つかの遺伝子については遺伝子改変動物モデルで神経芽腫を引き起こすことが分かっている［2］。しかし、

がん化の時期特異性を担う遺伝子、すなわち神経芽腫を成り立たせる環境については全く分かっていない。 
神経芽腫の起源について、最近ヒトやマウス胎児の副腎組織および神経芽腫組織を対象としたシングルセル遺

伝子発現解析の論文が報告された［3，4］。その結果、神経芽腫細胞は発生中の交換神経前駆細胞に類似してお

り、もう一つの起源として考えられていた副腎のクロム親和性細胞とは類似していないことが報告された。この

ように神経芽腫の起源となりうる細胞が示唆されているが、依然として詳細な起源細胞とその機構は不明である。

これまでの先行研究で、神経芽腫モデルである TH-MYCN マウスで発生した神経芽腫細胞を in vitro でスフェ

ア培養する培養法を確立した［5］。これを応用し簡易的且つ短期間で神経芽腫の発生を模倣することができるよ

うになった。本研究では、この in vitro 神経芽腫発生モデル、副腎組織と in vitro で培養した細胞を対象にシン

グルセル遺伝子発現解析を行い、神経芽腫発生の時期特異性に寄与する候補遺伝子の同定を目的とし、より詳細

な発生機構の解明に基づいた新規治療標的となり得る遺伝子（シーズ）の探索研究へと発展させる基盤作りに挑

んだ。 
 

方方  法法  

 
11．．iinn  vviittrroo 神神経経芽芽腫腫発発生生モモデデルル  
生後 1 日、7 日、14 日、21 日齢の野生型マウス（C57BL/6JJcl）の副腎組織を酵素処理で単細胞化し、先行研

究で確立した培地［5］で培養を行った。培養初日に、Venus 蛍光タンパク質のみを発現するコントロールのレン

チウイルスと、Venus に 2A ペプチドで融合したヒト MYCN 遺伝子（神経芽腫のがん遺伝子）を発現するレン

チウイルスを感染させた。培養から 7 日後に形成したスフェアの数・大きさを評価した。 
MYCN により形質転換したスフェア細胞 1×10６ cells を培地と 1：1 で混合したマトリゲルと混ぜ、ヌードマ

ウス（BALB/c-nu）の皮下へ移植した。移植から 4 週間後に形成した腫瘍の大きさ・重さを評価した。また形成
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した腫瘍組織切片を HE 染色にて評価した。 
  
22．．シシンンググルルセセルル遺遺伝伝子子発発現現解解析析 
マウス副腎組織（生後 1 日、7 日、14 日、21 日齢）および生後 1 日齢マウス副腎由来細胞へ MYCN を強制発

現させた初代培養細胞（培養 1 日、3 日、5 日、7 日後）を対象にシングルセル遺伝子発現解析を行った。組織も

しくは培養細胞から酵素処理により単細胞懸濁液を調整し、Chromium Single Cell 3’ Reagent Kits V3.1（10x 
Genomics）を用いてライブラリ調製後、HiSeq（Illumina）によりシーケンシングを行った。Cell ranger（10x 
Genomics）と Seurat を用いてデータ解析を行った。 
 
33．．ウウェェススタタンンブブロロッッテティィンンググとと免免疫疫染染色色 
シングルセル遺伝子発現解析の結果を検証するため、MYCN で形質転換したスフェア細胞に加え、神経芽腫細

胞株の SH-EP（MES-type）と SH-SY5Y（ADRN-type）、また神経芽腫モデル Th-MYCN マウス由来のスフェ

ア細胞（ADRN-type）をコントロールとし、ADRN マーカー（Th、Dbh）及び MES マーカー（Notch2、Yap）
の発現をウェスタンブロッティング及び免疫染色により確認した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．IInn  vviittrroo 神神経経芽芽腫腫発発生生モモデデルルのの構構築築  
生後 1 日の野生型マウスの副腎組織を酵素処理により単細胞化して培養し、レンチウイルスを用いて神経芽腫

のがん遺伝子である MYCN を過剰発現させると、増殖性のスフェアが形成された（図 1a）。MYCN により形質

転換したスフェアは継代可能であり、野生型マウスの皮下へ移植したところ病理学的に疑いのない神経芽腫を形

成した（図 1b）。 

 
図1．In vitro神経芽腫発生モデル 

a） 生後1日、7日、14日、21日由来副腎細胞を0.5×10６ cells/wellで播種し、それ

ぞれVenus蛍光タンパク質を発現するControlとMYCNを発現するレンチウイ

ルスを感染させ、7日間培養を行った。左図は代表的な蛍光像、右図は形成した

スフェア数の定量結果。各6匹ずつ実験を行った。*** p＜0.001、**** p＜0.0001
（Welch's t test）。 

b） ヌードマウスへ移植したスフェア（MYCNで形質転換したスフェア）の皮下腫

瘍。左図は4匹へ移植し形成した皮下腫瘍、右図はHE染色像。 
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一方で、1 週齢以降の副腎組織由来細胞へ同様に MYCN を導入した結果、週齢を重ねるにつれ形成するスフ

ェアが著しく減少した（図 1a）。この結果から、生後 0 日の副腎組織には MYCN によってがん化する細胞タイ

プが存在し、神経芽腫の時期特異性を担う遺伝子が発現していることを強く示唆している。これまでに、ES や

iPS 由来細胞から交換神経系の前駆細胞を作成したモデル［6］や、ヒト由来の神経堤細胞をマウスへ移植したキ

メラモデル［7］を用いた研究など報告は幾つか出ているが、神経芽腫発生の時期特異性について着目している研

究はなく、この観察および実験手法は本研究を支える最も重要であり独自の基盤となった。 
 

22．．シシンンググルルセセルル遺遺伝伝子子発発現現解解析析  
生後 1 日齢の副腎組織に含まれる未分化細胞（神経芽腫の起源を含む）を同定し、特異的に発現している遺伝

子、すなわち神経芽腫の発生を担う可能性のある遺伝子のリストを作成することを目的とし、マウス副腎組織（生

後 1 日、7 日、14 日、21 日齢）および生後 1 日齢マウス副腎由来細胞へ MYCN を強制発現させた初代培養細胞

（培養 1 日、3 日、5 日、7 日後）を対象にシングルセル遺伝子発現解析を行った（図 2）。 
 

 
 

図2．シングルセル遺伝子発現解析の実験デザイン 
 

計 8 サンプルのシングルセル遺伝子発現解析結果を統合し、空ドロップレットの除去、ダブレットの除去、

Ambient RNA の検出に基づく混入 RNA の補正など幾つかの Quality control を行い、合計 31,095 細胞の      
データを解析した。クラスタリングにより 19 の細胞クラスターに分類した後、各クラスター特異的に発現する

遺伝子の抽出、SingleR を用いた細胞タイプの推定やマーカー遺伝子の発現パターンから、各クラスターの細胞

タイプ（計 15 クラスター）を同定した（図 3）。その結果、副腎組織サンプルには、皮質細胞、髄質細胞、           
シュワン前駆細胞、内皮細胞、マクロファージなどのモノサイト、B 細胞、T 細胞、好中球などが存在していた。

一方、培養サンプルには、皮質由来細胞、髄質由来細胞、シュワン前駆細胞、一過的な細胞群、培養に伴い増殖

してくる細胞群（「Sphere?」と定義）が存在していた。興味深いことに、「Sphere?」クラスターは典型的な神経

芽腫マーカーであるアドレナリン作動性神経関連遺伝子（ADRN marker）の発現は見られず（副腎髄質クラス

ターで最も高い）、間葉系遺伝子（MES marker）の発現が高い（線維芽細胞や内皮細胞と同等に高い）というこ

とが分かった（図 3）。 
 

3



 

 
図 3．クラスタリング解析による細胞タイプの同定と ADRN/MES 遺伝子発現スコア解析 

 
33．．シシンンググルルセセルル遺遺伝伝子子発発現現解解析析のの検検証証  
シングルセル遺伝子発現解析の結果を検証するため、生後 1 日齢マウスの副腎組織由来細胞へ MYCN を導入

し形成したスフェア（培養 7 日後）を回収し、ADRN と MES マーカーの発現をウェスタンブロッティングおよ

び免疫染色にて確認した（図 4）。予想外に、MYCN で形質転換したスフェアは ADRN マーカーの発現が顕著で

あり、MES マーカーの発現は認められなかった（図 4）。これらの結果は、シングルセル遺伝子発現解析で推定

した「Sphere?」という細胞クラスターは MYCN により形質転換した神経芽腫のスフェアではなく培養で増殖す

るその他の細胞タイプ（線維芽細胞が有力）である可能性を強く示唆している。 
 

 
 
図 4．スフェアにおける ADRN/MES マーカーの発現 

各種細胞における ADRN マーカー（Th、Dbh）と MES マーカー

（Notch2、Yap）タンパク質の発現をウェスタンブロッティング（左

図）と免疫染色（右図）により確認した。 
 
当初の予想に反して、シングルセル遺伝子発現解析でスフェアの細胞クラスターを同定できなかった。今回、

培養サンプルは浮遊して増えるスフェアに加え、培養ディッシュに張り付いて増える細胞もまとめて解析に供し

た。おそらく、張り付いて増殖する線維芽細胞の細胞割合がかなり多くなり、スフェア細胞が解析されなかった
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可能性が高いと考えられる。本研究報告書には間に合わなかったが、スフェア細胞だけを回収し再度シングル   
セル遺伝子発現解析データの取得を行った。新しく取得したデータと統合し、再度解析を進め、副腎組織中に存

在するどの細胞タイプが実際にスフェア形成に寄与しているか明らかにする。また、その細胞タイプが副腎の異

なる週齢においてどのように変化していくか（数が減るのか、遺伝子発現が変わるのか）を詳細に解析すること

で、時期特異的な神経芽腫の発生機構解明を目指す。 
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