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研究成果の要旨 

 難治性小児悪性固形腫瘍の新たな治療法を求めて次のような成果を挙げた gemicitabine が神経

芽腫に対し有効であることが基礎研究で示唆された。IL-2 と lymphotactin を導入した遺伝子治療

は抗腫瘍性が弱いこと、白血病発生の問題から中止された。レチノイン酸誘導体の新規ポリエン

Falconensones による神経芽腫の分化・アポトーシス誘導の研究ではレチノイン酸とは異なるメカニ

ズムで抗腫瘍効果を示すことが示され、新規治療薬として注目される。小児固形腫瘍で最も治療困

難な malignant rhabdoid tumor に対し、ゲフィニチブの有用性を示唆する in vivo, in vitro の

研究結果が得られた。神経芽腫や肝芽腫に特化した DNA チップの作製とそれを用いた新しい予後予

測法の開発が進み、世界に先駈けて臨床導入された。一方、本研究班にて討議された神経芽腫の臨

床試験体制の整備が進み、2005 年 4 月より進行神経芽腫の臨床試験が開始される。併行して日本神

経芽腫スタディグループが発足し、将来第１相試験も行える体制が出来た。 
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総括研究報告 

 

１ 研究目的 

 前方視的なグループスタディによる集学的治療により 

小児悪性固形腫瘍の治療は大きく進歩した。幹細胞移植 

を含めた多剤大量の化学療法、安全でより的確な手術、 

 

 

分担研究課題 

難治性小児固形腫瘍の標準的治療法確立の研究 

 

難治性小児固形腫瘍の新たな治療法開発に向けての予後

因子-高感度解析の研究 
難治性小児固形腫瘍の分子遺伝学的異常を標的とする 

治療法の開発 

ESFT のキメラ遺伝子の検出とその臨床応用に関する研

究 

レチノイドによる神経芽腫のアポトーシス誘導に関する   

基礎的研究 

 

小児がんに特化した DNA チップの作製とそれを用いた 

難治性小児固形腫瘍の新しい予後予測法 

 

 

術中照射や陽子線照射など洗練された照射の導入などが

その主な要因である。しかし、進行神経芽腫、進行横紋

筋肉腫、ユーイング肉腫などは我が国でも欧米でも依然

予後不良である。これらの腫瘍は化学療法によく反応す
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るものの、耐性を獲得した一部の腫瘍細胞が急速に再増

殖し、最終的には腫瘍死に至る。集学的治療の３要素と

された化学療法、手術、放射線療法の進歩はほぼ限界に

近く、新抗腫瘍剤に対して従来の研究体制を維持しつつ

も、全く新たな治療法の開発導入が必要不可欠である。

臨床応用可能な新たな治療法としては、(1)血管増生抑制

因子による治療 (2)レチノイン酸などによる分化誘導維

持療法、(3)遺伝子治療も含めた腫瘍特異的免疫療法、(4)

腫瘍のアポトーシス誘導の４つがあげられる。これらの

基礎研究とその臨床応用を推進することは、一見遠回り

のようだが予後不良の小児悪性固形腫瘍に対する治療成

績を更に向上させる上で、必要不可欠であると考えられ

る。 

 

２ 研究成果 

 前年に引き続き班長研究協力者（千葉大学 松永正訓、

三重大学 駒田美弘、帝京大学 飯沼久恵、東京大学医科

学研究所 山下直秀）と共同で研究を進めた。 

2-1. MYCN と共増幅をする DDX-1 の予後への影響解析 

 金子らは primary 神経芽腫 113 例について MYCN、DDX1

および NAG 遺伝子のコピ－数と遺伝子発現レベルを詳細

に調べ、予後・年齢との相関を検討した。MYCN 増幅例を

診断時月齢で 2群に分けて検討した結果、18ヶ月未満で

は DDX1 や NAG の co-amplification とは無関係に、MYCN

高増幅（≧40コピ－）症例の生存率が MYCN 低増幅（＜

40 コピ－）症例の生存率に比較して有意に高かった

（p=0.039）。一方、18 ヶ月以上の MYCN 増幅症例では、

DDX1 高発現かつ NAG 低発現例の生存率が、DDX1 低発現あ

るいは NAG 高発現例の生存率より有意に高いことが分か

った（p=0.021）。 

2-2. Gemcitabine を用いた神経芽腫に対する新しい化学

療法の開発 

 駒田らは in vitro、in vivo の実験で神経芽腫細胞株

が gemcitabine に高い感受性を示すことを明らかにした。

神経芽腫細胞株１１種における IC50 値（中央値）は

cytarabineに比較しgemcitabineで1/123と有意に低か

った（p<0.01）。薬剤耐性の神経芽腫細胞株をヌードマウ

スに皮下移植した実験で gemcitabine による有意な腫瘍

増殖抑制効果を認めた。以上の結果より gemcitabine は

神経芽腫に対し治療効果が期待でき、今後の臨床応用の

可能性があると考えられた。 

2-3. ウィルスを用いた神経芽腫特異的治療法の開発 

 神経芽腫に対し RNA ウイルス（Reovirus, Sindbis 

virus）を用いた腫瘍融解ウイルス療法の有効性を検討す

るため、特に Sindbis virus のが腫瘍融解作用を詳細に

調べた。線維芽細胞と 5 種類の神経芽腫細胞株では、

Reovirus を感染させてもまったく変化はなかった。

Sindbis virus を２種類の神経膠腫細胞株、5種類の神経

芽腫細胞株に感染させると MOI=0.01 で day3 には、ほぼ

100％の細胞が死滅し、神経芽腫で特にその効果が顕著だ

った。ウイルス感染後の細胞培養液を回収し、ウイルス

力価を測定したところ、100 倍に上昇していた。Reovirus

は ras 遺伝子が活性化した細胞内で特異的に増殖すると

されている。神経芽腫では ras が活性化していないため、

上記の結果は予測どおりであった。一方、Sindbis virus

は、幼弱な神経細胞にアポトーシスを誘導することが知

られている。Sindbis virus は神経芽腫に対しては極め

て強い腫瘍融解効果を示した。ウイルスの感染に際して

アポトーシスが誘導され、感染後、ウイルスは細胞内で

増殖することが証明された。 

2-4. 神経芽腫に対する遺伝子治療 

 IL-2とT細胞を強力に誘導するケモカインであるリン

フォタクチン（Lymphotactin, Lptn）を遺伝子導入され

た細胞が、安全に投与されうるかどうか、またそれが

IL-2 の導入細胞による抗腫瘍効果を高めるかどうかを

検討した。治療にエントリーした神経芽腫の患者胸水よ

り得られた神経芽腫培養細胞がIL2とLptnを十分な産生

することを認めた。しかし、その後米国で行われている

神経芽腫に対する IL-2 と Lptn の第 I 相臨床研究で、

IL-2+Lptnの遺伝子治療はIL-2単独の遺伝子治療と比較

してその効果が勝っていないことが明らかとなった。ま

た、小児の遺伝子治療において白血病の発生が報告され、

神経芽腫に対する遺伝子治療の安全性に懸念が生じ、そ

の治療効果も優れているとは言えないので、現在本遺伝

子治療は中断している。 

2-5. 新規ポリエン Falconensones による神経芽腫の分

化・アポトーシス誘導 

 Falconensones の分化誘導作用として、神経芽腫細胞

株においても低濃度で分化誘導傾向を認めた。高濃度で

アポトーシス誘導作用が優位であった点は RA とは異な

り、4-HPR と類似していた。神経芽腫細胞株に対する細

胞増殖抑制作用、アポトーシス誘導作用は、Falconensone 

A に比較して、その合成誘導体である Falconensone A-Br

および Falconensone A-OX の方が強い傾向があった。 

NB-39-nu におけるアポトーシス誘導作用の検討では、ア

スコルビン酸によるアポトーシス誘導作用の抑制効果を

認めなかったことから、Falconensones は ROS 産生によ

るアポトーシス誘導作用を持つ４-HPR とは別のアポト
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ーシス誘導経路を持つことが推測された。RAや 4-HPR と

は違った機序での細胞増殖抑制作用が期待できる

Falconensone A-Br は今後有用な神経芽腫治療薬となる

可能性が示唆された。 

2-6． Malignant Rhabdoid tumor に対するゲフィニチブ

の抗腫瘍効果 

 悪性横紋筋肉腫様腫瘍（malignant rhabdoid tumor 以

下 MRT）は、乳幼児に好発する非常に予後の悪い腫瘍で、

特に 1 歳未満発症例の 4 年生存率は 9.7％と悲劇的であ

り、分子生物学的には INI1 遺伝子の異常が認められる。

近年、EGFR チロシンキナーゼ阻害剤であるゲフィチニブ

は非小細胞性肺がんの治療に使用され第�相試験でその
有効性が示された。杉本らは MRT 組織と細胞株での EGFR

の発現と、in vitro と iv vivo でのゲフィチニブの抗腫

瘍効果を調べ、MRT の治療へのゲフィチニブの有用性を

検討した。無血清下では、MRT 細胞株のリン酸化 EGFR は

検出できないが、EGF を添加すると強くリン酸化された。

1µMのゲフィチニブ添加によりEGFRのリン酸化は抑制さ
れ、ゲフィチニブは MRT 細胞株に存在する EGFR のリン酸

化を抑えることが確認された。 

MRT 細胞株にゲフィチニブを 0.1～100µM で添加すると、
48時間後から濃度依存性に増殖が抑制された。また、MRT

細胞に 20µM のゲフィチニブを添加すると、細胞は小球
形に変形して浮遊し、これがアポトーシス誘導であるこ

とを確認した。アポトーシス誘導には JNK 経路が関与す

ると考えられた。ヌードマウスを用いた In vivo 抗腫瘍

効果実験では、有意にゲフィチニブ投与群で腫瘍の増大

抑制効果を認めた。以上より、ゲフィチニブは MRT の患

者の予後改善のために有用な分子標的治療薬となりうる

と考えられた。 

７．小児がんに特化した DNA チップの作製とそれを用い

た新しい予後予測法の開発 

従来の予後因子だけでは予測困難な神経芽腫について正

確に予測できる新たな予後診断システムの構築が急務で

ある。そこで中川原・大平らは、DNA チップを神経芽腫

の予後予測に導入することを目的に、神経芽腫由来の遺

伝子を搭載した独自の DNA チップを作製し、136 症例の

神経芽腫について網羅的遺伝子発現解析を行った。また、

神経芽腫由来独立遺伝子 5,340 個について、DNA チップ

の作製を行った。遺伝子の断片を Long-PCR 法により増幅

し、インクジェット方式を用いてスライドグラス表面に

スポッティングした（CCC-NB5000-Chip）神経芽腫チップ

を作成した。複数の神経芽腫の腫瘍組織より完全長 cDNA

を豊富に含むオリゴキャッピング cDNA ライブラリーを

作製して、3,700 個の遺伝子に対する特異的なプライマ

ーを合成し、典型的な予後良好群および不良群のサブセ

ット各16症例ずつを用いた半定量PCRによるスクリーニ

ングを行い、異なるサブセット間で発現に差の見られる

遺伝子を 438 種類同定した。 

患者予後と強く相関する遺伝子の同定 

予後との相関の高い順に様々な個数の遺伝子を使用して、

予後を予測する分類器をコンピュータでシミュレート

（マシン学習）した結果、遺伝子を相関の高い順に 70

個選択した際に、最も高い予測能が得られることが判明、

予後を予測すると正解率は約 90%であった。以上の結果

から、神経芽腫に特化したチップシステムを用いること

により、神経芽腫の予後と強く相関する遺伝子を大量に

同定することが出来た。これらの遺伝子発現を組み合わ

せた患者予後の分類器の構築は、それに基づいた適切な

治療法の選択に大いに貢献できると期待される。 

 

2-7．ユーイング肉腫のキメラ遺伝子解析 

ES は組織学的特徴が他の腫瘍と共通するが、最近では融

合遺伝子の存在を利用して臨床検体から mRNA を抽出し、

その転座部位を RT-PCR 法を用いて検索することによっ

て、診断を確定する。この解析法は腫瘍細胞の骨髄転移

の検索、治療中や治療後の微小残存病変の評価にも有効

であると考えられている。シークエンス解析を行えば、

各遺伝子の exon の種類まで判定できる。６例の ESFT 検

体を含む２９例の臨床検体で検索を行った結果、5 例の

ESFT で融合遺伝子が検出され、ESFT 以外の腫瘍からは

EWS-ETS 融合遺伝子は検出されなかった。検体量不十分

の１例を除きシークエンス解析が可能であった。複数の

融合遺伝子が検出された例があり、その原因として、原

発腫瘍にその融合遺伝子が存在していたか、その後の治

療で誘導されたと考えられるが、いずれの融合遺伝子も

予後不良症例に認められる融合遺伝子であった。本法は

SRCT に属する神経芽腫、横紋筋肉腫、悪性リンパ腫の鑑

別診断に有用で、さらに、exon の type を確定すること

によって、予後の予知も可能であると考えられた。 

 

2-8. 進行神経芽腫の臨床研究：臨床試験にむけて 

[これまでの進行神経芽腫治療の総括] 進行神経芽腫の

治療は厚生労働省がん研究助成金による研究班が中心と

なって全国的なグループスタディが行われ、現在は９８

プロトコールによる治療で、年に２回集計報告がなされ

ている。現在のプロトコールでは６コースの初期治療

98A3 の間に腫瘍切除が行われる。さらに０－４コースの
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地固め療法の後、多くの患者では high MEC を中心とし

た preconditioning の後に幹細胞移植が行われる。初期

治療と手術で 68%の患者が完全緩解に入り 総計 88% が

一旦は部分緩解ないし完全緩解となる。この初期治療は

有効性が高いが、問題点として１）副作用が非常に強い

こと ２）プロトコールの改変が多いこと、３）ＴＢＩを

含めて幹細胞移植の前処置がまちまちなこと 

などがあげられる。 

2004 年９月の集計では 50 施設 202 例が登録され、解析

可能な適格例は184例であった。現在まで61例が死亡し、

腫瘍死は 37例がであった。患者の 85%以上を占める病期

４では２年 progression free survival が 69%であった。

この治療法の導入により予後不良といわれた N-myc 増幅

例の治療成績が向上し、 N-myc 50 コピー以上増幅の症

例では３年生存率が 60%を越え、欧米の治療成績を遙か

に凌駕している。 

[進行神経芽腫の臨床試験に向けて] 厚生労働省の「厚

生労働省科学研究費がん臨床」にて進行神経芽腫の臨床

研究が開始される。９８プロトコールまでの治療成績を

基盤に厳密な臨床試験を行うことになった。転移巣の完

全なコントロールを目指して、はじめに初期治療から幹

細胞移植まで治療間隔を厳守して施行し、局所療法、す

なわち手術と放射線治療は、幹細胞移植を伴う大量療法

の後に行う治療方式の評価を行うこととした。局所療法

は施設間で術式、手術時期、術後の化学療法再開の時期

などのばらつきが多かった。そのため、治療の均質性を

保つことが困難であった。今後は局所治療を治療の最後

にもってくることにより、局所療法の意義がより明らか

に評価できるとともに、摘出腫瘍の状態と再発の関連を

きわめて明瞭に示すことが可能である。手術・放射線治

療にも厳密な quality control を行い、均質化に向けて

合意が得られた。成育医療センター内に神経芽腫登録セ

ンターを設置し、厚生労働省科学研究費の牧本班データ

センターにてデータ管理を行い、０５プロトコールによ

る臨床試験が 2005 年４月にもキックオフ可能となった。

それに引き続き、全く同じ初期治療で、局所治療を超大

量化学療法の前に行う臨床試験を 2005 年に併走させる。 

 [今後の研究の方向性]この１年間神経芽腫全体を包括

した研究組織 Japan Neuroblastoma Study Group (JNBSG)

結成に向けて活発に活動し、2005 年４月に発足する運び

になった。神経芽腫をリスク別に分類して各々にスタデ

ィを組み、臨床試験を行い、基礎研究とリンクした質の

高い臨床研究を行うものである。恒常的にかつ妥当なパ

イロット研究、第１相研究を行い、そこから新規治療法

の開発を国内外に発信する組織がようやく完成する。さ

らに他の小児固形腫瘍の研究グループと合同して、Japan 

Children's Oncology Group の結成を目指すこととなる。 

３ 倫理面への配慮 

 倫理面への配慮については、神経芽腫・横紋筋肉腫グ

ループスタディですでに臨床治療研究の意義を説明し、

それへの参加および正常組織、腫瘍組織検体の利用、保

存の informed consent を、様式を統一化して施行して

いる。これらの個人情報はごく少数の情報管理者により

匿名化して管理されている。また、phase study, 

randomized study の手法は今や国際的にも国内的にも

必須であるが、これの意義についても これまでのような

施設による個別のものではなく、統一化された informed 

consent を得る体制を確立した。 
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