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研究成果の概要（和文）：神経芽腫に対する新規治療法の確立を目指して、神経芽腫の臨床患者に最も近い動物モデル
であるMYCN TgMを用いて新規治療法であるSeV/DCによる放射線併用免疫遺伝子治療の抗腫瘍効果の検討とメカニズム解
析を行い、抗腫瘍効果を認め、初期のエフェター細胞は、NK細胞とCD4陽性T細胞 が有力であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To establish the novel treatment for neuroblastoma, we assessed the anti tumor 
effect and the analysis of mechanism of the immunotherapy with local radiation by Sendai Virus/Dendritic 
cel for neuroblastoma using MYCN transgenic mouse. The anti tumor effect for neuroblastoma of he 
immunotherapy with local radiation by SeV/DC was demonstrated. The possibility was suggested that the NK 
cell and CD4 positive T-cell was the primitive effector cells for this immunotherapy.

研究分野：小児外科
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１．研究開始当初の背景 

 小児固形悪性腫瘍（神経芽腫、ウィル

ムス腫瘍、肝芽腫、軟部悪性腫瘍など）

は、外科治療、大量化学療法と放射線療

法を組み合わせた集学的治療により、近

年の治療成績は次第に向上しつつあるも

のの、進行神経芽腫を中心とした難治症

例の予後は未だ不良である。 樹状細胞

（dendritic cell: DC）を用いた免疫療

法は、進行悪性腫瘍に対する次世代治療

として期待され、主に成人における種々

の進行悪性腫瘍症例への臨床試験が行わ

れているものの、現時点で十分に満足す

る結果は得られていない。我々は,最近、

国産新規遺伝子治療ベクターであるセン

ダイウイルスベクター（SeV）が DC を強

力に活性化することを見出し、マウス神

経芽腫細胞株である C1300 のマウス皮下

腫瘍モデルを用いた前臨床試験を施行し

た。その結果、放射線局所前照射を伴う

SeV 導入 DC(SeV/DC)の局所腫瘍注入によ

る高い抗腫瘍効果を得ることができた。 

 MYCN トランスジェニックマウス（MYCN 

TgM）は、マウスの神経堤由来の細胞で特

異的発現するTyrosine Hydroxylaseのプ

ロモーターの下流にヒトの MYCN cDNA が

位置するベクターが導入されたもので、

神経堤細胞において MYCN 蛋白が強発現

することにより胸腹部交感神経節由来の

神経芽腫が発生する（W.A.Weiss et al, 

The EMBO Journal, 1997）。また、このマ

ウスに発生する神経芽腫において、ヒト

の神経芽腫において生じる染色体変化と

多くの同じ変化が対応するマウス染色体

に生じており（W.A.Weiss et al, Cancer 

Res, 2000） 、ヒトの神経芽腫の発生、

進展のメカニズムの解明、及び、治療開

発モデルとして非常に有用なツールであ

る。 

 

２．研究の目的 

 神経芽腫に対する新規治療法の確立を

目指して、神経芽腫の臨床患者に最も近

い動物モデルであるMYCN TgMを用いて新

規治療法である SeV/DC による放射線併

用免疫遺伝子治療の抗腫瘍効果の検討と

メカニズム解析を行う。さらに既存の化

学療法や他の試験的治療薬との併用治療

の効果を検討して神経芽腫に対する

SeV/DCを含む新規の標準的治療を考案す

ることを目標とする。 

 

３．研究の方法 

 本研究の具体的な研究計画・方法の要

旨としては、まず、MYCN TgM に対する

SeV/DC の抗腫瘍効果の確認（放射線療法

併用）として、C1300 のマウス皮下腫瘍

モデルを用いた前臨床試験と同様の手法

を用いるが、最も異なる点としては、1

回目の SeV/DC の投与は、ヒトにおいて予

定している臨床試験と同じく、開腹手術

を行い、腹腔内腫瘍内に直接注入するこ

とである。この前臨床試験データを踏ま

えて、MYCN TgM に対する SeV/DC と既知

の化学療法、及び新規分子標的治療薬併

用による抗腫瘍効果の検討を引き続き行

い、神経芽腫に対する SeV/DC を含む新規

の標準的治療を考案するために、これら

全ての前臨床試験データを総合的に解析

する。 

 

４．研究成果 

1. MYCN TgM と同系統の129X1/SvJ マウ

スの骨髄より樹状細胞前駆細胞を採取し、

Flt3-L, SCF,IL-3, IL-6 を添加した細胞

培養液で3 週間培養し、樹状細胞前駆細

胞を増殖させた。 

2. GM-CSF およびIL-4 存在下の培養液に

て1 週間培養し、樹状細胞に分化させた。 

3. 樹状細胞を分注し、凍結保存した。 



4. 凍結保存した樹状細胞の一部を解凍

し培養系にうつし、翌日センダイウイル

スベクターをMOI100 にて感染させ、遺伝

子導効率および樹状細胞の細胞特性を

FACS にて確認した。 

5. マウスは「放射線前照射併用SeV/DC 

治療群」「SeV/DC 治療群」「放射線照射

のみの群」「非治療群」の4 群に分け、

各群n=5 とした。 

6. 放射線前照射 

生後3 週目のホモのMYCN トランスジェ

ニックマウスを、MRI 撮影にて腹腔内に

神経芽腫が発生していることを確認した

後、鉛遮蔽板の裏側に鎮静をかけたマウ

スを固定し、エックス線照射装置を用い

て、体外より腫瘍局所的にエックス線を

１日4Gy、合計３日間照射した。 

7. SeV/DC による治療 

SeV を感染させて48 時間後の樹状細胞

(SeV/DC)を1x106 個/100μL に調整し、

MYCN トランスジェニックマウスを開腹

し直視下にSeV/DC を腫瘍内投与する。

SeV/DC による治療は、１週間に１回、合

計３回施行した。 

8. MRI あるいはCT にて治療効果の確認 

1 週間に1 回MRI 撮影にて腫瘍サイズを

確認し、生存率も同時に検討した。 

 

その結果として、「放射線前照射併用

SeV/DC治療群」にて腹腔内に発生する神

経芽腫の体積が、非治療群に対して有意

に抑制されたが、マウスの生存日数には、

影響を与えなかった。 

 

9. 抗腫瘍効果の免疫メカニズム解析 

抗腫瘍効果を担うエフェクター細胞を同

定するために、治療開始後のNK 細胞活性

およびCTL活性を測定し、また抗体を用い

てNK 細胞およびCD4 陽性T 細胞、CD8 陽

性T 細胞を除去し、抗腫瘍効果にどのよ

うな影響を及ぼすかを確認する。また、

MRI による解析で腫瘍が縮小した状況で

長期生存例に関して腫瘍を摘出し、分化

傾向などの組織学的検討、及び、免疫染

色により、エフェクター細胞（NK 細

胞,CD4 陽性T 細胞、CD8 陽性T 細胞な

ど）の組織浸潤の検討を行った。 

 

その結果として、エフェクター細胞とし

てNK 細胞,CD4 陽性T 細胞が初期の抗腫

瘍効果に重要であることが示唆された。 
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