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研究成果の概要（和文）：神経芽腫患者由来腫瘍を用いた異種移植（Patient-derived Tumor Xenograft, PDX）
モデルを確立でき、18例の神経芽腫患者の生検材料より5例でPDXライブラリを樹立できた。
日本小児がん治療研究グループ（JCCG）の多施設前向き臨床研究（JN-H-20）が全国75施設以上の参加で実施さ
れ、登録する症例の初診時未治療生検検体よりPDXライブラリの樹立を行い、薬剤スクリーニングやがん免疫療
法の有効性確認に利用できる基盤整備ができ、検体の収集を開始した。KIR2DL1単独陽性NK細胞が同種臍帯血移
植後1年かけて徐々に増加して神経芽腫に効果を示すことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We were able to establish a Patient-derived Tumor Xenograft (PDX) model 
using tumors derived from neuroblastoma patients, and established PDX libraries in 5 cases from 18 
neuroblastoma patients. Our established PDX model is used in the multicenter prospective clinical 
study (JN-H-20) nationwide. 

研究分野： 血液腫瘍、小児科学

キーワード： 神経芽腫　がん免疫　PDX

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで神経芽腫患者由来の腫瘍細胞を直接研究に使うことが困難であったが、異種移植（Patient-derived 
Tumor Xenograft, PDX）モデルを確立でき、18例の神経芽腫患者の生検材料より5例でPDXライブラリを樹立でき
た。さらに全国で進行期神経芽腫に対する前向き多施設共同研究（JN-H-20）に登録した患者よりPDXライブラリ
の樹立を行い、薬剤スクリーニングやがん免疫療法の有効性確認に利用できる基盤整備ができ検体の収集を開始
できた。KIR2DL1単独陽性NK細胞が同種臍帯血移植後1年かけて徐々に増加して神経芽腫に効果を示すメカニズム
を解明した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

（１）本研究の着想に至った経緯 

＜神経芽腫では自家移植においても KIR 依存性に生存率が改善する＞ 

KIR 遺伝子と HLA 遺伝子が異なる染色体上にコードされているため、それぞれの遺伝子タイピ

ングを行うと、ヒトでは、すべての NK 細胞が自己の HLA により抑制を受けてしまう群と、一部

ではあるが、自己の HLA に抑制されない NK細胞を持っている群に分けることが可能である。神

経芽腫は NK 細胞に対する感受性が高い腫瘍であるため、NK細胞に抑制シグナルをおこす HLA が

レシピエントに存在せずに、ドナーに存在する場合をアロ反応性ドナーと定義し、Venstrom JM

らは、ハイリスク神経芽腫において、KIR 不一致 NK 細胞を持つ患者群の方が持たない群よりも

有意に生存率が改善することを報告し、神経芽腫において KIR 依存性に生存率が改善すること

が示された（Clin Cancer Res. 2009 1;15(23):7330-4）。そこで患者細胞が発現する killer 

immunoglobulin-like receptor（KIR）リガンド (＝HLA-A, B, C のサブグループ)が、いずれも

ドナー由来の NK細胞が発現する KIR に抑制シグナルがはいらない KIR リガンド不一致ドナーを

意図的に選択して、同種移植を行った場合に、移植後の患者体内のドナー由来 NK 細胞は、神経

芽腫に対して GVT 効果を発揮して再発を抑制し、生存率が改善するという本研究の着想にいた

った。倫理委員会の審査後に患者家族へ同意を取得して進行期神経芽腫に対して KIR リガンド

不一致同種臍帯血移植を、標準治療のあとに非骨髄破壊性の化学療法を組み合わせたミニ移植

によって、アロ反応性 NK細胞を利用したがん免疫療法の臨床研究を行い、再発が有意に減少し、

生存率が向上することを報告し、多施設共同研究を行い、その抗腫瘍メカニズムの解明を進める

研究を行っている。 

（２）関連する国内外の研究動向と本研究の位置づけ 

＜抗 GD2 モノクローナル抗体の開発と治療効果の限界＞ 

神経芽腫に対して、欧米では、がん免疫療法として GD2 抗原タンパクに対するモノクローナル

抗体（ch14.18）が承認されている。しかし、米国小児腫瘍研究グループ（COG）が行った臨床第

III 相無作為割り付け試験において、2年無病生存率では抗 GD2 抗体投与群が非投与群に比べて

20％以上有意に改善したが、その後のフォローアップにおける 4 年無病生存率では有意差がな

くなってしまうことから、抗 GD2 抗体によるがん免疫療法だけでは、最終生存率の改善は不十分

であり、欧米においても進行期神経芽腫の新規治療法が求められている。 

名古屋大学医学部附属病院は、国際水準の臨床研究の実施に中心的な役割を担う「臨床研究中

核病院」に認定されており、また文部科学省 の「橋渡し研究加速ネットワークプログラム」に

も選定され、トランスレーショナルリサーチを国際水準の臨床研究によって開発する機能を持

ち、その成果が期待されている。さらに、平成 25 年 2月に厚生労働省が全国 15病院を選定した

「小児がん拠点病院」に名古屋大学医学部附属病院が最高得点で選ばれており、小児がん拠点病

院からの届け出患者数によれば、最も再発・難治進行期神経芽腫患者を診療している小児がん拠

点病院である。当院は小児がんに対する先端医療臨床研究とその機序を解明する研究を行う最

適の環境である。研究代表者の高橋は、進行期神経芽腫に対して KIR リガンド不一致同種臍帯血

移植を、標準治療のあとに非骨髄破壊性の化学療法を組み合わせたミニ移植によって、アロ反応

性 NK 細胞を利用したがん免疫療法のパイロット研究を行った結果について、2014 年国際神経芽

腫学会（ANR meeting 2014, ドイツ、ケルン）、日本小児血液がん学会（2015 年、横浜）で報告



し、それぞれ Best presentation award in clinical science、プレナリー賞を受賞している。

多施設に広げて臨床研究を開始しており、全国 8つの施設が参加して、「小児 KIR リガンド不一

致臍帯血移植研究会」を毎年、名古屋大学医学部において開催しており、本新規治療法を受ける

進行神経芽腫の患者家族より同意を得て、腫瘍のゲノムコピー解析、末梢血による NK 細胞の解

析等を行う準備は整っている。 

研究分担者の門松は、2017 年より名古屋大学医学部の医学部長を務めており、これまで神経

芽腫のマウスにおける発生モデルを用いて神経芽腫の発がんメカニズムの解析を報告してきた。

研究代表者と共同して、「神経芽腫患者由来腫瘍を用いた異種移植モデルの作成」について研究

実施中である。 

研究分担者の上條は、埼玉がんセンター研究所所長として、全国における神経芽腫の中央分子

診断を担っており、腫瘍における MYCN 遺伝子解析、DNA ploidy 解析、ゲノムコピー数のアレイ

CGH 解析について解析可能である。 

 
 
２．研究の目的 
 

NK 細胞は T 細胞と異なり、事前に感作される必要がなく、ウイルス感染細胞や、腫瘍化した

細胞に対してパーフォリンやグランザイムといった細胞傷害顆粒によって即時的に傷害する。

そのため自己の細胞を傷害してしまわないように、NK 細胞には抑制性受容体が存在し、標的細

胞がこのリガンドを発現していれば、自己として認識して傷害活性を示さないが、標的細胞にリ

ガンドを発現していなければ傷害する「missing self 仮説」が広く受け入れられており、NK細

胞の抑制性 KIR に結合して、抑制シグナルをおこすリガンドが HLA クラスＩ（主に HLA-C）であ

る。2002 年にイタリアの Ruggeri らが、NK 細胞が認識する MHC クラス I がドナーに存在する

が、レシピエントに存在しない場合を「KIR リガンド不一致」と定義し、後方視的解析において、

骨髄性白血病では KIR リガンド不一致ドナーにおいて、一致ドナーよりも有意に再発が減少し、

生存率が改善することを報告した。Ruggeri らは、HLA 半合致移植で報告したが、この現象は急

性リンパ性白血病では観察されず、またこれまで研究代表者らによる神経芽腫以外のがん、肉腫

で報告はない。神経芽腫において、KIR リガンド不一致臍帯血移植における、NK細胞分画の抗腫

瘍メカニズムを解明することを目的とする。これまで神経芽腫患者由来の腫瘍細胞を直接にこ

のような抗腫瘍メカニズムの研究に使うことが困難であったため、神経芽腫患者由来腫瘍を用

いた異種移植モデルの作成を目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
 

研究期間は 3 年間とし、神経芽腫患者由来腫瘍を用いた異種移植モデルの作成の確立および進

行神経芽腫の KIR 不一致 NK 細胞の抗腫瘍効果メカニズムを明らかにする。 

＜神経芽腫患者由来腫瘍を用いた異種移植（Patient-derived Tumor Xenograft, PDX モデルの

作成＞ 

神経芽腫患者から採取された微少な腫瘍検体を超免疫不全マウス（NSG マウス）に移植して初

代マウス（F0）を作成した。同時に腫瘍検体からゲノム DNA と RNA を抽出して遺伝子発現情報や

遺伝子変異、染色体のコピー数などの遺伝情報を取得する。移植後に腫瘍体積の増大が確認され

たマウスから腫瘍を摘出し、次世代のマウス（F1,F2,F3）を作成する。最終的に 3回以上の継代

を経て得られた腫瘍組織の遺伝情報を取得し、患者由来の腫瘍検体から得られた遺伝情報との



同一性を検証することで PDX モデルの樹立を確認する。 

＜KIR リガンド不一致 CBT を行った腫瘍の分子学的基盤の解析＞ 

神経芽腫の予後因子である染色体コピー数（11qLOH, 1p loss など）をアレイ CGH および SNP ア

レイで解析する。MYCN 遺伝子の FISH (Fluorescence in situ Hybridization)法による増幅判

定、DNA 量を PI（Propidium Iodide）による核酸染色と、FACS による含有量解析によって DNA 

ploidy 解析などを行い、新規がん免疫療法の予後因子を解析する。 

＜GD2 を標的としたキメラ抗原受容体遺伝子導入Ｔ細胞（CAR-T)の作成＞ 

非ウイルスベクターである piggyBac トランスポゾン法を用いた遺伝子導入技術により神経芽腫

細胞表面に存在する GD2 を標的としたモノクローナル抗体を遺伝子導入してキメラ抗原受容体

遺伝子導入Ｔ細胞（CAR-T)を作成し、既存の神経芽腫細胞株に対する細胞傷害活性を確認する。 

 
４．研究成果 
 

（１）神経芽腫患者由来腫瘍を用いた異種移植（Patient-derived Tumor Xenograft, PDX モデ

ル：平成 30 年度に確立できた PDX モデルを、臨床検体を用いて行った。神経芽腫患者から採取

された微少な腫瘍検体を NSG マウスなどの超免疫不全マウスに移植して初代マウス（F0）を作成

した。同時に腫瘍検体からゲノム DNA と RNA を抽出して遺伝子発現情報や遺伝子変異、染色体の

コピー数などの遺伝情報を取得した。移植後に腫瘍体積の増大が確認されたマウスから腫瘍を

摘出し、次世代のマウス（F1,F2,F3）を作成し、最終的に 3回以上の継代を経て得られた腫瘍組

織の遺伝情報を取得し、患者由来の腫瘍検体から得られた遺伝情報との同一性を検証すること

で PDX モデルの樹立を確認でき、18 例の神経芽腫患者の生検材料より 5 例で PDX ライブラリを

樹立できた。 

（２）KIR リガンド不一致 CBT を行う臨床研究からの PDX ライブラリ作成：日本小児がん治療研

究グループ（JCCG）における多施設前向き臨床研究（JN-H-20）は全国 75施設以上の参加を予定

しており、この試験に登録する症例の初診時未治療生検検体より PDX モデルの樹立を行い、薬剤

スクリーニングや後述のがん免疫療法の有効性確認に利用する基盤整備ができ検体の収集を開

始できた。 

（３）KIR による NKサブセットを用いた in vitro における抗腫瘍効果の解析：KIR リガンド不

一致 CBT において、KIR2DL1 単独陽性 NK 細胞が移植後１年かけて徐々に増加してドナーと同等

の頻度に到達すること、KIR2DL1 単独陽性 NK細胞が神経芽腫に傷害活性効果を示せた。 

（４）GD2-CAR-T 細胞の作成と機能の検証：非ウイルスベクターである piggyBac トランスポゾ

ン法を用いた遺伝子導入技術により神経芽腫細胞表面に存在する GD2 を標的としたモノクロー

ナル抗体を遺伝子導入してキメラ抗原受容体遺伝子導入Ｔ細胞（CAR-T)を作成し、既存の神経芽

腫細胞株に対する細胞傷害活性を確認できた。 
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