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小児固形悪性腫瘍におけるトランスレーショナルリサーチ

九州大学大学院医学研究院 小児外科学分野

田 尻 達 郎

はじめに

小児固形悪性腫瘍は，神経芽腫をはじめとして症例毎にその腫瘍の悪性度が様々であることから，その

治療にあたっては，まず腫瘍の生物学的悪性度を判定することは必要不可欠である．小児固形悪性腫瘍に

とっては，このような悪性度解析がいわゆるトランスレーショナルリサーチと言われる研究の主役である

と考えられるが，主に分子生物学的手法を使ったこのトランスレーショナルリサーチを実際に小児固形悪

性腫瘍の治療を主に行う小児外科医，小児科医自身が携わることは，症例毎の高度なテーラーメイド型治

療につながると思われる．本稿においては，当教室においてトランスレーショナルリサーチとして神経芽

腫を中心とした悪性度を判定する予後因子解析を従来から行ってきたので，その内容を紹介し，また，最

近，難治性小児固形悪性腫瘍に対する新規治療法の開発を目指して樹状細胞を用いた免疫遺伝子治療の開

発を行っているので併せて紹介する．

１．神経芽腫予後関連遺伝子の数的変化の高感度解析

神経芽腫は神経堤由来の細胞が腫瘍化したもので副腎髄質，交感神経幹に多く発生する．神経芽腫の生

物学的特性は多岐にわたり，予後と関連した臨床的あるいは分子生物学的因子の研究が盛んになされてき

た．悪性度の程度に合わせた至適治療を行うため，分子生物学的手法を用いて予後と関連した遺伝学的異

常を迅速かつ正確に同定することが重要である．

神経芽腫の臨床的予後因子としては，年齢（１才未満は予後良好），臨床病期，原発部位（副腎原発は，

その他の部位に比較して予後不良），組織分類（Shimada分類）などがあげられる．生物学的予後因子には，

MYCN遺伝子増幅，DNA ploidy，1p LOH，11q LOH，17q gain などがあげられるが，その中でも最も強力

な予後関連遺伝子として，その数的変化の測定が悪性度判定に必要不可欠であったものがMYCN遺伝子

の増幅である1)．1991 年以降，日本の進行神経芽腫のスタディーグループでは MYCN 増幅の有無

（MYCN増幅が 10コピー以上か否か）にもとづき，２つの化学療法のレジメが用いられてきた2)．そのた

め，MYCN増幅の状況を迅速かつ正確に判定することが治療上求められる．その解析法は，従来，サザン

ブロット法による解析が一般的であり，10コピーを境界として悪性度の判定を行っていた．これは腫瘍組

織全体の解析法であり，腫瘍内の heterogeneity は評価できない．一方，FISH法（fluorescence in situ

hybridization）は個々の神経芽腫細胞のMYCN増幅の状況を評価できるが定量性に欠く．また，定量的

PCRは，FISH法のように個々の細胞における評価はできないが，組織全体における遺伝子数量の測定に

関しては，サザンブロット法より簡便に短時間で施行可能で感度が高い手法と言われている3)．我々は，

以前よりFISH法のように in situで個々の細胞を検索できる手法を併用することにより，腫瘍組織内にお

けるMYCN増幅細胞を高感度に把握することができることを報告してきたが4)，神経芽腫における定量

的 PCR法によるMYCN増幅解析の臨床的意義を確定させるために，さらに多数の神経芽腫検体において

本法による解析を行い，サザンブロット法，及び FISH法による解析結果と比較検討した．

その結果，サザンブロットにてMYCNが single copyであった 54例中内 46 例はMYCN gene dosage

（MYCN/p53）は 2.0未満だった．2.0以上を示したのは 8例ですべて stage 3,4症例，そのうち 3例は腫
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瘍死している．また，サザンブロットでMYCNが２コピー以上の 12 例において定量的 PCRでのMYCN

gene dosage の値は全て 10.0以上で，そのほとんどが，サザンブロットの値より高値を示した（図１）．サ

ザンブロットにて single copyであった症例で，FISH を用いてMYCN増幅を検索できた 23例のMYCN

gene dosage を clinical stage別に見ると，非進行症例（stage 1,2,4S）は 18 例，進行症例（stage 3,4）は

５例で，gene dosage が 2.0 以上を示したものは進行症例の２例のみで，その２例だけが FISH にて

MYCN 増幅細胞を検体中に認めた．Case 1 は，検体中の有核細胞の 15％，Case 2 は 29％にそれぞれ

MYCN増幅細胞を認め，腫瘍内の heterogeneity が疑われた（図２）．これらの結果から，MYCN増幅解

析は，定量的 PCRと FISH法の組み合わせが最も高感度であり，治療方針の選択に最も有用であると考え

られた5)〜7)．現在，国際的にもこの組み合わせによる判定法が標準的とされている．

また，さらに最近の研究成果として，検体中にMYCN増幅細胞が部分的に存在する（腫瘍内 heter-

ogeneity）症例を検討するために，定量的 PCRは微量な sampleからでも解析可能であるため，マイクロ

ダイゼクション法を用いて顕微鏡下に腫瘍組織の多数の部分から腫瘍細胞を採取し，定量的 PCR にて解

析した．その結果，腫瘍組織全体から抽出したDNAによる定量的 PCRにてMYCN遺伝子量の微量増加

した症例の中に数か所のMYCN 遺伝子量の増幅した細胞集塊とMYCN 遺伝子量が正常の細胞集塊を認

めるような症例も存在していた8)．今後，検体中にMYCN増幅細胞が部分的に存在するような症例に対

して，どの程度の治療法を選択すべきかを検討するためにさらにマイクロダイゼクションによる解析数を

増やす必要があると思われる．

２．発現量変化による神経芽腫新規予後関連遺伝子の検討

発現量が神経芽腫の予後に関与する遺伝子としては，神経成長因子受容体ファミリーの TrkA（Tro-

pomyosin-Related Kinase A）遺伝子が最も知られているが，我々は新規予後関連遺伝子の検討として，

c-MYC蛋白に結合してアポトーシスを誘導する蛋白として同定されていた BIN1（Bridging integrator 1）

遺伝子の神経芽腫における役割に注目した．BIN1 は神経組織において高発現しており，c-MYC の BIN1

結合部位（MB1）は，MYCNと 100％のホモロジーがあり，また，MYCNが増幅した神経芽腫細胞株にお

いて発現が低下していることがわかっていた．これらの背景から，神経芽腫において BIN1蛋白はMYCN

蛋白と協調してアポトーシスを誘導していると予想されたので，我々は，まず，神経芽腫 56 検体における

BIN1遺伝子発現を定量的 PCR にて解析した．その結果，BIN1遺伝子発現は，神経芽腫の既知の複数の

予後良好因子群において有意に高発現であり（図３），神経芽腫細胞株における強制発現の結果，MYCN

蛋白と協調してアポトーシスを誘導することが明らかになった9)．
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図１ サザンブロットと定量的 PCRによるMYCN増幅判定の比
較
神経芽腫 66 検体を用いた解析において，サザンブロット
にて MYCN が single copy であった 54 例中内 46 例は
MYCN gene dosage（MYCN / p53）は 2.0未満．2.0以上
を示したのは８例ですべて stage 3,4症例，そのうち５例
は腫瘍死．

Stage 3, 4
( n = 5 )

Stage 1, 2, 4S
( n = 18 )

1.0

2.0

3.0

4.0

Case 1

Case 2

MYCN gene dosage ( MYCN / P53 ) サザンブロット 1 copy
MYCN / p53 3.38

サザンブロット 1 copy
MYCN / p53 2.75

図２ MYCN 1 copy（サザンブロット）23症例における定量的
PCRと FISH法によるMYCN遺伝子増幅
stage3,4症例の５例のうち２例が定量的 PCR にて 2.0コ
ピー以上の値を示し，その２症例のみが FISH 法にて
MYCNが明らかに増幅した細胞が検体に存在．



次に，我々は，マイクロアレイシステムを用いて

新規予後関連遺伝子の検討を行った．既知の予後因

子が全て予後良好である神経芽腫検体３検体と全て

予後不良である神経芽腫検体３検体からそれぞれ，

mRNA をプールし，cDNAマイクロアレイにて両

群間の遺伝子発現差異を解析した．その結果，予後

不良群に優位に発現している遺伝子群を約 400抽出

し，また，予後良好群に優位に発現している遺伝子

を約 40抽出した（表１）．その中で，胎生期の脳神

経系に特異的に発現している Neuronatin（Nnat）遺

伝子に注目した．Nnat は 1994 年にはじめて哺乳動

物の新生児の脳からクローンされた．哺乳動物種で

高度に保存されており，発生途上の哺乳類の神経系

で認められる．マウスを用いた研究にて，Nnat の

発現はまず胎生 8.5日に後脳に認められ，その後，

中枢神経から末梢神経へと広がっていき，出生後に

徐々に消失する．交感神経系，副腎にも，マウスの胎生 15日目に認められている．この遺伝子は 20番染

色体長腕 11.2-12 に存在しており，3973鎖長である．３つのエキソンと２つのイントロンを含み，スプラ

イシングバリアントとして２つの発現型 Nnatα，βがある．αフォームは３つのすべてのエキソンを含

み，βフォームはαフォームの中央のエキソンを除く２つのエキソンを含む．神経発生における Nnat の

機能はまだ明らかではない．神経芽腫 70検体にてその発現量を定量的 PCRにて測定した結果，Nnatα，

βのいずれのアイソフォームにおいても，BIN１遺伝子と同様に既知の複数の予後良好因子群においてに

高発現であり，特に Nnatβは，既知の予後良好因子群，全てにおいて有意に高発現であった（表２）．こ

れらの結果から神経芽腫における新規予後関連遺伝子の可能性が示唆された10)．Neuronatin遺伝子の神

経芽腫における機能は，まだ，不明であるが，神経芽腫細胞株（IMR32）において強制発現させると神経突

起の延長が認められることから，神経芽腫の成熟・分化に関与していることが予想され，今後，その機能

についてさらなる解析を行う予定である．

３．神経芽腫予後関連遺伝子解析の組み合わせによる悪性度判定システム

FISH法と定量的 PCRを用いた遺伝子数的解析（MYCN増幅）と，定量的RT-PCRを用いた遺伝子発

現量解析（既知予後因子のTrkA，新規予後因子の BIN1,Neuronatinβ（Nnatβ)）を組み合わせること
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図３ BIN1 発現量と予後因子の関係
神経芽腫 56 検体における定量的 PCRによる BIN1遺伝子
発現量と予後因子との相関解析において，それぞれ予後良
好因子を持つ群において予後不良因子をもつ群に比較し
て高発現．
Low/Int Risk High Risk：COGリスク分類（年齢，stage,
MYCN増幅，DNA ploidy，組織分類によるリスク分類）

ral guanine nucleotide dissociation stimulator 3.75

neuronatin 2.97

ATPase, H + transporting, lysosomal 2.85

cyclin D1 2.61

tubulin, alpha, brain-specific 2.37

transcription factor AP-2 beta 2.37

secretary granule, neuroendocrine protein 1 2.35

growth associated protein 43 2.34

neural cell adhesion molecule 1 2.05

Gene favorable/unfavorable

表１ 予後良好神経芽腫群で優位な発現を示した
遺伝子群

DNA ploidy

Shimada分類

MYCN 増幅

Nnatβ/18s rRNA

(%TILE 50%)

P value

(Mann-Whitney U test)
分 類

表２ 70神経芽腫検体における Nnatβ発現量と予後因子

１才未満

１才以上

stage 1,2,4S

stage 3,4,

aneuploid

diploid

Favorable

Unfavorable

なし

あり

年齢

病期

P＜ 0.01

P＜ 0.01

1.72

0.36

1.11

0.36

0.96

0.33

1.79

0.14

1.01

0.06

生存転帰

0.37死亡

P＜ 0.01

P＜ 0.01

P＜ 0.05

P＜ 0.011.01



による悪性度判定システムの確立を検討した．

その結果，TrkA，BIN1，Nnatβ発現量の３因

子の組み合わせと臨床病期及び転帰との解析の

結果，３不良因子は神経芽腫の悪性度と有意に

相関していた（図４）（図５）11)12)．さらにこの

３因子にMYCN増幅の高感度解析を加えた４

因子の組み合わせ解析の結果，不良因子を０-

４個有する症例のそれぞれの 5 年生存率は，

92％，88％，78％，40％，０％（P ＜ 0. 001,

trend test by Kruskal-Wallis exact test）であり，

この分類にて神経芽腫悪性度に関して 5群の層

別化が可能であった（表３）．このシステムに

おける Extremely high risk群（４不良因子）に

は新規治療法の開発が望まれ，Secondly high

risk群（３不良因子）には，現行の強力な集学

的治療法の適正な遂行，その他の群には，治療

合併症を極力避けた臨床プロトコールの確立と

遂行が望ましいと考えられた．

４．難治性小児固形悪性腫瘍に対する樹状

細胞を用いた免疫遺伝子治療の開発

神経芽腫は，ガングリオシドの産生，ケモカ

インの産生抑制，MHC class 1 発現抑制などに

よって宿主免疫より逃れていると考えられる．

新規治療法の開発として我々は，樹状細胞によ

る免疫治療に注目し，センダイウイルスベク

ター（SeV）によって活性化された樹状細胞

（SeV/DC）を用いた免疫遺伝子治療を臨床応

用することを目的としたマウスにおける前臨床

試験を行っている．

A/Jマウスにマウス神経芽細胞腫 C-1300を

106 個皮下接種し，生着後，骨髄由来 DC を

SeVにて活性化し治療に用いた（図６）．腫瘍

生着後３日目より治療開始する群を早期治療群，

10 日目より治療開始する群を後期治療群とし

た（図７）．SeV-IFNβ/DCを用いた場合，早期治療群では半数の個体で腫瘍の完全消失を認め，後期治

療群においても抗腫瘍効果の増強を認めた．

臨床試験に向かう前に腫瘍が十分，生着，増大した後期治療群におけるさらなる抗腫瘍効果を得るため

に SeV/DC投与を行う３日前から，３日間（７，８，９日目），４ Gy/day の X線を腫瘍局所的に前照射を

行う実験を行った（図８）．その結果，コントロール，放射線照射単独，SeV/DC単独治療と比較して，放

射線照射と SeV/DC の併用療法において有意に腫瘍増殖を抑制することができ，８頭中５頭において腫

瘍が完全に消失した（図９)13)．いずれの実験においても，抗腫瘍効果を認めたマウスにおいて腫瘍特異

的な CTL の誘導を認めた．また，腫瘍が完全消失したマウスに神経芽腫細胞を再接種したところ腫瘍の

生着は拒絶されたことから，本療法は，長期メモリーを成立させることが示唆された．
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図５ ３つの予後不良因子（TrkA低発現，BIN1低発現，Nnat
β低発現）の保有数と生存率曲線

○：MYCN増幅なし ●：MYCN増幅あり

Stage 
3, 4
(n=15)

Stage 
1, 2, 4S
(n=29)

●●●●●

●○○○○
○○○○○

●●○○○
○○

○ ○

○○○○○
○

○○○○○
○○○○○
○

5 7 2

10 6 11

3 factors 2 factors 1 factor 0 factor

マス0 マス0 マス1

マス6マス6 マス10

2

○ ○

マス0

進行症例率進行症例率 7171％％ 4141％％ 2525％％

1

○

88％％

マス0

：死亡例

( P < 0.001, trend test by Kruskal-Wallis exact test )

図４ ３つの予後不良因子の保有数と臨床病期（TrkA低発現，BIN1
低発現，Nnatβ低発現）
予後不良因子を全く持たないグループは 12 例あり，1 例のみ
が，進行症例，1ファクターを有する症例は８例あり，２例が
進行症例，２ファクターを有する 17 症例中７例が進行症例，
３ファクターを有する７例中５例が進行症例．これら４群に
おける進行症例率は８％から 71％に予後不良因子保有数の段
階順に有意に増加（P ＜ 0.001, trend test by Kruskal-Wallis
exact test）．

０％
５年

生存率

Extremely

High

Secondly

High
Intermediate Low 1 Low 0

4 factors 3 factors 2 factors 1 factor 0 factor

Risk

分類

表３ ４つの予後不良因子（MYCN増幅，TrkA低発現，BIN1
低発現，Nnatβ低発現）の保有数と５年生存率

(P＜ 0.001, trend test by Kruskal-Wallis exact test)

92.2％88.3％78.2％40.1％



さらに，大動物における安全性試験として

カニクイザルによる急性毒性試験においては，

SeV/DCの毒性は低いものと判断され，活性

化DCによると考えられる細網内皮系の活性

化を示唆する所見を得た．今後，臨床応用を

考えた際にさらに SeV の安全性が問題と

なってくるが，SeVは細胞質内において，遺

伝子発現，蛋白合成を行うため宿主染色体へ

の影響はなく，またヒトへの病原性は報告さ

れていないため安全性は高いと考えられる．

さらに九州大学消化器総合外科学において，

重症虚血肢に対して FGF-2搭載 SeVによる

遺伝子治療が開始されており，その安全性が

確認されている．

現在，外科療法に併用した臨床試験のプロ

トコールを作成中であり，今後，学内の IRB

審査の承認後に厚生労働審議会に提出し，承

認後の早期の臨床応用を予定している．

おわりに

小児がんは，最近の集学的治療の進歩によ

り，飛躍的に治療成績が向上したが，今後は，

もっと，患者毎の 20 年後の QOL を重視した

治療が期待され，腫瘍毎の予後関連遺伝子発

現やゲノム異常の詳細な解析による悪性度診

断がさらに必要になってくる．また，難治性

や再発した小児がんに対しては，免疫治療な

どの新規治療法の開発も必要である．今後も，

このような小児悪性腫瘍に対するトランス

レーショナルリサーチに積極的に取り組んで

いくことが，小児がん全体の QOL を考慮し

た治療成績の向上につながる近道と考える．
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図７ SeV/DC療法の前臨床試験における治療プロトコール
1x106個の c1300をマウスの腹壁皮下に接種．治療は１週間に１回
の頻度で合計３回施行し，腫瘍接種後３日目より治療を開始する群
を早期治療群，腫瘍接種後 10 日目より治療を開始する群を後期治
療群とした．１回の治療に使用する樹状細胞の数は 1x106．
SeV/DC：組換えセンダイウィルスベクターを感染させた樹状細胞
SeV-IFN β/DC：インターフェロンβを導入した組換えセンダイ
ウィルスベクターを感染させた樹状細胞

図６ SeV/DC療法の前臨床試験におけるマウス骨髄由来 DCの採取方法
A/Jマウスの大腿骨および頸骨より骨髄細胞を採取し，negative
selection にて樹状細胞の前駆細胞を回収．GM-CSF，IL-4 存在下
に６日間培養した後，SeVをMOI100にて感染させ，８時間後に回
収した樹状細胞を治療に使用．
SeV：組換えセンダイウィルスベクター
SeV-IFN β：インターフェロンβを導入した組換えセンダイウィ
ルスベクター
SeV-GFP：GFPを導入した組換えセンダイウィルスベクター
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図８ SeV/DC療法の前臨床試験における放射線前照射併用治療
プロトコール
マウスの右大腿部の皮下に c1300を 1x106個接種し，１週
間後より１日４ G，３日間腫瘍局所に放射線を照射．その
翌日よりセンダイウイルスベクターにて活性化した樹状細
胞を１週間に１回，合計３回腫瘍内投与．
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図９ 放射線前照射併用 SeV/DC療法による抗腫瘍効果
放射線を前照射することにより，後期治療群におけ
る８頭中５頭において腫瘍が完全に消失．
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