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Thesis

はじめに

　神経芽細胞腫 (NB)は脳腫瘍を除く小児悪性固形腫
瘍のなかで頻度が高く，ときに自然消退や治療により
神経節細胞へ分化するなどの特徴を有する 1, 2)．しか
し，進展や生存に関連し，NBに特異的に発現するで
あろう蛋白質や癌抑制遺伝子の転写などについて十
分な解明がなされていない．これら分子機構の解明は
NBのもつ特異的病態の解明に繋がり，ひいては治療
方針の決定に重要な情報となると考えられる．腫瘍細
胞になんらかの刺激 (低酸素，温度，抗癌剤など)を与
えると，これに応答して細胞内に生存，増殖に関する

蛋白質の発現調節が起こる．このことを利用してアポ
トーシスを誘導，それに応答する細胞内蛋白質の発現
調節について様々な研究が行われている 3-5)．NB培養
細胞は通常，10％牛胎児血清 (FBS)培地下で生存，進
展を維持することが可能である 6)．われわれは神経芽
腫細胞株GOTO細胞を用いた予備実験で，1％ FBS培
養下で培養すると，24時間後で一時培養細胞数は減少
するが，48時間以降には細胞数は漸増し，その後 4日
目 (96時間 )まで生存することを確認した．そこでこの
実験モデルを用い，低血清で培養した24時間の時点に
て，10％ FBS培養に比べて有意に発現する細胞内蛋
白質を近年開発された蛍光標識 2次元デイファレンス
ゲル電気泳動システム(2D-DIGE)によるプロテオーム
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（目的）腫瘍細胞になんらかの刺激 (低酸素，温度，抗癌剤など)を与えると，これに応答して細胞内に
生存，増殖に関する蛋白質の発現調節が起こると推測される．われわれは神経芽腫細胞株GOTO細胞
に低血清刺激を与えた時に有意に発現する細胞内蛋白質を，近年開発された蛍光標識 2次元デイファ
レンスゲル電気泳動システム(2D-DIGE)によるプロテオーム解析によって捕らえ，蛋白質レベルでど
のような調節が行われるかを検討した．

（方法）GOTO細胞を10％ ウシ胎仔血清 (FBS)入りRPMI-1640培地で70 -80％の細胞密度まで培養後，
1％ FBS入り同培地に置換し24時間培養した．10％ FBS同培地で24時間培養したサンプルをコント
ロールとした．各群の蛋白質を抽出，蛍光標識し2次元電気泳動を行った．電気泳動後，ゲルイメージ
の発現蛋白質量の差異を解析した．有意な発現変化のあるスポットを切り出し，ゲル内でトリプシン
消化，消化物を質量分析し，各スポットの蛋白質同定を行った．

（結果）10％ FBS群に比べ1％ FBS群でアポトーシス，増殖，分化に関する6つの蛋白質 (cytochrome C, 
endoplasmic reticulum calcium-binding protein 55, laminin-binding protein, stathmin, pre-mRNA splicing 
factor SF2, heat shock cognate protein 70) の発現増加や減少が認められた．　

（考察）同定した蛋白質は細胞増殖促進や抑制の相反する作用を持つ蛋白質だった．これらの蛋白質の
発現増加および減少は低血清濃度という危機的環境において，生存や増殖の継続に向けた分子レベル
での調節機構が，GOTO細胞内で生じていることを示唆している．今回の様なストレス負荷時に発現
する蛋白質の解析と同定は，神経芽腫の治療戦略上重要な情報を提供すると思われる．
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解析 7)によって捕らえ，蛋白質レベルでどのような調
節が行われるのかを検討した．神経芽腫細胞腫におけ
る2D-DIGEによるプロテオーム解析の報告はこれま
でにない．

実験方法

A. 実験細胞
1. ヒト神経芽細胞腫細胞株GOTO細胞と培養
実験に供したGOTO細胞 (Health Science Research 
Resources Bank, Tokyo, Japanより購入)は，13ヶ月，
男児の左副腎から発生した神経芽細胞腫から得ら
れた細胞で，N-myc 増幅が約 40倍とされる．本細胞
を2 mM sodium pyruvate (Wako, Osaka, Japan)，10％
ウシ胎児血清（FBS, Wako, Osaka, Japan）に50 μg/ml 
surfate gentamycin (Wako, Osaka, Japan) を添加した
RPM1640液体培地 (Invitrogen, Tokyo, Japan)を用いて 
75 cm2のフラスコ(Falcon, Tokyo, Japan)中で37℃，5％ 
CO2 ，95％大気で培養した．
B. 検討項目と測定方法（Table 1）
1. 低血清刺激による細胞の生存と形態学的変化
　10％ FBS培地で培養したGOTO細胞が70 -80％の細
胞密度になってからPBSで洗浄後 1％ FBS培地 (以下
1％ FBS群 )および10％ FBS培地 (以下 10％ FBS群 )
に移し，いずれも72時間培養した．また培養後 24時
間，48時間，72時間に両群の細胞数と生存率をトリ
パンブルーテストで測定し，両群間で比較した．統計
解析はStudent’s t-testで行った．統計学的有意差はp＜
0.05とした．同時に細胞の形態学的変化を光学顕微鏡
で観察した．トリパンブルー染色は0.2％のtrypan blue 
(Invitrogen, Tokyo, Japan)で染色し，Glasstic slide 10 
with grids血球計（HYCOR KOVA, , garden grove, CA, 
U.S.A）で，細胞数と生存率を測定した．
2. サンプル調整と蛋白質解析 
　1％ FBS群で細胞数及び生存率が最も減少した培養
24時間の時点における1％ FBS群の細胞についてプロ

テオーム解析を用い，10％ FBS群に比べ有意に発現
する細胞内蛋白質をとらえるために解析を行った．細
胞は遠心後Grinding microtube (Amersham Pharmacia, 
Tokyo, Japan)，2次元用サンプル溶解バッファー (8 M 
Urea, 2 M thiourea, 4％ CHAPS, 20 mM Tris-HCl, pH 
8.5, 2 mM Pefabloc plus, Roche, Tokyo, Japan)でホモゲ
ナイズし，超音波処理をしてから，10,000 g，20分間，
20℃で遠心した．上清を濃縮後にサンプルのpHを約
8.5 に調整し，蛋白質の濃度を2D-Quant kit (Amersham 
Bioscience)にて測定した．
3.  蛍 光 標 識 2次 元 デ イ フ ァ レ ン ス ゲ ル 電 気 泳 動
解析システム (2-D Fluorescence Dif ference Gel 
Eectrophoresis: 2D-DIGE)
　2D-DIGE法は，複数の試料を3種類の蛍光色素 
(Cyanine dyes, Cy2, Cy3, Cy5)で標識し，これらを同
一ゲル上で一括して2次元電気泳動を行う．この方法
は複数試料を1枚のゲル上で解析するため，複数試料
間での蛋白質発現変動の差異を高精度に解析するこ
とが出来る 10, 11)．Amerscham Bioscienceのマニュアル
に従って，2つの実験グループの間のタンパク質発現
差異を統計学的に検出するために，4回の2-D DIGE
を行った．1％ FBS群のサンプル40 μgと10％ FBS
群のサンプル40 μgをそれぞれCy3, Cy5で標識した．
内部標準として，実験のすべてのサンプルを同等量
混合し，40 μg をCy2で標識した．1次元目は，dry 
polyacryamide gel strips (IPG strip: 13 cm x 0.9 mm, 
pH 3-10, Amerscham Bioscienc) を使用し，20℃で12
時間膨潤後，プログラムした電圧勾配に従って行った
（S1: Step 500 V 2 h, S2: Grad 1000 V 1 h, S3: Grad 8000 
V 2.5 h, S4: Step 8000 V 1.5 h, S5: Step 50 V 20 h）．ゲル
ストリップは平衡化バッファー (125 mM Tris, 40％ 
(w/v) glycerol, 3％ (w/v) SDS, 65 mM DTT, pH 6.8) で
15分間，25 mg/mlの濃度のヨードアセトアミドを含
んだTris-buffer (125 mM Tris, 40％ (w/v) glycerol, 3％ 
(w/v) SDS, pH 6.8)で15分間処理した．2次元目 (SDS -
PAGE)は，ストリップを10 -20％ リアルゲルプレート
(13 cm x 15 cm x 0.7 mm, Bio-Craft, Tokyo, Japan)上に
乗せ，15 mA定電流 15分，30 mA定電流 3時間，電気
泳動を行った．
4. 画像解析
　ゲルイメージを蛍光イメージアナライザー (Typoon 
9410, Amerscham Biosciences)で取り込んだ．取り込ん
だゲルイメージはImage Quantソフトウェア(Amersham 
Bioscience)で処理した．ゲル内のスポット検出とゲ
ル間の差異解析は，それぞれDeCyderソフトウェア
(Version 5.02, Amerscham Biosciences)のDifferential 
In-gel Analysis (DIA)モードとBiological-Variation Analysis 
(BVA) モードを使用して行った．ゲルのスポット強度
は内部標準で修正された．統計解析はStudent’s t-test
で行った．統計学的有意差はp＜0.05とした．

Table. 1.  Experimental scheme
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5. ゲル内トリプシン消化　
　ゲルは40％メタノール(Wako)と20％酢酸 (Wako)
で，30分間室温で固定した．Sypro Ruby蛍光染色液
（Bio-Craft）にて1時間室温で処理し，10％メタノール
と7％酢酸で洗浄した．解析結果から，有意に発現量
に差のあるスポットをゲルから切り出し，アセトニ
トリルを加えて，乾燥させた．ゲル片を50 mM Tris-
HCl, pH 8.0のトリプシン(Roche, Tokyo, Japan) また
はLys -C (Roche, Tokyo, Japan) 溶液を加え37℃ で 20
時間処理した．60％アセトニトリルを含む100 μg/ml 
0.1％ TFAを添加し，遠心して酵素消化ペプチドをゲ
ルから抽出した．その後，抽出溶液を遠心乾燥機で乾
燥させた。
6. LC-MS/MS (liquid chromatography/tandem 
mass spectrometry)
　抽出したペプチドを0.1％ TFAに溶かしてから，オー
トサンプラー，HTC-PAL（CHROMSIS LLC, Alexamdria, 
VA)，と高速液体クロマトグラフィー，DiNa (KYA 
Technologies, Co, Tokyo, Japan)，を装備した質量分
析器，LCQ Advantage (Thermo Electron Corportion, 
Waltham, WA)，を用いて解析した．液体クロマトグラ
フィーにはReverse phase Capillary column (Develosil 
ODS -HG5, 0.15 mm i.d. X 50 mm, Nomura Chemical 
Co. Ltd., Seto, Japan)を用い，ペプチドは，300 nl/min
の流速で，0.1％ギ酸溶液中でアセトニトリル濃度を
4 -72％の直線的に濃度を変化させて，溶離した．得ら
れたデータはSEQUEST (Thermo Electron Corportion, 
Waltham, WA)およびMASCOT (Matrix Science)8)を
用いて解析した．

結　果

1. 10％FBS群と1％FBS群の細胞数と生存率(Fig. 1)
　1％ FBS群は培養後 24時間で細胞数は培養開始時に
比べ減少し(p＝0.001)，かつ生存率も66％に低下した．
しかし低下は一時的で，それ以降は徐々に増加し，48
時間で70％，72時間で72％まで回復した．一方，10％
FBS群の細胞は減少することなく経時的に増加し，生
存率も培養 24時間で151％，48時間後 210％，72時
間後 372％と増強した．生存率の有意差は24時間後
p＝0.002(＊)，48時間後 p＝0.0006(＊＊)，72時間後 p＝
0.00003(＊＊＊)だった．
2. GOTO細胞の形態変化 (Fig. 2)
　GOTO細胞は1％ FBS群では24時間以降は，10％
FBS群に比べて神経突起の伸長現象を認めた．24時間
以降も1％ FBS培地で培養を続けると，神経突起はさ
らに伸長した．
3. 画像解析 (Fig. 3)
　マスターゲル上の3472スポットの中から発現に差
異のあった38のスポットを検出した．さらにスポット
の画像から良好なピークが得られた9つのスポットを

Fig. 1.  The viability rates of GOTO cells in the 1％ and 
10％ FBS groups. The 10％ FBS group showed the following 
viability rates of GOTO cells at 24, 48 and 72 h of cultivation: 
151％, 210％ and 372％, respectively. The 1％ FBS group 
showed the following viability rates of GOTO cells at 24, 48 
and 72 h of cultivation: 66％, 70％ and 72％, respectively. 
(significant dif ference; ＊:p＝ 0.002, ＊＊:p＝ 0.0006, ＊＊＊:p＝
0.00003, Student’s t - test, p＜0.05).

Fig. 2. Typical inverted photomicrographs of GOTO cells. 
GOTO cells were tear-drop, small-sized cells, resemble 
fibroblasts and proliferated densely. GOTO cells at 24 h of 
cultivation in the 1％ FBS medium showed neurite outgrowth 
compared to the 10％ FBS medium (arrows). Scale bar: 100 
μm. Panel A: 10％ FBS medium; Panel B: 1％ FBS medium.
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切り出した．1％ FBS群では10％ FBS群に比較して，
6つのスポットで発現増加を，3つのスポットで発現減
少を認めた．
4. LC-MS/MS (liquid chromatography/tandem 
mass spectrometry) (Table 2)
　発現増加を認めた6つのスポットについて蛋白質が
同定できたのは5つで，1つは同定出来なかった．同定
出来た蛋白質は，Cytochrome C (Mr 16752, pI 6.3)9, 10), 
endoplasmic reticulum calcium-binding protein 55 
(ERC-55; Mr: 36854, pI 4.26)11, 12), Laminin-binding 
protein (LBP; Mr: 32702, pI 4.76)16 -19), Stathmin (Mr 
17161, pI 5.77)22, 23), pre-mRNA splicing factor SF2 (Mr 
31314, pI 4.79)24, 25)であった．発現減少を認めた3つの
スポットのうち蛋白質が同定出来たのは1つで，Heat 
shock cognate protein 70 (HSC70; Mr 70854, pI 5.37)13-15)

であり，残り2つは同定出来なかった．

考　察

　神経芽細胞腫 (NB)は多様性 (予後良好群，予後不
良群，自然退縮群または増殖型腫瘍 )を有する．これ
までnerve growth factor(NGF)のreceptorであるTrK
ファミリーの発現がNBの分化，生存および増殖に関
与することが指摘されている 2)．しかし，進展や生存
に関連し，NBに特異的に発現している蛋白質や癌抑
制遺伝子の転写などについて十分な解明がなされてい
ない．一般に腫瘍細胞は増殖のために十分な酸素と栄
養を必要とする 26)．従って，多くの細胞成長因子や栄
養成分を含む血流を操作することは癌治療のひとつの

方法であり，塞栓術がその代表的なものである．血流
の減少が血清濃度の低下という環境を招くことも容
易に推測される．血清濃度の低下という危機的環境に
おいて腫瘍細胞が生存，増殖に向けどのように応答す
るのか，即ち，細胞内の蛋白質レベルでどのような調
節がおこなわれるのかを理解することは，NBの特異
的病態の解明に重要なヒントを与えてくれると思わ
れる．
　神経芽細胞は通常，10％ FBS培地下で継代培養さ
れる 6)．交感神経節細胞の培養では，NGFなどの神経
栄養因子を含まない培地，即ち培養液の血清濃度を低
下させると培養細胞は死滅していく 27)．しかしGOTO
細胞は無血清培地でも生存し，数時間で神経突起の伸
長現象が認められることが既に知られている 28)．われ
われの予備実験でも1％ FBS群のGOTO細胞は，10％
FBS群に比べ神経突起の伸長現象を認めた(Fig. 2)．
また，24時間後に細胞数は減少するが48時間以降に
は漸増した．この減少から増加に至る期間は，低濃度
血清という危機的環境におかれた細胞が生存，増殖
に向け，細胞内で蛋白質の発現，調整を行っている
可能性が推測される．プロテオーム解析の結果，10％
FBS群に比べ1％ FBS群 24時間の時点にて6つの蛋
白質の発現に有意差を認め，各々，CytochromeC，
endoplasmic reticulum calcium-binding protein 55 
(ERC-55)，Heat shock cognate protein 70 (HSC70)，
Laminin-binding protein(LBP)，Stathmin，pre-mRNA 
splicing factor SF2と同定された．
　Cytochrome C はアポトーシスに関与する蛋白質

Fig. 3. Two dimensional gel electrophoresis images of 
GOTO cells. The first dimensional gel electrophoresis was 
conducted with dry polyacrylamide gel strips, and the two 
electrophoresis by SDS -PAGE. The gel was stained with 
Spyro Ruby. The ordinate denotes molecular weight (kDa), 
and the abscissa isoelectric point (pI). Arrows indicate the gel 
spots where the 1％ FBS group showed statistically significant 
changes (up - regulation: → ; down - regulation: ⇒ ). 

Six proteins in GOTO cells which were identified in this study 
are listed along with theoretical molecular weight (kDa), 
theoretical isoelectric point (pI), and results of the statistical 
analysis by Student’s t-test (p＜0.05). Spot No. corresponds 
to each number in Fig. 4. Changes in protein expression in 
the 1％ FBS group are shown with arrows (up - regulation: ↑ ;  
down - regulation: ↓ ;  not identified:－ ).

Table 2. Outlines of proteins which showed significant 
changes in the expression of GOTO cells identified by 
LC-MS/MS analysis in 1％ FBS groups
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の1つである．アポトーシスは生体の恒常性を保つた
めの重要な役割を果しており，細胞はダメージを受
けたり増殖のバランスが崩れるとアポトーシスを起
こし除去される．細胞にストレスを与えると細胞は
Cytochrome Cをミトコンドリアから細胞質内に放出
し，そのCytochrome CはApad-1やcaspase -9と提携し
て細胞質内のアポトーシス関連酵素を活性化する．其
の結果，アポトーシスをおこし，最終的に細胞を死に
誘導する 9)．従ってCytochrome Cの発現の増加は低濃
度血清というストレスの加わった1％ FBS培養 24時
間の細胞数および生存率の低下につながったと考えら
れる．しかし，最近の研究において，細胞が低栄養に
さらされた時，ミトコンドリア内の酸化ストレスの縮
小が認められた 10)．ミトコンドリアの数の増加はミト
コンドリア内蛋白質であるCytochrome Cの増加にも
つながり，GOTO細胞におけるCytochrome Cの増加
はアポトーシスだけでなく，ストレスに対する細胞の
生存維持にも関与している可能性が強い．
　一方で，ERC-55の発現増加が認められた．ERC-55
は小胞体に存在する蛋白質で，細胞の増殖と分化の伝
達経路に関与するカルシウム結合蛋白質ファミリー
のひとつである．他の蛋白質との相互作用は血清とカ
ルシウム濃度に依存すると言われている 11)．交感神経
節細胞は，培養液中の神経栄養因子であるNGFを除
去しても，細胞内カルシウムイオン濃度を増加させた
り，ある種の蛋白質を投与することで，細胞死を阻止
出来ることが知られている 27)．ERC-55は他の蛋白質
と結合し，活性後に細胞の退化，アポトーシスを制御
し，アポトーシスによる細胞死を阻止する作用を有す
る．即ち細胞内での重要な増殖調整因子であり11)，1％
FBS群で認められたERC-55の発現増加は危機的環境
におかれ，死滅，減少したGOTO細胞が生存に向け，
アポトーシスを極力おさえようとする反応の表れであ
ると思われる．この一連の応答はHSC70の発現にも現
れている．HSC70は1％ FBS群で唯一発現の減少を認
めた蛋白質である．いわゆるHeat shock proteinは様々
な物理化学的ストレスに誘導され，多くはストレスに
対する細胞の応答として発現するが非ストレス下でも
構成的に発現し，細胞の分化，増殖，生存，機能など
様々な細胞の営みに不可欠な蛋白質でもある．
　HSC70は癌細胞の細胞表面に発現しているといわ
れ，腫瘍発生と増殖の指標や腫瘍に対する免疫治療，
およびウイルス感染の受容体としての機能が注目され
ているが，NBとの関係は不明である 13,14)．細胞に熱を
加えると一般的に増殖は抑制される．一方で細胞癌化
ではHSC70が例外なく増加する．しかもHSC70遺伝
子を過剰に発現させると細胞の増殖がある程度抑制さ
れる 15)．以上のことはHSC70が細胞増殖を制御する働
きを有する事を示唆している．またHSC70は血清中の
epidermal growth factorなどの成長を刺激する因子に

よって，細胞表面に発現する 13)．従って1％ FSB群に
おける培養 24時間でのHSC70の発現減少は培養液中
のこれらの成長因子の濃度の低下およびGOTO細胞の
数の減少，増殖率の低下によって負に誘導されたもの
と考えられ，結果的に72時間後の細胞増殖に繋がった
と考えられる．
　1％ FBS群では10％ FBS群に比べ，培養 24時間で
細胞の生存率が最低となり，神経突起伸長現象が認
められ，Laminin  receptor(LR)であるLBPの発現が著
明となった．細胞外マトリックス分子であるLaminin
が癌細胞の接着移動能を促進することや転移性癌細
胞で膜上のLRの発現が高いことも報告されている 16)．
一方で神経細胞突起を伸長させ，神経細胞の接着と
分化を促進することも知られている 17)．こういった細
胞マトリックス分子は悪性転換すると合成や蓄積が
減少するとも指摘されており，癌の増殖や浸潤過程
における接着，遊離の制御に関与している 16,18,19)1％
FBS培養後 48時間には生存率の増加が認められたと
考えられる．同じく発現増加を認めたStathminは，
oncoprotein18(Op18)またはmetablastinとして良く知
られている細胞質内蛋白質で細胞シグナル伝達を統制
する機能を有する．stathminはほとんどのNBの原発
巣にて発現が認められている．一般に細胞周期におい
てresting stateにある細胞内のstathminの発現は少な
く，検出の限界レベルにあるが細胞増殖に進むと増
加し，体細胞の分裂 (M)期にはピークに達する 20)．M
期においては細胞分裂の過程で形成された紡錘極の
周辺に微小管構造中心が出来，そこで tubulinと呼ば
れる蛋白質が重合して微小管となる．stathminはこの
tubulinと結合し，微小管の安定化に影響し，ひいては
NBの薬剤耐性を誘導するとされる 21,22)．1％ FBS群で
stathminの発現増加をみたことは生存する細胞が細胞
周期においてM期にあることを示唆している．一方，
stathminは神経特異的な突起伸長関連分子 SCG10と
アミノ酸配列が酷似しており，SCG10はstathminの神
経特異的なアイソフォームであると言われている 23)．
従ってstathminの発現増加はLamininと同様，神経突
起伸長にも関与している可能性がある．
　同様に発現のあったpre-mRNA splicing factor SF2
は筋小胞体蛋白質 (sarcoplasmic reticulm protein, SR 
protein)のひとつでありmRNAのプロセッシンング過
程において転写の活性や特定のRNA配列を認識し，結
合したり他の蛋白質と相互作用してスプライシング反
応の調節に関与する．このようなSR蛋白質の選択的
スプライシング反応は転写が進行している部位で行
われ，細胞特異的な蛋白質の発現に重要な役割を果し
ている．即ち，真核生物がその多様性を生み出すため
に獲得した遺伝子発現制御システムであると考えられ
ている 24,25)．発現の増加が認められたことはGOTO細
胞においても形質転換に向けた反応が行われているこ
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とを示唆している．
　今後，NBにおいて選択的スプライシング反応の調
節機構が解明されれば転写調節の研究と相まって，
NBの形質転換のメカニズム解明に貢献すると思わ
れる．

結　論

　2D-DIGEによるプロテオーム解析にて，1％ FBSで
培養後24時間目のGOTO細胞内で，アポトーシス，増
殖，分化に関する6つの蛋白質の発現増加や減少が認
められた．これらは細胞増殖促進，抑制の相反する作
用を持つ蛋白質だった．これらの蛋白質の発現増加は
低血清濃度という危機的環境において，生存や増殖の
継続に向けた分子レベルでの調節機構が，GOTO細胞
内で生じていることを示唆している．NBの分化，増
殖は，NGFと言った生物学的活性因子や転写因子，受
容体などによって複雑に制御されている．今回の様な
ストレス負荷時に発現する蛋白質の解析と同定は，神
経芽腫の治療戦略上の標的として重要な情報を提供す
る可能性が示唆された．加えて，NBの多様性を理解
する上でも有用である．

　本稿の要旨は the 35th Annual Meeting of the Society 
for Neuroscience, (Washington, DC, November, 2005), 
第 106回日本外科学会総会 (東京，2006年 3月 )，第 43
回日本小児外科学会総会 (秋田，2006年 6月 )で発表
した．
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