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研究成果の概要： 難治性小児固形腫瘍である神経芽腫に対する低毒性治療薬としてのレチノ

イン酸は、神経分化誘導・細胞増殖抑制・アポトーシス誘導といった作用を示す。この治療効

果を増強する新規治療法を開発すべく各作用の分子機序を解析した。抗アポトーシス蛋白

Bcl-2 を阻害するとアポトーシスは増強し、分化誘導には PI3K-Akt 経路の活性化が重要である

事が明らかとなった。またレチノイン酸による PI3K-Akt の活性化には細胞膜上の神経栄養因子

受容体 Trk-B の誘導が関与している事が示唆され、分子標的療法の重要な標的分子の一つと考

えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 神経芽腫は頻度の高い小児悪性固形腫
瘍である。年長児に発症する予後不良な一群
は神経芽腫の約半数を占め、強力な集学的治
療を行っても 5 年生存率はわずかに 20-30%
程度である。治療合併症や治療関連死も多く、
新規治療法の開発が望まれている。 
 
(2) 従来の抗癌剤に替わる毒性の低い神経
芽腫治療薬の試みとしてレチノイン酸(RA)
がある。これまでに RA は多くの神経芽腫細
胞に分化誘導・細胞増殖抑制作用を示す事が

報告されてきた。その分子機序はまだ充分に
解析されておらず、これを解明する事はより
有効な治療法の開発に重要と考えられた。 
 
(3) RAが一部の神経芽腫にはアポトーシスを
誘導する報告がある。我々はこの機序を解析
し、抗アポトーシス蛋白 Bcl-2 の発現レベル
が低い神経芽腫細胞でのみ RA によってアポ
トーシスが誘導される事を見出した。また、
アポトーシスが起きない Bcl-2 高発現の細胞
株でも、Bcl-2 阻害剤である HA14-1 と RA の
共処理によってアポトーシスを誘導する事



 ができた(Niizuma H et al. Oncogene 2006; 
 25:5046-55)。HA14-1 は毒性が強く生体への

投与は難しいと考えられたが、2005 年に新規
Bcl-2 阻害剤 ABT-737 が報告され、動物実験
にてその安全性が確認された。この ABT-737
のヒト腫瘍への応用が期待されている。 
 
(4) 一方、神経芽腫における再発の原因とし
て Cancer Stem Cell (CSC)の存在が仮定され
ている。治療抵抗性の CSC が残存して再発す
るという説である。乳癌などではCSCにBcl-2
が高発現との報告があり、CSC の不死性を司
る分子の一つが Bcl-2 である可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 RA によるアポトーシス誘導の詳細な分子
機序、ならびに RA のアポトーシス以外の抗
腫瘍効果である分化誘導、細胞増殖抑制作用
の分子機序を解析する 
 
 
３．研究の方法 
 Bcl-2 高発現の神経芽腫細胞株 RTBM1 なら
びに Bcl-2 低発現で RA によりアポトーシス
が誘導されやすい神経芽腫細胞株 CHP-134、
NB-39-nu を用い、all-trans-retinoic acid 
(ATRA)単独処理によるアポトーシス誘導、分
化誘導、細胞増殖抑制効果を評価するととも
に、細胞内シグナル伝達経路の阻害剤等を用
いて、その分子機序をウエスタンブロット法、
RT-PCR 法などにより解析する。 
 
４．研究成果 
(1) ATRAによる抗腫瘍効果の詳細な分子機序
解析のため、以下の如く分子生物学的解析を
進めてきた。 
 アポトーシス誘導作用に関しては、抗アポ
トーシス蛋白 Bcl-2 の過剰な発現がアポトー
シスを抑制している（ブレーキの役割）とい
う事は明らかとなっていたが、ATRA 投与後に
どのようなシグナルが活性化してアポトー
シスを促進するのか（アクセルの役割）につ
いては全く解っておらず、これを明らかにす
べく様々な細胞内シグナル伝達経路を解析
する実験を行った。このようなシグナル伝達
経路の候補として PI3K-Akt 経路や、3 種の
MAP キナーゼ経路（ERK, JNK, p38MAPK）があ
る。 
 4 種類の神経芽腫細胞株（Bcl-2 高発現の
RTBM1、ならびに Bcl-2 低発現の CHP134 と
NB-39-nu）を ATRA で処理すると、RTBM1 では
神経突起を伸ばし分化する反応が見られ、
CHP134・NB-39-nu ではアポトーシス反応が誘
導された（図１）。これらの ATRA 処理後の細
胞より蛋白質を抽出した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ ATRA 処理の有無による RTBM1 細胞、
CHP134 細胞の形態変化。（左上）RTBM1、ATRA
無し、（左下）RTBM1、ATRA 有り、（右上）CHP134、
ATRA 無し、（右下）CHP134、ATRA 無し。RTBM1
細胞ではATRAによる神経突起伸長反応が見
られ、分化誘導を示唆する。CHP134 細胞で
は著明な細胞数減少と細胞浮遊が見られ、
アポトーシス誘導を示唆する。いずれも培
養 8 日目 

 
 
(2) これらの ATRA 処理後の神経芽腫細胞か
ら抽出した蛋白質サンプルを用い、上記 4 種
類のシグナル伝達経路のリン酸化による活
性化を、ウエスタンブロット法で解析した。
すると、PI3K-Akt 経路の活性化を示唆するリ
ン酸化 Akt が、RTBM1 のみで ATRA 処理により
経時的に誘導されている事が明らかとなっ
た。ERK は全ての細胞でリン酸化が誘導され、
JNKは特に強くアポトーシスするCHP134でリ
ン酸化誘導が強かった。また p38MAPK はいず
れの細胞でもリン酸化が検出されなかった
（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 経時的な ATRA 処理後の各種シグナル
伝達経路の活性化。各種シグナル経路のリ
ン酸化蛋白に対する特異的抗体を用いたウ
エスタンブロット法により、各シグナルの
活性化を解析した。 

 
 
(3) この結果を受け、Akt、ERK、JNK 各種シ
グナル伝達経路のリン酸化阻害剤を用いて、
ATRA 処理時に各シグナルを止めてその変化
を解析する実験を行った。ERK 経路阻害剤
(U0126)ならびに JNK 経路阻害剤(SP600125)



は ATRA によるアポトーシス誘導や分化誘導
の有無に影響を及ぼさなかった。しかし
PI3K-Akt 経路の阻害剤である LY294002 を
ATRA 処理と同時に添加すると、本来 ATRA に
より分化誘導されるRTBM1細胞においてその
分化反応が減弱する事が見出された。この事
は、形態学的な神経突起伸長の減弱のみなら
ず、ウエスタンブロットにより神経分化マー
カーである GAP43 蛋白の発現が減弱している
事でも確認された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ATRAおよびPI3K阻害剤LY294002の有
無による RTBM1 細胞のリン酸化 Akt ならび
に神経分化マーカーGAP43 の発現の変化。
LY294002によってATRA処理後のRTBM1細胞
におけるリン酸化 Akt 誘導が減弱すると同
時に、神経分化誘導作用が減弱した。 

 
 
(4) ATRA 処理によって経時的に PI3K-Akt 経
路の活性化が起こる現象が観察されたが、こ
の経路の活性化のスタート地点の候補とし
て、細胞膜表面の様々なチロシンキナーゼ受
容体(RTK)遺伝子の誘導が考えられた。この
ため、上記細胞株を ATRA 処理した後に mRNA
を抽出し、RT-PCR 法によって様々な RTK 遺伝
子の発現の変化を解析した。すると、予後不
良な神経芽腫に発現が高い事で知られる
TRK-B遺伝子の発現が、分化する細胞株 RTBM1
のみで、分化に先行して誘導されている事が
明らかとなった（図４）。 
 
 
 
 
図４ ATRA 処理により、RTBM1 細胞において
TRK-B 遺伝子発現が経時的に誘導された。 
 
 
(考察) 以上の結果から、神経芽腫細胞にお
いて RA が起こす抗腫瘍効果のうち、神経分
化誘導作用には PI3K-Akt 経路が重要な役割
を果たしていることが明らかとなった。また、
この際に PI3K-Akt 経路の活性化のスタート
地点として、神経栄養因子受容体である
TRK-B の発現誘導が関与する可能性が示唆さ
れた。TRK-Bは神経細胞特異的なRTKであり、
その高発現は神経芽腫における予後不良因
子として確立している遺伝子である。またこ
の遺伝子産物は細胞膜表面に発現する受容

体蛋白であり、分子標的療法のターゲットと
しても魅力的であると考えられた。 
 また、RA によるアポトーシス誘導作用に関
しては、神経芽腫細胞内における抗アポトー
シス蛋白である Bcl-2 の発現量が、アポトー
シス誘導の有無を規定する重要な要素であ
る事を、我々は以前に明らかにした(Niizuma 
H et al. Oncogene 2006;25:5046-55)。また、
Bcl-2 が高発現でアポトーシス耐性の神経芽
腫細胞においても、Bcl-2 阻害剤である
HA14-1 を併用する事によって RA によるアポ
トーシスを誘導できる事を示した。この事は、
低毒性である RA によって神経芽腫を治療す
る際に、Bcl-2 阻害療法を併用する事でその
治療効果を飛躍的に高める事ができる可能
性を秘めている。HA14-1 は生体に対する毒性
が強く臨床応用が難しいと考えられたが、近
年、新規の Bcl-2 阻害剤 ABT-737 が報告され、
動物実験における安全性が示された。今後
ABT-737 が入手可能となったら、RA との併用
によってBcl-2高発現の神経芽腫にアポトー
シスを誘導できるか、また動物実験で高い腫
瘍治療効果を示すかどうか、検討を重ねて行
く計画である。 
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