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研究成果の概要（和文）：「背景」Survivinは、apoptosisを抑制するタンパク質である。YM155はサバイビン発現抑制
剤である。小児悪性腫瘍である横紋筋肉腫において、YM155によるSurvivinの抑制効果を検討した。
「方法」ヒト横紋筋肉腫の細胞株RDを使用した。「結果」YM155投与にてmRNAの発現抑制、タンパク量の抑制を認め、
さらにアポトーシスも亢進していた。RDの生存率も低下した。YM155と抗癌剤との併用で生存率のさらなる低下を認め
た。ヌードマウスに作成した横紋筋肉腫はYM155の腹腔内投与にて縮小した。「結論」YM155にてin vitro, in vivoに
おいて腫瘍抑制効果が示された。

研究成果の概要（英文）：[Background] Survivin, a member of the family of inhibitor of apoptosis proteins. 
YM 155, small molecule, selectively inhibit survivin. We investigated effect of suppression survivin by 
YM 155 in rhabdomyosarcoma (RMS) cell line. [Methods] Human RMS cell line RD was prepared. RMS tumor 
using RD was made in Node mouse (NS). [Results] Survivin was expressed in RD by RT-PCR. Survivin mRNA 
level was downregulated after YM155 was added. Survivin protein level was decreased with YM155. 
Enhancement of Apoptosis was confirmed. YM155 treatment resulted in inhibition of cell proliferation of 
RD in a dose-dependent manner. Enhancement of chemotherapy-induced cell regression by YM155 were 
confirmed. RD cell growth was suppressed with YM155, followed cisplatin added, compared to cisplatin mono 
treatment. RMS Tumor in NS was reduced by YM 155. [Conclusion] Our results indicate that RD cell line 
expressed survivin. YM155 can suppress survivin. YM155 sensitizes RMS cells line in vitro and in vivo.

研究分野：小児外科
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１．研究開始当初の背景 
小児悪性固形腫瘍の一つである横紋筋肉腫
の予後は、外科治療や化学療法、放射線療法
などの集学的治療によっても、いまだ満足す
べきものではない。近年では予後の改善を期
待するあまり、集学的治療を強化した結果生
じる患児への有害事象も懸念される。従って
これまでの治療の枠組みを超えた新しいア
プローチが必須と考えられる。そこで本研究
では IAP（Inhibitor of apoptosis） family
の Survivin に対する分子標的治療を横紋筋
肉腫に導入する研究を計画した。 
Survivin は、Caspase の活性化を阻害し
Apoptosis を抑制することおよび細胞分裂の
調節の二つの機能を有するタンパク質であ
ることが知られている。 
IAP タンパク質は、ヒトにおいて正常の胎
盤、精巣、胸腺及び CD34 陽性骨髄幹細胞な
どを除いて、分化した正常ヒト組織では発現
を認めない。従って癌組織特異的な発現とい
える。その過剰発現の程度は各種固形癌で予
後不良と相関していることが報告されてお
り、また様々な癌腫で癌細胞に高発現する変
異のない抗原として同定され、Survivin 特異
的免疫療法の臨床試験も開発されている。こ
れらのことから Survivin を標的とした治療
法の確立は小児固形腫瘍に対しても可能で
あることが推察される。 
実際に小児悪性固形腫瘍で腫瘍細胞におけ
る Survivin 発現の意義が検討された報告が
あり、脳腫瘍、腎腫瘍、神経芽腫で示されて
いる(1)。しかし、小児肝芽腫と Survivin の
関連に関してはいまだ報告がなく、我々の教
室において小児肝芽腫の臨床検体を用い
Survivin の発現を免疫染色で検討したとこ
ろ、腫瘍細胞に一致して Survivin の強い発
現を認めた。また RT-PCR 法により Survivin
の mRNA の発現を検討したところ、Survivin
の高発現を認めた。従って肝芽腫を含めた小
児悪性固形腫瘍において Survivin は何らか
の形でtumorigenesisに関与していると考え
られた。 
また、日本でも臨床試験中である新規
Survivin発現抑制剤であるYM155は成人悪性
腫瘍で臨床治験が行われており、安全で毒性
が従来の抗腫瘍薬に比較してマイルドであ
るとされる（2）。 
 

２．研究の目的 

肝芽腫組織での発現を免疫組織学的に検討
し、化学療法前後での survivin 発現に関す
る組織学的変化に関して検討する。次に小児
悪性腫瘍である横紋筋肉腫に対し、Survivin
の発現が亢進し、その抑制により腫瘍細胞の
増殖の抑制を検証する。すなわち、Survivin

発現抑制剤である YM155 を用いることで、腫
瘍が抑制されるかを in vitro と in vivo で
検討し、小児腫瘍における Survivin が分子
標的治療のターゲットとなり得るかを明ら
かにする。 
３．研究の方法 
(1) 1995 年から 2010 年に当科で加療した肝
芽腫患児 14 例を対象として免疫染色を行っ
た。全例、生検により診断確定したのち、化
学療法を施行し、摘出術を行っていた。その
生検標本、摘出標本を対象とし、survivin の
発現を免疫組織学的に検討した。染色結果は
0~3+での半定量法で評価する。 
(2)ヒト横紋筋肉腫由来の細胞株であるRDに
おいて Survivin の発現を Western blot 法に
て確認する。Survivin の高発現を確認後、
Survivin を特異的に阻害する YM155 により
Survivin の発現の低下を Real time PCR 法及
び Western blot 法により mRNA 及び蛋白レベ
ルを確認する。YM155 の濃度は 10nM で行う。
また、YM155 の Apoptosis の亢進作用の検証
を行う。Apoptosis の評価は、Annexin V Assay
を使用した。Annexin V とアポトーシスの誘
導直後に細胞膜外面に露呈するホスファ
チジルセリンが結合することを利用し、細胞
を蛍光染色して FACS を行い、Apoptosis を検
出する。YM155 投与後の細胞において
apoptosis に陥った細胞を検出し、陽性細胞
の割合を計測する。 
さらに Survivin 発現低下による腫瘍細胞増
殖抑制効果を Cell Counting Kit を用いて
WST-8 assay により検討する。96 well のプ
レートに RD 細胞を 60000/ml の割合で撒き、
培養を行い、WST-8 assay を行う。YM155 の
濃度別の添加(0.5~50nM)により用量依存的
に細胞増殖が抑制されるか否かを検討する。 
(3)さらに、抗癌剤との相乗作用の検証を行
う。すなわち YM155 の投与下で、横紋筋肉腫
の治療に使用している抗癌剤である CDDP と
VAC 療法の中の（CPA,DXR）の 2剤の計 3剤を
投与することにより検討する。すなわち、96 
wellのプレートにRD細胞を60000/mlの割合
で撒き、YM155(10nM)投与後、24 時間培養を
行い、CDDP(10μM)を投与して、48 時間後に
WST-8 assay を行う。CPA(10mM),DXR(2μM)
も同様に行う。 
(4) さらに、横紋筋肉腫細胞株をヌードマウ
ス皮下に接種し、YM155 を腹腔内投与して in 
vivo での腫瘍増殖の抑制効果を検討する。 
In vivo の実験として、YM155 の RD 細胞株の
ヌードマウス接種モデルによる腫瘍効果の
検証を行った。ヌードマウスに腫瘍を移植し
たのちに YM155 と CDDP を投与し腫瘍径を計
測した。まず、NOD-SCID マウスに 5ｘ１06個
の RD 細胞を皮下注することで、横紋筋肉腫
が形成されることを確認し、その形成された



腫瘍を採取し、4mm 角として、BALB/c ヌード
マウスの皮下に移植する。腫瘍径が約 2倍の
8mm大となった6週間後に、YM155およびCDDP
を腹腔内に注入した。すなわち、YM155 は
5mg/kg を連日投与し、CDDP は 2.5mg/kg を 週
2 回投与した。経時的にマウスに形成された
腫瘍径(cm)を計測し、腫瘍容積を 0.5ｘ短径
2 乗 ｘ 長径にて計算し、腫瘍の抗腫瘍効果
が得られるか否かを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) survivinは正常肝組織には認めなかった
が、腫瘍組織一致して、survivin 陽性細胞を
認めた。生検組織における survivin 陽性組
織は 10/14 (71%)であり、その腫瘍細胞内分
布は細胞質が 2例、核に 8例に偏在していた。
一方、化学療法後の摘出標本では残存腫瘍細
胞に一致して、survivin 陽性組織を認めた。
その陽性率は 14/14 (100%)であり、腫瘍細胞
内分布は全例、核に認めた。また生検標本と
化学療法後の摘出標本での survivin 発現強
度を比較すると、生検標本での発現強度は平
均 1.07 であったが、化学療法後の摘出標本
では 2.07 であり、化学療法前に比較し、有
意に survivin 発現強度の増強を認めた。ア
ポトーシス抑制分子である survivin は、小
児肝芽腫組織でも発現を認めた。また化学療
法後の摘出標本では生検標本に比較し、有意
に survivin の発現強度が増強していた。こ
のことは化学療法後ではよりアポトーシス
を回避しうる腫瘍細胞が残存していると考
えられ、survivin 高発現細胞群に対する治療
は再発、転移抑制の点から重要であると思わ
れた。 
この点について、 European Journal of 
Pediatric Surgery に論文発表を行った。 
(2)ヒト胎児型横紋筋肉腫の細胞株の RD で
Survivin が高発現していることを確認した。
次に RD に対して、YM155 の効果を、Real time 
PCR および Western Blot 法 にて調べた。そ
の結果、細胞株 RD では、YM155 にて mRNA の
発現量はYM155投与後48時間で20%まで抑制
されていた。また、48 時間でのタンパク量も
Western Blottingにて抑制されていることを
確認した。Apoptosis は、YM155 投与群では
Annexin V の発現が増強しており Apoptosis
が亢進していることが示された。次に、in 
vitro での YM155 による RD 細胞の増殖抑制
作用として WST-8 Assay を用いた細胞の生存
率の実験では、YM155 投与で RD 細胞の生存率
は、YM155 の用量依存的に低下した。 
(3)次に YM155 と各種抗癌剤を投与では、
YM155とCDDPとの併用時に生存率の低下を認
め、YM155 が抗癌剤の作用を増強することが
分かった。しかし、その他の 2剤では、明ら
かな相乗効果は見られなかった。これは RD

細胞株がVAC療法の抗癌剤に耐性があった可
能性が考えられた。Apoptosis は、YM155 単
独投与より、さらに CDDP との相乗作用で亢
進することが分かった。 
(4)さらに in vivo での実験として、YM155
の RD 細胞株のヌードマウス接種モデルによ
る腫瘍効果の検証では、YM155 単独でも腫瘍
は縮小し、CDDP 併用で、さらに腫瘍の縮小を
認めた。 
Survivin は横紋筋肉腫株の RD で高率に発
現され、Survivin の阻害剤である YM155 にて
in vitro, in vivo において腫瘍抑制効果が
示された。今後、小児悪性腫瘍における
Survivin が分子標的治療のターゲットとな
り得る可能性を示唆した。 

 
（図 1）マウスに形成された横紋筋肉腫 
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