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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト神経芽腫細胞株SK-N-ASに対してMEK阻害剤TrametinibとYAP阻害剤
CA3の併用療法の有効性を確認した。in vitroにおいてCA3はYAPの発現を抑制し、細胞増殖を止めてアポトーシ
スを誘導した。またTrametinibとCA3の併用は非常に強い相乗効果を示した。皮下腫瘍モデルマウスを用いた実
験では、併用療法により腫瘍の増大は抑制され、有意に生存期間が延長した。今後、外科的腫瘍切除などを組み
合わせることにより、さらなる耐性獲得抑制および臨床的な長期予後改善に寄与できるプロトコル作成を目指
す。

研究成果の概要（英文）：In this study, we confirmed the efficacy of the combination of the MEK 
inhibitor trametinib and the YAP inhibitor CA3 against the human neuroblastoma cell line SK-N-AS. in
 vitro, CA3 inhibited YAP expression, stopped cell growth, and induced apoptosis. The combination of
 trametinib and CA3 showed a very strong synergistic effect. In experiments using mouse models of 
subcutaneous tumors, the combination therapy suppressed tumor growth and significantly prolonged 
survival. In the future, we aim to develop a protocol that can contribute to further inhibition of 
resistance acquisition and improvement of clinical long-term prognosis by combining the combination 
with surgical resection of tumors and other procedures.

研究分野：神経芽腫

キーワード： 神経芽腫　MEK阻害剤　YAP阻害剤
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再発神経芽腫は現在の集学的治療をもってしても予後不良であり、新規治療の開発が望まれている。本研究で
は、ヒト神経芽腫細胞株SK-N-AS に対するMEK阻害剤TrametinibとYAP阻害剤CA3の併用療法の有効性をin vitro
およびin vivoにおいて証明した。今後腫瘍の摘出など外科的治療と組み合わせることで、再発神経芽腫の長期
予後改善に寄与できる最適なプロトコル作成につながっていくと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

進行神経芽腫は現在でも予後不良で，新規治療薬の開発が望まれる. 我々は先行研究で MEK 阻

害剤 Trametinib の神経芽腫に対する in vitro および in vivo の治療効果を報告した．その後，

臨床応用へ向けてヒトにおける腫瘍摘出後残存病変を模した微少残存病変マウスモデルを作成

し，Trametinib を原発腫瘍存在下ではなく腫瘍摘出後の微少残存病変に対して投与することで

生存期間を更に延長できることを確認した. 一方，Trametinib 長期投与における耐性獲得が課

題であった．MEK 阻害剤の耐性メカニズムとして Hippo 経路における YAP の活性化が報告された

ことから，本研究では YAP 阻害薬である CA3 との併用療法について臨床応用を念頭において検

証した． 

 

２．研究の目的 

進行神経芽腫の新規治療の候補薬剤として，MEK 阻害剤である Trametinib の神経芽腫に対する

in vitro および in vivo での有効性を我々は先行研究で報告してきたが，長期投与における

Trametinib に対する耐性獲得が課題であった．MEK 阻害剤の耐性メカニズムとして Hippo 経路

における YAP の活性化が報告されたことから，本研究では YAP 阻害薬である CA3 の併用療法に

ついて検証した． 

 

 

３．研究の方法 

Ⅰ．in vitro：神経芽腫細胞株 SK-N-AS 1×105をチャンバースライドに培養し CA3を投与して

YAPの免疫細胞染色を行った．次に SK-N-AS 5×103を 96 well plateに培養開始し，CA3を

10μM〜5×10-3μMまでの濃度勾配で投与し，cell viability assayを行って細胞数を測定した．

さらに 1×106をシャーレで培養し，CA3を投与してフローサイトメトリーで細胞周期およびア

ポトーシスに与える影響を確認した．最後に SK-N-AS 5×103を 96 well plate に培養開始し

trametinib および CA3 を 10μM〜5×10-3μM までの濃度勾配の組み合わせで投与し，

CompuSynで Combination Indexを算出して相乗効果を評価した． 

 

Ⅱ．in vivo：SK-N-AS 5×106をヌードマウスの皮下に移植し，腫瘍体積が 100mm3を越えた

時点で①DMSO 投与群，②CA3 単剤投与群，③Trametinib 単剤投与群，④Trametinib＋CA3

併用投与群，⑤Trametinibを単剤で開始し投与開始 7週目より CA3も併用投与する群，の 5群

に分け，10 週間投与して生存曲線および腫瘍体積の変化を検討した．また，犠牲死時に腫瘍を

採取し，YAPおよび pERKの免疫組織染色も行った． 

 



 

４．研究成果 

Ⅰ．CA3 は SK-N-AS に対し，YAP の発現を抑制し，

IC50は 1453 nMであった．また，細胞周期停止とアポ

トーシスの両方によって細胞増殖を阻害していた．両薬

剤の併用は in vitro で有意な相乗効果を呈した

（Combination Index < 1）． 

 

Ⅱ．併用療法は単剤に比べて有意に腫瘍増殖を抑制し，

生存率は併用群④および⑤ともに 100%，CA3単独投与

群 0%，Trametinib単独投与群 33%であった．

それぞれの単独投与群ではエンドポイントとし

た腫瘍体積 1,000mm3を越えたが，併用群にお

いても 7 週前後より腫瘍は徐々に増大した．犠

牲死時の腫瘍の免疫組織染色において単剤投与

または併用群において CA3 を投与した群では

YAP発現の抑制効果がみられた． 

 

また，単剤投与または併用群において Trametinib を

投与した群では pERKの発現増加がみられた． 

 

今後腫瘍の摘出など外科的治療と組み合わせるこ

とで，再発神経芽腫の長期予後改善に寄与できる最

適なプロトコル作成につながっていくと考えられ

る． 
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