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抄 録
小児がんは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が必要不可欠である．主に分子生物学的手法を使ったトランスレーショ
ナルリサーチを実際に小児がんの治療を行う臨床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．本稿においては，臨床医の観点に立ってこれまで行ってきた神経芽腫を中心とし
た悪性度を判定する予後因子解析の内容を紹介し，また，最近，難治性小児がん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．
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Abstract

Pediatriccancershavetheheterogeneityofbiology.Inordertoselecttheoptimaltreatment
accordingtothedegreeofmalignancy,itisessentialtoaccuratelyidentifyanybiologyassociatedwiththe
prognosis.Thetranslationalresearchforpediatriccancerusingthemethodofmolecularbiologybythe
clinicianwillresultinthetailor-madetreatment.Inthismanuscript,wewillintroducetheanalysisof
prognosticfactorsinneuroblastomas,andtheestablishmentforDendriticcell-basedimmunotherapyfor
neuroblastomas.
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は じ め に

小児がんは，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．小児が
んにとっては，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がんの治療を主に行う臨床
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，臨床医の観点に立ってこれまで
行ってきた神経芽腫を中心とした悪性度を判定
する予後因子解析の内容を紹介し，また，最近，
難治性小児がん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したい．

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，1pLOH，11qLOH，17qgain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

神経芽腫予後関連遺伝子の
数的変化の高感度解析

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（fluorescenceinsituhybrid-
ization）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insitu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
singlecopyであった54例中内46例はMYCN
genedosage（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stage3，4症例，
そのうち3例は腫瘍死している，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MYCNgenedosage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．サザンブロット
にてsinglecopyであった症例で，FISHを用いて
MYCN増幅を検索できた23例のMYCNgene
dosageをclinicalstage別に見ると，非進行症例

（stage1，2，4S）は18例，進行症例（stage3，
4）は5例で，genedosage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．
Case1は，検体中の有核細胞の15％，Case2
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1）．これら
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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）６）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，検体中にMYCN増幅細胞が部分的に存

在する（腫瘍内heterogeneity）症例をさらに検
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．

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

（Tropomyosin-RelatedKinaseA）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

（Bridgingintegrator1）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，神経芽腫細胞株における強制発現の結果，

発現量変化による神経芽腫
新規予後関連遺伝子の検討
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図1 サザンブロットMYCN1copy症例における定量的PCRとFISH法によるMYCN遺伝
子増幅



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）．
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．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1）．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．
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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，Nnat
β発現量の3因子の組み合わせと臨床病期及び

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

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2）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
testbyKruskal-Wallisexacttest）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2）．このシステムにおける
Extremelyhighrisk群（4不良因子）には新規
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表2 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

図2 3予後不良因子（TrkA低発現，BIN1低発現，Nnatβ低発現）の保有数と生存率曲線



治療法の開発が望まれ，Secondlyhighrisk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．

本邦における乳児神経芽腫の臨床は，乳児神
経芽腫マススクリーニング（マス）を抜きにし
て述べることできない．マスは，神経芽腫が1
才以上の年長児が予後不良であることから，早
期に発見し，できるだけ早く治療を行うことに
より，治療成績を向上させることを目的とし
て，生後6ヶ月の全ての乳児を対象にして尿中
VMA,HVAによるスクリーニングを行う事業
が，全国的には1985年から開始された１３）．しか
し，マス施行後に明らかに神経芽腫の罹患率が
増加し，マスで発見された症例は，大部分が生
物学的良好な神経芽腫であり，自然退縮するよ
うなものも含まれていた．また，マス受診時に
結果が陰性で，その後に年長児で臨床的に発症
してくる症例が存在し，そのような症例の多く
は進行症例で悪性度も高いことから多くが予後
不良であった１４）．また，欧米の短期間の研究か
ら死亡率の低下が明らかでなく１５），マスの有効
性が疑問視されたことなどを受けて，行政は
2004年3月に全国でマスを休止とした．
マス休止後（2004年3月以降）に発症して九

州大学で治療を受けた症例は，2008年3月まで
に16例存在し，そのうち6ヶ月以降に発症した
症例13例に対してその臨床像と生物学的予後
因子を検討した１６）．年齢は8ヶ月から5歳7ヶ月
まで病期はstage4の症例が8例と進行症例を多
く認めた．また，発見契機については，検診や
偶然の胸写異常で4例が発見されていたが，そ
れらの病期はstage1が3例，stage2Aが1例と
早期発見されていた．原発巣は2例が縦隔で，1
例が後腹膜であり，その他は副腎原発であっ
た．現在治療中が5例あるが，腫瘍死した症例
は今のところ存在しない．また，この13例に関
しては，いずれも尿中VMA，HVAのいずれか

乳児神経芽腫マススクリーニング
休止後における神経芽腫の臨床像

または両方が高値を示していた．Brodeur分
類１７）による悪性度分類では，aneuploidであった
type1の症例は4例であった．検診などで偶然
発見された4例はtype1が3例でtype2Aが1例
であった．Type2Bの症例，つまりMYCN増幅
があった症例は症例6の1例のみであった．そ
の他にMYCNが微増しているMYCNgainの症
例を症例9の1例に認めた．この症例9を含め
て8例がtype2Aであった．これらの臨床像と
悪性度分類の結果から，13例におけるマス休止
の影響について検討してみた．1歳前後までに
見つかった症例については，6ヶ月時に腫瘍が
あったと仮定し，13例全部が，尿中VMA，HVA
のいずれかまたは両方が高値を示していたこと
から考察した結果，マスが施行されていれば，
6ヶ月時に発見されていたと思われる症例が，8
例存在し，6例はdownstagingや術後化学療法
の必要がなかった可能性があると考えられた．
type2Aの5例は発見時期が遅く，6ヶ月マスで
発見されていたかは不明である．
マス休止が神経芽腫の臨床像と悪性度にどの

ような影響を与えたかを考察するために，マス
休止後に発症した症例（6ヶ月以降に発見され
た症例）とマス施行時期の症例（マス症例を含
め6ヶ月以降に発見された症例で予後因子解析
によりBrodeur分類可能症例）をBrodeur分類
と臨床病期に関して比較してみた．その結果，
type1の症例は，マス休止後に減少していた．
一方，type2A症例の割合がマス休止後に明らか
に増加傾向（19％→62％）にあり，type2A症
例の臨床病期は，マス施行時期に比べてマス休
止後では，stage4症例の割合が明らかに増加し
ていた（50％→88％）．さらにマス施行時期の
データをマス発見群（MSpositivecases），マス
陰性後発症群（MSnegativecases），マス未受診
群（Nonscreenedcases）に分けて悪性度分類
を検討してみたところ，マス発見例の大部分を
占めていたtype1症例は，マス休止後は，発見
される割合が激減（89％→31％）していた．ま
た，マス施行時期のマス未受診群は，マス休止
後症例と同等の悪性度の割合が予想されるが，
やはり，type2Aの割合は，マス未受診群：59％
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に対してマス休止後群：62％とほぼ同じ割合を
占めていた．これらの解析結果から考察する
と，1．マス発見例の大部分を占めていたtype1
症例が，マス休止後では，大部分が自然退縮し
て発見される割合が減少している．2．マスで
発見されていたtype2A症例は，マス休止後で
は，年長児において進行病期で発見される割合
が増加している．3．組織学的に証明されてい
ないが，マス発見例でtype1と判定されていた
腫瘍内にtype2Aの細胞が部分的に存在し，マ
ス休止後において，そのような症例のtype2A
の細胞が選択的に増殖して，発見時には，
type2Aの進行症例として判定される可能性が
ある．と考えられた．
マス休止後症例が，まだ，少ないため，明ら

かなことは言えないが，6ヶ月マスで発見され
ていた症例は，大部分が自然退縮するような予
後良好群であり，治療する必要がなかった症例
が存在している一方で，放置していた場合，年
長児で進行症例として発見されていた症例が一
部，含まれていた可能性があり，そのような症
例の予後には，マスは貢献したと考えられる．
今後，多くのマス休止後症例の臨床像と悪性度
解析の蓄積が必要である．

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，MHCclass1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（ts-
rSeV/dF-DCs）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
床試験を行った18）．
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．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．ts-rSeV/dF-
mIFNβ（前研究でB16メラノーマにおいて抗

難治性小児がんに対する樹状細胞を
用いた免疫遺伝子治療の開発

腫瘍効果を効率よく増強することのできたマウ
スIFN-β遺伝子を，ts-rSeV/dFを用いて樹状細
胞へと導入した）を用いた場合，早期治療群で
は60％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），4Gy/dayのX
線を腫瘍局所的に前照射を行う実験を行っ
た．図3に示すごとく，γ放射線単独治療，および
ts-rSeV/dF-mIFNβ-DCs単独治療のみでも効
果的に腫瘍体積を減少させることはできるもの
の，確立された腫瘍を完全排除することは困難
であった．（腫瘍の完全排除はγ放射線単独治
療では6頭中0頭，ts-rSeV/dF-mIFNβ-DCs単
独治療では8頭中2頭であった）一方，この2
つの治療を組み合わせた場合，8頭中6頭にお
いて腫瘍接種後38日目には，確立された腫瘍の
完全排除が可能となった．結果としては，γ放
射線とts-rSeV/dF-mIFNβ-DCsを組み合わせ
た治療においては8頭中5頭が無腫瘍状態で
200日を超える生存を認めた１９）．
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，腫瘍接種後186日目に，c1300と
Mussを同時に接種する再接種実験を行った．
無治療，または臨床的に適切な放射線照射のみ
をした個体においては腫瘍接種後120日以内に
全例が死亡した．ts-rSeV/dF-mIFNβ-DCsを
用いた樹状細胞治療のみを行った個体4頭のう
ち，1頭は120日以上，無腫瘍状態で生存した
が，この個体にはMussやc1300の再接種によ
り，双方の腫瘍が生着した．放射線を過剰照射
した個体4頭のうち，3頭は無腫瘍状態で120日
以上生存したが，Muss，c1300の再接種に対し，
双方とも生着した．一方，γ放射線照射と樹状
細胞治療との併用治療を行った個体では，4頭
中3頭が無腫瘍状態で120日以上生存し，さら
に4頭全てにおいてc1300の再接種を特異的に
拒絶した．このことから本療法は，長期メモ
リーを成立させることが示唆された１９）（図4）．
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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
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図3 放射線前照射併用ts-rSeV/dF-mIFN-DCsの抗腫瘍効果



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，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．

共 同 研 究 者

宗崎良太，東 真弓，田中 桜，竜田恭介，孝橋賢一，
木下義晶，田中真司，田口智章（九州大学小児外科），
米満吉和（九州大学薬学部）
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図4 放射線前照射併用ts-rSeV/dF-mIFN-DCsによる永続的な腫瘍特異的防御免疫の誘導
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