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研究成果の概要（和文）：神経芽腫の局所腫瘍切除が転移巣に及ぼす影響を解明することを目的とした．
神経芽腫自然発症マウスモデルから採取した腫瘍細胞を継代培養し，同種マウスに皮下移植して高率に遠隔転移
を起こすシンジェニックマウスを作成した
．腫瘍完全切除群，腫瘍非切除群の比較において，腫瘍の完全切除により転移巣の発育が促進されることが確認
された．ついで，ポリ塩化酢酸ビニルスポンジを皮下に移植して腫瘍は切除しないシャム手術モデルを作成し，
また，腫瘍部分切除モデルと比較したところ，ポリ塩化酢酸ビニルスポンジ群で有意に転移促進が惹起された．
全身侵襲自体が転移移促進効果に寄与する可能性がある．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the effect of local tumor resection 
of neuroblastoma on metastases.
Tumor cells from a spontaneous mouse model of neuroblastoma were cultured in passaging and 
subcutaneously transplanted into allogeneic mice to generate syngeneic mice with a high rate of 
distant metastasis.
Comparison of the complete tumor resection group and the tumor-free group showed that complete tumor
 resection promoted metastasis development. A sham-operated model in which a vinyl chloride acetate 
sponge was implanted subcutaneously and the tumor was not resected was also compared with a partial 
tumor resection model, and the vinyl chloride acetate sponge group showed significantly accelerated 
metastatic growth. The systemic invasion itself may contribute to the metastasis-promoting effect.

研究分野：小児腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
以上の所見から，神経芽腫において，術後の慢性炎症を防ぐ（術後合併症の予防，抗炎症薬の使用）ことで転移
を抑制できる可能性が示唆された．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
活動性転移を有する進行神経芽腫に対する治療として，大量化学療法，局所腫瘍切除，放射線
治療を組み合わせた集学的治療が標準治療だが，高リスク群での５年生存率は依然 50%以下と
不良である．共同研究者である田尻達郎を委員長とする JCCG神経芽腫委員会（JNBSG）にお
ける臨床試験では，高リスク群後期第Ⅱ相試験（JN-H-07）にプロトコルとして大量化学療法前
に局所腫瘍切除を組み込んだ．その結果，局所腫瘍完全切除と不完全切除において無増悪生存率
に差が無いことが明らかとなった．その後継試験である JN-H-11では，大量化学療法後の遅延
局所腫瘍切除を取り入れている．しかし，活動性転移巣を有する治療早期に原発巣切除を行うべ
きか，大量化学療法後まで原発巣切除を待つべきか，そして原発巣の完全切除を目指すべきか，
のリサーチクエスチョンについては，原発巣切除が転移巣に与える影響の明確な基礎的なエビ
デンスはこれまで存在せず検証されてこなかった． 
乳がんや肺がんなどで局所腫瘍切除が転移巣の増大を惹起するという報告が臨床試験および
基礎研究の結果から示されており，そのメカニズムとして，術後ストレス反応による NK 細胞
活性，樹状細胞濃度の低下などによる免疫抑制状態の関与，空気中のリポ多糖暴露による血管新
生や炎症反応の亢進，休止状態となっていた微小転移の再活性化などが推測されている．しかし，
これまで神経芽腫においては適当な疾患モデル作成が困難であり，十分な基礎研究がなされて
こなかった． 
申請者らは，遺伝子導入神経芽腫発症モデルである，MYCN トランスジェニックマウス
（MYCN TgM）に生じた腫瘍を初代継代培養して細胞株を樹立し，同系の野生型マウス
（129+Ter/SvJcl）に皮下接種することで同種同系の転移性神経芽腫シンジェニック（syngeneic 
metastatic neuroblastoma; sMNB）マウスモデルを作成した．そして本モデルでは高率に遠隔
転移が発症すること，さらに局所腫瘍切除により転移巣の増大を惹起するという結果を見いだ
し，これを報告した（Inoue M, et al: Pediatr Surg Int, 2019）． 
本研究では，この sMNBマウスモデルを用いて，局所腫瘍切除の程度が転移巣に及ぼす影響
を検討し，その分子メカニズムを解析することを研究課題の核心とし，将来的には進行神経芽腫
に対する新たな集学的治療を開発する上での，外科治療の標準化・合理化を検討するためのプラ
ットフォームとなるモデルの確立を目標とする． 
 
 
２．研究の目的 
本研究における最終目的は，活動性転移を有する神経芽腫において局所腫瘍切除が転移巣に
及ぼす影響を明らかにすることである．ヒト神経芽腫と比較して，MYCN TgMでは転移率が低
いことが知られており，進行神経芽腫の臨床像を十分に反映しておらず，また大動脈周囲に発育
するため，局所腫瘍切除による術後死亡率が高く，腫瘍切除を再現することは困難であった．申
請者らの開発した sMNBマウスモデルは，その独自性として，局所腫瘍切除後に遠隔転移を有
した状態で一定期間観察が可能であり，さらに免疫不全マウスに対する xenograftと異なり，マ
ウス由来がん細胞を免疫系が正常な同系マウスに移植したものであるため，自然免疫・獲得免疫
を完全に保持しており，手術に対する生体反応などの観点からより臨床に近い変化が観察可能
である．従って，本モデルを用いた研究は既存の神経芽腫モデルを用いた研究とは一線を画して
おり，ここに本研究の学術的独自性と創造性がある． 
申請者らは，腫瘍原発巣切除の転移巣に与える現象として，Concomitant tumor resistance
（CR）現象との関連に着目している．CRとは，腫瘍細胞を移植された宿主動物において，二番
目に移植した腫瘍の発育が抑制される現象であり，術後の転移巣増悪メカニズムの一つとして
注目されている（Tohme S, et al: Cancer Res, 2017）．この機序として，原発腫瘍あるいは宿主
が転移性腫瘍に対し免疫応答を引き起こしているとする免疫仮説と，原発腫瘍が転移性腫瘍に
対し抑制的に働く因子を分泌しているとする非免疫仮説が報告されている．本研究では，この
CR現象を主眼に研究プロトコルを構築した． 
 
 
３．研究の方法 
sMNB マウスモデルを作成し，局所腫瘍切除に伴う個体への免疫学的影響，転移巣の組織学的
変化，化学療法と腫瘍切除のタイミングによる転移巣への影響について解析を行う． 
 
Ⅰ．局所腫瘍切除・シャム手術群での腫瘍増大速度および遠隔転移巣の検索 
1. MYCN TgM から樹立した神経芽腫細胞株を，継代培養後に 129+Ter/SvJcl マウスに 5×105 個
とマトリゲルを混合して背部皮下に移植し，sMNB モデルを作成する． 
2. 腫瘍体積が 700mm3 を超過した順に sMNB モデルを①完全切除群，②不完全切除群，③経過観
察群，④非切除-腫瘍操作群，⑤非切除-皮膚切開群の 5群に割り付ける．不完全切除群は腫瘍体
積の 50%を切除する．非切除-腫瘍操作群は腫瘍の周囲に沿って 3cm の皮膚切開を加え，腫瘍表



面全体を露出し切除せず閉創する．非切除-皮膚切開群では，原発腫瘍から離れた腹部皮膚を 3cm
切開し閉創する．局所腫瘍および転移リンパ節体積を 3日毎に計測し，各群で腫瘍成長速度を比
較する． 
3. 腫瘍体積が閾値に到達した日から 14 日後に犠牲死させ，転移リンパ節を採取して体積を比
較する．同時に血液，脾臓，肺，肝，脊髄，脳を採取し，TH による免疫組織化学染色により転移
検索を行う． 
 
Ⅱ．発現変動遺伝子・免疫応答変化などの分子メカニズム解析 
1 各群の転移リンパ節から腫瘍浸潤リンパ球 TIL，マクロファージなどの免疫細胞を免疫組織化
学染色・フローサイトメトリーにより解析する．また，RNA を抽出し発現変動遺伝子解析（タカ
ラバイオ Agilent Technology，SurePrint G3 Mouse Gene Expression 8x60K）およびパスウェ
イ解析を行う． 
2.各群の脾臓から脾細胞を分離しフローサイトメトリーにより NK 細胞などのリンパ球サブセッ
トを計測する．また，NK細胞活性測定を比較する． 
3.ストレス応答および炎症評価として，血中 IL-2，IL-6，TNF-αなどのサイトカインおよびコ
ルチコステロンの濃度測定を行う． 
 
４．研究成果 
神経芽腫自然発症マウスモデルから採取した腫瘍細胞を特殊培地で継代培養し，同種マウス
に皮下移植することで高率に遠隔転移を起こすシンジェニックマウスを作成し，微小転移が生
じてくるタイミングで局所腫瘍切除を行い，転移腫瘍やマウスの組織学的・免疫学的評価を行っ
た． 
腫瘍を完全に切除する群，腫瘍を切除しない群の比較において，腫瘍の完全切除により転移巣
の発育が促進されることが確認された．その後、腫瘍を切除せず手術侵襲のみを加えた Sham 手
術群においても転移の促進効果が確認されたこのことにより，手術侵襲自体が転移巣の増悪を
惹起している可能性や腫瘍への接触を伴う操作により何らかの転移促進因子が分泌される可能
性が示唆された． 
ついで，手術侵襲を均等に加えた状態での検討を行うために，ポリ塩化酢酸ビニルスポンジを
皮下に移植して，腫瘍自体は切除しないシャム手術モデルを作成し，また，腫瘍を完全に切除し
ない部分切除モデルを作成し比較検討したところ，ポリ塩化酢酸ビニルスポンジ群で有意に転
移促進が惹起された． 
以上の結果から，全身侵襲自体が神経芽腫モデルマウスにおいて転移移促進効果に寄与する
可能性がある．そして，臨床においても，神経芽腫において，術後の慢性炎症を防ぐ（術後合併
症の予防，抗炎症薬の使用）ことで転移を抑制できる可能性が示唆された． 
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