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研究成果の概要（和文）：高リスク神経芽腫患者の大部分は一旦治療に反応して寛解に達するが、その半数以上
は再発して治療抵抗性を獲得し、長期生存は難しい。これは、神経芽腫の再発では治療後に体内に残存したがん
細胞が再活性化し、遺伝子変異を伴わずに異なる形質を示すためだと考えられる。化学療法や放射線療法の治療
後のがん微小環境には、亜致死となった(治療誘発細胞老化：TIS)細胞が存在し、サイトカイン等の分泌が亢進
する(細胞老化随伴分泌現象：SASP)ことが知られている。そこで本研究では、がん微小環境の構成細胞で分泌活
性の高い間葉系幹細胞(MSC)に注目し、MSCのSASPによって分泌される分子の同定と機能解析を試みた。

研究成果の概要（英文）：Although most high-risk neuroblastoma (NB) patients initially respond to 
therapy and reach remission, more than half of them relapse and develop the therapy-resistance, 
making long-term survival difficult. This is because residual NB cells left in the body after 
therapy frequently show different characteristics without genetic mutations. After chemotherapy and 
radiation therapy, sub-lethally damaged (therapy-induced senescence: TIS) cells are known to 
increase the secretion of exosomes, cytokines, and other substances (senescence-associated secretory
 phenotype: SASP). In the present study, we focus on mesenchymal stem cells (MSCs) with high 
secretory activity and aim to identify and characterize the molecules secreted by SASP from MSCs.

研究分野：小児腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高リスク神経芽腫は、患者の半数以上が再発して治療抵抗性を示す代表的な難治性小児がんである。再発した高
リスク神経芽腫患者の治療抵抗性獲得には、治療後に体内に残存したがん細胞が遺伝子変異を伴わずに異なる形
質を示すことが重要で、がん微小環境中の細胞から分泌される因子の同定が必須だと考えられる。そこで本研究
では、神経芽腫のがん微小環境の主要な構成細胞で分泌活性の高い間葉系幹細胞(MSC)の役割を明らかにするこ
とを試みた。その成果は、高リスク神経芽腫患者に対する新たな治療法の開発、予後の改善に繋がると期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
神経芽腫は、小児がん死亡の約 15%を占める代表的な小児難治性固形がんである。神経芽腫患
者の転帰はリスクによって著しく異なっており、低・中間リスクの患者は殆ど亡くならず治療強
度の軽減が図られているのに対して、高リスク患者の長期生存率は未だ 50%に満たず更なる治療
強化、新規治療法の開発が求められている。高リスク患者では、その半数以上に再発・再増大が
みられ、一旦再発・再増大した患者の 90％以上が亡くなっている。この再発・再増大は、治療終
了後も残った微小残存病変（MRD）の再活性化によると考えられ、世界中の多くのグループによ
って MRD の検出が試みられている。神経芽腫では、腫瘍細胞特異的なゲノム DNA の再構成や融合
遺伝子が同定されていないため、正常細胞に比して腫瘍細胞での発現量が著しく多い遺伝子の
mRNA（NB-mRNA）がマーカーとして選択されている。複数のマーカーを組み合わせた MRD 評価法
が多数報告されてきたが、高リスク患者における MRD の変動を正確に把握することは未だ困難
である。 
近年のゲノム解析によって、がんは、遺伝子変異の違いに基づいた性質の異なるがん細胞から
構成される不均一な集団であることが示された。さらに、自己複製能および多分化能を持ち少数
の細胞からがんを形成できるがん幹細胞（CSC）と呼ばれる細胞集団は、分化度の異なるその他
のがん細胞（non-CSC）を産み出している。このようながんの多様性は、がんの進展・再発に深
く関与しており、特に、同一の遺伝子変異を有するがん細胞が微小環境の違いや治療によって異
なる形質を示すようになった場合は、極めて治療困難になることが明らかになってきた。神経芽
腫では、高リスク患者の大多数は、一旦治療に反応して寛解を達成するが、その半数以上が再発・
再増大し、極めて治療困難になっている。 
この異なる形質の発現は、がん細胞およびその微小環境から分泌されるエクソソーム、サイト
カイン、成長因子、プロテアーゼといった様々な分泌因子によって制御されると考えられる。現
状の化学療法や放射線療法は、がん細胞を選択的に全て死滅することは困難で、治療後に亜致死
となったがん細胞および間質細胞に、不可逆的な細胞増殖停止（細胞老化：cellular senescence）
を誘導している（治療誘発細胞老化：TIS, therapy-induced senescence）。細胞老化を起こした
細胞（老化細胞）では、エクソソームや種々のサイトカインといったがんや炎症を促進または抑
制する因子の分泌が亢進する（細胞老化随伴分泌現象：SASP, senescence-associated secretory 
phenotype）ことが知られている。臨床的には、CSC の集団、MRD に含まれる細胞集団、TIS 細胞
の集団は、大部分がオーバーラップしていると予想されるが、それらの異同の詳細は未だ明らか
になっていない。つまり、現状の高リスク神経芽腫の治療で再発・再増大して極めて治療困難に
なる患者を救済するためには、神経芽腫細胞とその微小環境微の相互作用を担う分泌因子の同
定とその機能解析が必須だと考えられる。 
これまでに研究代表者らは、神経芽腫患者の腫瘍組織では、腫瘍関連マクロファージ（TAM）、
がん関連線維芽細胞（CAF）は近接して存在し、それらの数は病期分類およびリスク分類と相関
していること、末梢血中のマクロファージ、骨髄中の間葉系幹細胞(MSC)は腫瘍部位に集積して
それぞれ TAM、CAF に活性化され、神経芽腫のがん微小環境を形成すること、がん微小環境にお
いて MSC、CAF の分泌活性が高いことを示してきた。 
 
２．研究の目的 
極めて治療困難な高リスク神経芽腫の病態理解を目指して、がん微小環境の主要な構成細胞
で分泌活性の高い間葉系幹細胞（MSC）の細胞老化随伴分泌現象（SASP）によって分泌される分
子を同定し、その機能を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
（1）複製誘発細胞老化（RS）した臍帯由来間葉系幹細胞（RS-UC-MSC）の細胞老化随伴分泌現象
（SASP）によって分泌される分子（RS-UC-MSC の SASP 分子）の単離・同定 
正期産児の UC-MSC は 50 回以上の継代で RS が誘導されたので、継代数 50 回以上の UC-MSC
（RS-UC-MSC）と継代数 5 回以下の UC-MSC（non-RS-UC-MSC）の培養上清を回収した。銀染色し
た SDS-PAGE ゲル上で non-RS-UC-MSC 上清に比して RS-UC-MSC 上清で濃いバンドを質量分析(LC-
MS/MS)で同定した。 
 
（2）治療誘発細胞老化(TIS)した骨髄由来間葉系幹細胞（TIS-BM-MSC）の SASP によって分泌さ
れる分子（TIS-BM-MSC の SASP 分子）の同定 
BM-MSCは 15回以上の継代でRSが誘導されたが、継代数5回以下であっても（non-RS-BM-MSC）
高リスク神経芽腫患者の治療に用いられるシスプラチン(CDDP)、テモゾロミド(TMZ)処理によっ
て TIS が誘導されたので、30M CDDP、3mM TMZ で 72h 処理した BM-MSC（TIS-BM-MSC）と無処理
の BM-MSC（non-TIS-BM-MSC）の培養上清を回収し、培養上清中のタンパク質を Western blot で
同定した。 
 
（3）TIS-BM-MSC の SASP 分子の細胞増殖能評価 
 神経芽腫 BE(2)-C 細胞および BM-MSC の培養上清に TIS-BM-MSC の SASP 分子を添加して、それ



らの細胞増殖を cell count、MTS アッセイにて測定した。 
 
（4）高リスク神経芽腫患者検体における TIS-BM-MSC の SASP 分子の発現解析 
 高リスク神経芽腫患者の腫瘍検体における SASP 分子 mRNA の発現量と予後（無再発生存率）と
の関連を R2 データベース(http://r2platform.com)を用いて検討した。健常人コントロールの
血清、高リスク神経芽腫患者の治療経過中骨髄および血清における TIS-BM-MSC の SASP 分子の
濃度は ELISA で測定した。 
 
４．研究成果 
（1）RS-UC-MSC の SASP 分子の単離・同定 
54 回継代培養した RS-UC-MSC と 4 回継代培養した non-RS-UC-MSC から培養上清を回収した。
銀染色した SDS-PAGE ゲル上で non-RS-UC-MSC 上清に比して RS-UC-MSC 上清で濃いバンドを切り
出し、質量分析(LC-MS/MS)で RS-UC-MSC の SASP 分子を同定した。 
 
（2）TIS-BM-MSC の SASP 分子の同定 
3 回継代培養した non-RS-BM-MSC を 30M CDDP、3mM TMZ で 72h 処理した TIS-BM-MSC と無処理
の non-TIS-BM-MSC の培養上清を回収し、RS-UC-MSC の SASP 分子に対する抗体を用いて Western 
blot した。RS-UC-MSC の SASP 分子は、non-TIS-BM-MSC に比して TIS-BM-MSC で著しい発現上昇
を認め、TIS-BM-MSC の SASP 分子でもあることを明らかにした。 
 

（3）TIS-BM-MSC の SASP 分子の神経芽腫細胞の増殖におよぼす効果 
 神経芽腫 BE(2)-C 細胞を 80nM SASP 分子タンパク質、12M SASP 分子阻害剤の存在下または非
存在下で 72h 培養し、それらの細胞増殖を MTS アッセイ、cell count にて測定した。 
（4）高リスク神経芽腫患者検体における TIS-BM-MSC の SASP 分子の発現 

 高リスク神経芽腫患者の腫瘍検体における TIS-BM-MSC の SASP 分子 mRNA の発現量と予後（無
再発生存率）との関連を既存のコホートデータを用いて検討すると、TIS-BM-MSC の SASP 分子
mRNA の高発現腫瘍は低発現腫瘍に比して、統計学的有意差を持って予後不良だった。また、高
リスク神経芽腫患者検体中の TIS-BM-MSC の SASP 分子の濃度は、血清に比して骨髄で高かった。
TIS-BM-MSC の SASP 分子の骨髄中濃度を治療経過で比較すると、治療開始前に比して寛解導入療



法 2コース後に上昇し、その後、治療開始前のレベル以下まで減少した。 
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