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研究成果の概要（和文）：MYCNトランスジェニックマウスと同系統のマウスの骨髄から得られた造血幹細胞を元にして
、サイトカインカクテルを用いた浮遊培養を行う事で高純度の樹状細胞を大量に培養することに成功した。MYCNトラン
スジェニックマウスのheterozygoteに対し、肉眼的に腫瘍が発生していない5週齢の段階で樹状細胞を投与することで
、腫瘍発生を高率に抑制することに成功した。また、各エフェクター除去実験によりこの樹状細胞の効果はCD4陽性細
胞に依存していることが示唆された。以上より、臨床においてDCワクチンの神経芽腫への抗腫瘍効果が期待される結果
となった。

研究成果の概要（英文）：Cultivation of lineage-negative hematopoietic progenitors from bone marrow of the 
mice of the same strain of MYCN transgenic mice in an optimized cytokine cocktail led to production of a 
large amount and high-purity dendritic cells.
Importantly, subcutaneous injection of the DCs pulsed with their tumor lysate almost completely prevents 
the tumor formation and much improved their survival in these mice. The depletion study of the effector 
cells suggested that the DC-therapy is dependent to CD4-positive cells.These results suggest that 
DC-based vaccine may possibly be a potential therapeutic to prevent neuroblastoma in clinical setting.

研究分野：小児外科学

キーワード： 神経芽腫
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１．研究開始当初の背景 
(1)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に不良であ
る。特に MYCN 遺伝子が増幅している神経
芽腫の生存率は 30%程度であり、新規治療法
の開発が急務である。 
樹状細胞(dendritic cell:DC)を用いた免疫療
法は、1996年に B細胞リンパ腫に対して実施
され(Hsu F.J. Benike C et al, Nat Med, 1996)、
1998 年にはメラノーマ患者に対して奏効率
が 30％と報告された(Nestle FO, Alijagic S et 
al. Nat Med, 1998)。それ以降、多くの報告が
なされたが、2004 年の米国 NCI(National 
Cancer Institute)における集計結果ではその臨
床的有効性は 7.1%程度と報告され(Rosenberg 
SA, Yang JC et al. Nat Med, 2004)、未だに標準
治療としては確立されていない。米満らは国
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
性化することを見いだし、B6 マウスの悪性
黒色腫での有効性 (Shibata S, Okano S, 
Yonemitsu Y et al, J Immunol, 2006)や、ラ
ットを使用した肺転移モデルに対する肺転
移抑制効果(Komaru A, Ueda Y, Yonemitsu 
Y et al, J Immunol, 2009)を報告している。
神経芽腫に対しては、竜田らが、マウス神経
芽細胞株である c1300のマウス皮下腫瘍モデ
ルを用いて検討した。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。 (図１ )(Tatsuta K, Tajiri T, 
Taguchi T et al, Gene Ther,2009) 

 
図１ 
 
(2)MYCN トランスシジェニックマウス
(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（図２）(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。 
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２．研究の目的 
これらの背景から、本研究では、神経芽腫に
対する新規治療法の開発を目指す。神経芽腫
の臨床患者に最も近い動物モデルである
MYCN TgM に対して樹状細胞療法を行い、
生存期間の延長や腫瘍縮小効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
MYCN TgM と同系統のマウスから得られた
樹状細胞を増幅、活性化する。 
 MYCN TgM と同系統のマウス骨髄から樹
状細胞前駆細胞を採取し、各種サイントカイ
ンを添加した培養液で培養することで樹状
細胞前駆細胞を増殖する。その後、得られた
細胞を樹状細胞に分化させた後にセンダイ
ウイルスを感染させて樹状細胞を活 
活性化した樹状細胞(SeV/DC)をMYCN TgM
に投与し、その抗腫瘍効果を判定する。 
 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、1 回目の 
SeV/DC の投与は、開腹手術を行い、腹腔内
腫瘍に直接注入することで行う。２、３回目
のSeV/DC投与は経静脈投与で行う。この前臨
床試験データを踏まえて、MYCN TgM に対
するSeV/DC療法の効果を判定し、最終的に、
神経芽腫に対する放射線前照射 SeV/DC 療
法を含む新規の臨床治療プロトコールを立案
する。 
 
４．研究成果 
（１）MYCN Tg Mと同系統のマウスからの増
幅DC培養法の確立 
まず、MYCN TgMと同系統マウスより得られ
た骨髄細胞より樹状細胞を増幅培養した。方
法は以下の通りである。 
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る。 
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。 
マウスから得られた腫瘍細胞のライセートを
樹状細胞に投与し抗原として提示、アジュバ
ンドとしてOK-432を0.1KE/mlで共培養して治
療に用いた。 
得られた細胞をフローサイトメトリーで解析
した結果、CD11c陽性MHC ClassⅡ陽性 CD86
陽性の樹状細胞を90%以上の高純度に培養す
ることに成功した。 

 
 
図１ 樹状細胞培養法の概略 
 
（２）MYCN Tg Mに対する樹状細胞療法の効
果の検討 
次に、培養した樹状細胞をMYCN Tg Mの
heterozygoteの皮下に週１回 1.0×10^6個を３
週間投与した。その結果、Contorol群(生存率
50%)と比較し樹状細胞投与群(生存率90%以
上)で有意に生存率が改善し、樹状細胞療法が
MYCN Tg Mの heterozygoteに有用であること
が示唆された。 

図２樹状細胞投与の効果 
 
 
（３）樹状細胞療法のエフェクターの探索 
次に樹状細胞療法のエフェクターを検討する
目的で、樹状細胞投与前後でCD4陽性細胞、
CD8陽性細胞、NK細胞を抗体によって
depletionすることで生存率に影響が出るか検
討した。 
その結果、樹状細胞療法の効果はCD4陽性細
胞除去群で有意にキャンセルされ、樹状細胞
の効果はCD4陽性細胞に依存していることが
判明した。 
 
 
 
 
 

図３ 樹状細胞療法のエフェクターの検討 
 
今後は当初の予定どおり、センダイウイルス
で活性化した樹状細胞での効果を検討するこ
ととしている（下図） 
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