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研究成果の概要（和文）：MEK阻害剤2剤 (trametinib、CH5126766)の2剤を神経芽腫細胞株接種ヌードマウスに
投与した結果、いずれも短期予後ではpERK陽性神経芽腫細胞株接種モデルにおいて、MEK阻害剤投与群に有意に
腫瘍抑制効果が認められた。長期投与では、腫瘍の再増大が認められた(Takeuchi J Pediatr Surg. 2018 Dec;
53(12):2454-2459.)。
また、神経芽腫臨床検体のpERK免疫染色を行い、初発腫瘍と化学療法後、再発時の比較等を行った。ERKの免疫
染色は治療後、再発腫瘍において陽性である症例が認められ、MEK阻害剤の適応を考慮する上で有用と考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：In short-term observation, MEK inhibitors (trametinib or CH5126766) showed 
significant anti-tumor effects on pERK-positive neuroblastomas in vivo model. Neither MEK inhibitors
 showed anti tumor effects on pERK-negative neuroblastomas.  Tumors obtained tolerance to MEK 
inhibitors and showed regrowth in long-term administration of drugs.  (Takeuchi J Pediatr Surg. 2018
 Dec;53(12):2454-2459.).
In the analyses of clinical neuroblastoma cases, some tumors showed pERK positive after chemotherapy
 or recurrence by immunohistochemistry. This result indicates that immunohistological analysis of 
pERK is useful for determination of MEK inhibitor administration.

研究分野： 小児腫瘍

キーワード： 神経芽腫　MEK阻害剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経芽腫におけるRas-ERK経路阻害による抗腫瘍効果解析の報告はほとんど無く、新規の治療ターゲットとして
期待される。MEK阻害剤は既に成人癌領域にて臨床で使用されており効果が認められているものであり、小児へ
の応用が行いやすい。難治性神経芽腫において、再発症例は既存の治療薬のみでは予後の改善が望めず、新規治
療薬が求められる。MEK阻害剤は、腫瘍において優位である特異的なシグナル伝達経路を標的とすることから、
従来の治療に抵抗性である腫瘍にも効果を示す可能性がある。本研究の結果から、抗腫瘍効果が期待できる腫瘍
の同定が可能であると考えられるが、長期投与時の治療抵抗性の獲得も課題として認められた。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

 我々は、これまで Ras-ERK 経路を阻害する Trametinib（MEK 阻害剤①）およびもう

一剤の新規 MEK 阻害剤（MEK 阻害剤②）(図 1)の神経芽腫細胞株に対する作用の解析を行っ

てきた。この結果、MEK 阻害剤は ERK の活性化が認められる細胞株において著明な細胞増殖

抑制効果を示し、これは生体内においても効果が期待できる薬剤濃

度であったことを報告した。(図 2、3、Tanaka T et al. J Pediatr Surg. 2016 

Sep)。逆に、ERK 活性のない細胞株においては MEK 阻害剤の効果は

低く、有効性を判断するためには腫瘍における ERK 経路の活性化を

判断する必要があることを明らかにした。 

  
 

 
我々は、臨床の場で MEK 阻害剤の効果を推測するためには腫瘍における ERK の活性

化そのものを解析する方法が有効であると考えた。このため、細胞株における活性化

ERK(pERK)の免疫染色を行い、MEK 阻害剤への感受性と合致することを確認した。すなわち、

pERK の染色の強い細胞株において MEK 阻害剤は著明な抗腫瘍効果をもたらした。この事から、

MEK 阻害剤の臨床応用には腫瘍検体の pERK 免疫染色による感受性の推定が有用であると考

えられる。 

 
 

 
 

 
２．研究の目的 

本研究において我々は、今後の MEK 阻害剤の神経芽腫への臨床応用を考慮し、以下の解

析を目的とする。 

① 腫瘍マウスモデルを用いた MEK 阻害剤の vivo での有効性の検討 

② 腫瘍の MEK 阻害剤への感受性を予測する臨床マーカーの検討 

 

３．研究の方法 

3.1. 神経芽腫マウスモデルにおける MEK 阻害剤の有効性の解析 

○腫瘍モデルマウス作成および MEK 阻害剤投与 

 我々の先行研究で既に RAS/ERK 経路の解析をおこなっている神経芽腫細胞株 IMR5、 

CHP-212、 SK-N-AS を各々5×106個、懸濁液としてヌードマウス(KSN/S1c)の腹部に皮下注射し

て腫瘍モデルを作成した。腫瘍が 100mm3に到達した時点よりマウスに薬剤を投与する。MEK

阻害剤①trametinib 3mg/kg/日, ②CH5126766 3mg/kg/日、（control: DMSO のみ）の投薬をおこな

図 3 神経芽腫細胞株への MEK 阻害剤の有効

性（IC50） 

図 2 神経芽腫細胞株における pERK の解析 

 

図 4 神経芽腫細胞株における pERK 免疫染⾊ 

図 1 Ras-ERK 経路 



った。薬剤投与期間は、短期間投与群で 2 週間、長期間投与群で 8 週間とした。 

○抗腫瘍効果の評価 

 抗腫瘍効果の評価は、①腫瘍サイズ測定、および、②腫瘍の組織学的および分子生物学的評

価の比較を行った。①、②は別の群を設定する。 

① 薬剤投与開始日より腫瘍サイズを計測し，薬剤投与群と control 群との比較を行う。 

② 薬剤投与終了後にマウスを犠牲死させ、腫瘍組織を摘出し HE 染色および pERK 等の免疫

組織化学染色を行い、薬剤投与群と非投与群の比較を行う。 

3.2. 神経芽腫臨床検体における pERK 免疫染色 

○検体および方法 

当院で過去 30 年間に生検もしくは腫瘍摘出術が行われた神経芽腫患者の腫瘍組織および

新規症例検体の HE 染色、pERK の免疫組織化学染色を行った。38 名（予後良好群 32 名、予後

不良群 6 名）の神経芽腫患者の腫瘍 54 検体を用いた。 

過去の神経芽腫組織はパラフィンブロック包埋された状態で保存されており、症例毎に研

究利用の同意書を得ている。これらの検体よりプレパラート作成を行い、染色に用いた。 

 

4. 研究成果 

4.1. 神経芽腫マウスモデルにおける MEK 阻害剤の有効性の解析 

(Takeuchi J Pediatr Surg. 2018 Dec;53(12):2454-2459.) 

4.1.1. 短期治療 

○MAPK 経路阻害は pERK陽性神経芽腫細胞株の播種マウスにて腫瘍増殖を抑制する(図 5-1) 

まず、我々は MEK 阻害剤 2 剤それぞれの 2 週間投与の治療効果の検討をおこなった。薬剤投

与による死亡や 10%以上の体重減少は認められなかった。神経芽腫細胞株 IMR5（pERK陰性）

接種モデルにおいては、腫瘍増殖抑制は認められなかった。これに対し、CHP-212 および

SK-N-AS (いずれも pERK 陽性)の腫瘍は 2 週間の投薬で有意に縮小が認められた。Trametinib 

(TR)と CH5126766 (CH)で pERK陽性、陰性いずれの細胞株由来モデルにおいても治療効果に有

意な差は認められなかった。 

○pERK の免疫染色は MAPK 経路阻害に対する感受性に相関する（図 5-2） 

神経芽腫細胞株IMR5（pERK陰性）、CHP-212およびSK-N-AS (いずれもpERK陽性)の播種モデ

ルにおいて形成された腫瘍におけるpERKおよび細胞増殖マーカーKi67の免疫染色を行い、治療

前後の比較検討をおこなった。In vitroの結果と同様に、CHP-212およびSK-N-ASの播種にて形成

された腫瘍において、pERKは陽性であったが、IMR5接種モデルでは腫瘍でのpERKは陰性であ

った。CHP-212モデルでは、コントロール群ではpERK陽性細胞が65.5%であったが、治療群では

trametinibおよびCH5126766いずれもpERK陽性細胞は0%であった。同様に、SK-N-ASモデルでは

コントロール群ではpERK陽性細胞は65.5%であったが、trametinib投与群では2.7%、CH5126766

投与群では2.4%まで抑制された。Ki67陽性細胞は、CHP-212 モデルではコントロール55.4%に対

してtrametinib投与群では20.5%、CH5126766投与群では23.3%であり、SK-N-ASモデルではコン

トロール55.4%、trametinib投与群33.6%、CH5126766投与群31.1%といずれのモデルでも治療群に

おいて有意に細胞増殖の抑制が認められた。これに対し、pERK陰性のIMR5播種モデルにおいて

は、形成された腫瘍においてコントロール群と治療群にKi67細胞陽性率の差は認められなかった

(コントロール: 69.6%、trametinib: 72.4%、CH5126766: 75.9%)。 



 

 

 
 
4.1.2. 長期治療 

○神経芽腫細胞株播種モデルにおけるMEK阻害剤に対する耐性形成(図6) 

SK-N-AS播種モデルを用いて、trametinibおよびCH5126766の8週間の長期投与における効果の解

析をおこなった。腫瘍増殖は投薬開始から5週までは抑制されるが、以降徐々に腫瘍径の増大が

認められた。再増大が認められた腫瘍の免疫染色において、pERK陽性細胞の増加が認められ(コ

ントロール: 71.3%、trametinib: 53.2%、CH5126766: 50.1%)、Ki67陽性細胞も同様であった

(trametinib: 70.5%, CH5126766: 67.2%, and DMSO: 66.2%)。 

2.1.2. pERK IHC correlated with MAPK pathway inhibition sensitivity
To further evaluate the effects ofMAPKpathway inhibition, pERK and

Ki67 (as amarker for cell proliferation) IHC analyses were performed. As
shown in Fig. 2C, IMR5 was pERK-negative, while CHP-212 and SK-N-AS
were pERK-positive before treatment, which correlated with the results
of in vitro ICC staining [8]. The number of pERK-positive cells in
CHP-212 xenografts significantly decreased after treatment with
both inhibitors (trametinib: 0%, CH5126766: 0%, and DMSO: 65.5%;
p b 0.0001) (Fig. 2C andD). Similarly, in SK-N-AS xenografts, the number
of pERK-positive cells significantly decreased after treatment with both
inhibitors (trametinib: 2.7%, CH5126766: 2.4%, and DMSO: 63.5%;
p b 0.0001). In addition, the number of Ki67-positive cells in CHP-212
(trametinib: 20.5%, CH5126766: 23.3%, and DMSO: 55.4%; p b 0.0001)
and SK-N-AS (trametinib: 33.6%, CH5126766: 31.1%, and DMSO: 55.4%;
p b 0.0001) xenografts significantly decreased in both inhibitor-treated
groups compared to the control group (Fig. 2E and F). Conversely, in
IMR5 xenografts, which were not inhibited by either inhibitor, the Ki67
expression showed no significant difference between inhibitor-treated
group and the control group (trametinib: 72.4%, CH5126766: 75.9%,
and DMSO: 69.6%).

2.2. Long-term treatment

2.2.1. Neuroblastoma xenografts developed acquired resistance to MAPK
pathway inhibition caused by MAPK pathway reactivation

We additionally examined the long-term effects of trametinib and
CH5126766 with eight-week administration only to SK-N-AS xeno-
grafts. As shown in Fig. 3A, relative tumor growth curves showed that
SK-N-AS xenografts were inhibited by both inhibitors during the first
five weeks and subsequently started to regrow from about six weeks.

In IHC analyses, the number of pERK-positive cells increased again
(trametinib: 53.2%, CH5126766: 50.1%, and DMSO: 71.3%) in these
regrown SK-N-AS xenograft tumors (Fig. 3B). Similarly, the number of

Ki67-positive cells also increased again (trametinib: 70.5%, CH5126766:
67.2%, and DMSO: 66.2%) (Fig. 3C).

2.2.2. Long-term MAPK pathway inhibition treatment partially induced
neuroblastoma differentiation

We also histopathologically analyzed the sequential changes in
xenograft tumors with CH5126766 treatment. H&E staining of SK-N-
AS tumors at two and four weeks of CH5126766 treatment showed
undifferentiated neuroblastoma histology (Fig. 4). In contrast, H&E
staining of SK-N-AS tumors at six weeks of CH5126766 treatment
showed partial areas of differentiated ganglion-like cells. These cells
were negative for both pERK and Ki67 IHC, indicating that they had
lost their proliferative ability owing to the inhibition of MAPK pathway
signaling. However, the proportion of differentiated ganglion-like cells
lessened at eight weeks of treatment. Similar results were observed
by H&E staining of SK-N-AS xenografts treated with trametinib (data
not shown).

3. Discussion

In the present study,we demonstrated the in vivo antitumor effects of
MAPK pathway inhibition against neuroblastoma xenografts withMAPK
pathway activation. The short-term tumor inhibitory effects of MEK
inhibitors in neuroblastoma have been already reported [5,10,11]. How-
ever, MEK inhibitors are well known to relieve ERK-dependent feedback
inhibition of RAF and activate MAPK pathway signaling, subsequently
causing drug resistance [6]. The dual RAF/MEK inhibitor CH5126766
inhibits MAPK pathway signaling more effectively than standard MEK
inhibitors, such as trametinib, via the formation of a stable RAF–MEK
complex [6,7]. It has been also reported that CH5126766 showed greater
antitumor activity in KRAS-mutant xenograft models (colon adenocarci-
noma and lung adenocarcinoma) than standard MEK inhibitors [6].

Fig. 2. Short-term in vivo analyses of MAPK pathway inhibition in neuroblastoma. (A) Relative tumor growth curves of IMR5, CHP-212, and SK-N-AS xenografts treated with DMSO (as a
control), trametinib (TR), and CH5126766 (CH) for two weeks as short-term treatment. *TR vs. control, p b 0.001, **CH vs. control, p b 0.001. (B) Harvested SK-N-AS xenograft tumors of
each treatment group after two-week administration. (C) Representative images of pERK IHC of pre- and posttreatment tumor sections of IMR5, CHP-212, and SK-N-AS xenografts (×40).
(D)Quantification of pERK-positive cells/HPF in eachgroup. *p b 0.001, **pb 0.0001. (E) Representative images of Ki67 IHC of pre- andposttreatment tumor sections of IMR5, CHP-212, and
SK-N-AS xenografts (×40). (F) Quantification of Ki67-positive cells/HPF in each group. *p b 0.001, **p b 0.0001.
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Therefore, several clinical trials for CH5126766 in adult cancer are
ongoing [3,12].

In our previous study, we reported that CH5126766 showed more
effective in vitro tumor suppression than trametinib [8]. However, no
significant difference in the antitumor effects was found between
trametinib and CH5126766 in the present in vivo study. Furthermore,
to our knowledge, this is the first report on the in vivo effects of the
RAF/MEK inhibitor CH5126766 on neuroblastoma.

We showed that pERK IHC correlated with sensitivity to MAPK
pathway inhibition, similar to our findingswith pERK ICC in the previous
study. We also showed that the numbers of both pERK- and Ki67-
positive cells decreased in response to tumor suppression by MAPK

pathway inhibition. Our data on the short-term treatment suggested
that MAPK pathway inhibition induced antitumor effects by blocking
MAPK pathway signaling in pERK-positive xenografts, which were able
to be detected by pretreatment pERK IHC. Furthermore, pERK IHC posi-
tivity has been reported to correspond well with the MAPK pathway
activity analyzed by RNA sequencing [13]. Although ERK phosphoryla-
tion reflects the activity of the MAPK pathway caused mainly by RAS or
RAF mutation, it has been reported that alternative mechanisms, such
as wild-type RAS overexpression and changes in numerous growth
factors or other pathways, activate the MAPK pathway [14]. Indeed, in
the present study, neuroblastoma xenografts derived from NLF (a
pERK-positive cell line), which had no RAS or RAF mutations [8], were

Fig. 2 (continued).
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図5-1 

図5-2 



 

○長期間のMAPK経路阻害による腫瘍内部の部分的な分化誘導（図７） 

我々はさらにCH5126766投与群の腫瘍の組織学的解析をおこなった。SK-N-AS由来腫瘍におい

て、投薬開始後2週間、４週間の時点では組織学的に有意な所見は認めなかったが、6週目の組織

では、一部にガングリオン様の細胞が認められた。これらの細胞はpERKおよびKi67は陰性であ

った。しかし、8週目の組織ではこれらのガングリオン様の細胞は減少していた。同様の結果は、

trametinib投与群のHE染色による観察でも認められた。 

 

4.2. 神経芽腫臨床検体における pERK 免疫染色（田中 日本小児がん学会 2017） 

○ 予後良好患者の腫瘍 41 検体（化学療法前 31 検体、化学療法後 10 検体）では、化学療法前

の検体では 25.8%で核に、54.8%で細胞質に pERK陽性であった。化学療法後の検体では 20%

で核に、50%で細胞質に pERK 陽性であった。同一患者の検体では 4 検体が化学療法後に

pERK陰性となった。 

○ 予後不良患者の腫瘍 10 検体（化学療法前 4 検体、化学療法後 6 検体、再発腫瘍 3 検体）で

は、化学療法前の１検体、化学療法後の 4 検体で pERK陽性が認められており、このうち、

同一患者の再発腫瘍のうち 2 検体で pERK陽性が認められた。 

sensitive to MAPK pathway inhibition (data not shown). Our results
therefore suggest that RAS and RAFmutation analyses alone are not suf-
ficient to predict theMAPK pathway activity, and pERK IHC is more con-
venient than a genemutation analysis. In addition, in adult cancers, pERK
IHC has been tested as a biomarker forMEK inhibitors [13,14]. Therefore,
pERK IHC may be a convenient biomarker for MAPK pathway inhibition
in neuroblastoma treatment.

Although CH5126766 has shown promising therapeutic effects in
other cancers, no marked difference in the efficacy between trametinib
and CH5126766was observed in the two-week short-term treatment of
neuroblastoma. Therefore, we administered long-term treatment to in-
vestigate whether or not CH5126766 led to a longer progression-free
survival. However, all SK-N-AS xenograft tumors in both inhibitor-
treated groups showed regrowth at around the same time. Our data
therefore suggest that long-term MAPK pathway inhibition results in
acquired drug resistance. In addition, the numbers of pERK-positive
cells increased again in the regrown tumors. Our result of IHC analyses
confirmed that acquired drug resistance was mediated by MAPK path-
way reactivation.

Intriguingly, H&E staining of neuroblastoma xenograft tumors at
sixweeks ofMAPKpathway inhibition revealed partial areas of differen-
tiated ganglion-like cells. This finding indicated that MAPK pathway

inhibition potentially induces neuroblastoma differentiation. However,
SK-N-AS xenograft tumors at eight weeks of MAPK pathway inhibition
showed only a few differentiated cells, with rapid regrowth. Neuroblas-
toma pathology is well known to be an important determinant of the
prognosis, and differentiating tumors tend to have a better prognosis
than undifferentiated tumors [1,15]. It has also been reported that the
MEK inhibitor cobimetinib alone was able to induce differentiation,
and the combination of cobimetinib and cis-retinoic acid (cis-RA)
enhanced differentiation in an in vitro study [11]. We investigated
whether or not the combination of MAPK pathway inhibition and
cis-RA accelerated differentiation and delayed the time to regrowth.
However, the in vivo combination therapy did not enhance neuroblas-
toma differentiation (data not shown). Further experiments are needed
to identify combination drug regimens to achieve a better prognosis.

In conclusion, consistent with our previous in vitro findings, MAPK
pathway inhibitionwas effective in neuroblastomawithMAPKpathway
activation detected by pERK IHC. Therefore, pERK IHCmay be a practical
biomarker for identifying MAPK pathway inhibition-sensitive neuro-
blastoma patients in a clinical setting. However, neuroblastoma induced
drug resistance mediated by MAPK pathway reactivation after long-
term treatment. Further studies to overcome the acquisition of drug
resistance in neuroblastoma patients are needed.

Fig. 3. Long-term in vivo analyses of MAPK pathway inhibition in neuroblastoma. (A) Relative tumor growth curves of SK-N-AS xenografts treated with DMSO, trametinib (TR), and
CH5126766 (CH) for eight weeks as long-term treatment. (B) Representative images of pERK IHC of SK-N-AS xenografts after eight-week administration (×40). (C) Quantification of
pERK-positive cells/HPF in each group. (D) Representative images of Ki67 IHC of SK-N-AS xenografts after eight-week administration (×40). (E) Quantification of pERK-positive cells/
HPF in each group.
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