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論 文 略 語 集 

（アルファベット順） 

 

GN ; ganglioneuroma  

GNB ; ganglioneuroblastoma 

INPC ; International Neuroblastoma Pathology Classification 

IRS ; immunohistochemical reactive score 

MKI ; mitosis-karyorrhexis-index 

NB ; neuroblastoma  

NET ; neuroendocrine tumor 

NTs ; neuroblastic tumors 

PRRT ; peptide receptor radionuclide therapy 

RT-PCR ; reverse-transcriptase polymerase chain reaction  

SSTR ; somatostatin receptor   

TH ; thyrosine hydroxylase 
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要 旨  

 

ソマトスタチン受容体（SSTR）は様々な腫瘍に発現し、ソマトスタチンアナ

ログ製剤が分子標的治療薬として用いられている。オクトレオチドは SSTR-1, 2, 

3, 4, 5 のサブタイプ中、特に SSTR-2 に選択性が高いが、近年、複数のサブタ

イプに結合するソマトスタチンアナログ製剤の開発が進んでおり、その有効活用

のためには SSTR 全サブタイプの検索が必要である。小児固形腫瘍で最多を占

める神経芽腫（NB）でも、SSTR-2 の発現および予後良好因子としての報告は

見られるが、SSTR-2 以外のサブタイプの発現や、予後との関連を検討した報告

はほとんどない。  

 本研究の実験Ⅰでは、神経芽腫群腫瘍（NTs）63 例における SSTR サブタイ

プの発現を免疫組織化学染色法と 37 例についてはリアルタイム RT-PCR 法を用

いて検索し、国際組織分類（ INPC）を用いて組織型および予後との関連を検討

した。90%以上の症例で SSTR-1 または 2 の発現を認めた。より分化した組織型、

favorable histology group、生存群で SSTR-1, 2, 3, 4 は高発現の傾向で、SSTR-1, 

4 の陽性例は陰性例よりも有意に全生存率が良好であった。実験Ⅱでは、NTs の

発生母地とされている副腎髄質や交感神経節における SSTR サブタイプ発現を

発生段階的に検索した。成熟細胞の方が未熟細胞よりも SSTR-1, 2, 3, 4 は高発

現の傾向であった。実験Ⅲでは、NB で発現が報告されている様々な蛋白や転写

因子の発現を検索し、 SSTR 発現や予後との関連を検討した。その結果、

thyrosine hydroxylase、シナプトフィジン、CD44 も発現が予後良好因子と考え

られたが、SSTR との関連性が示されたのはソマトスタチンのみであった。  

 現在、ソマトスタチンアナログ製剤は切除不能や標準的治療抵抗性の成人神経

内分泌腫瘍の治療に用いられているが、今後小児腫瘍にも広まってゆくと期待さ

れる。NTs は高率に SSTR-1, 2 を発現したことから適応例は多いと考えられる。

Unfavorable histology group や死亡例では SSTR サブタイプ全般的に低発現で

あったが、死亡例の一部で SSTR-2 の高発現例が見られたことから、難治性の

NB であっても SSTR の発現に応じて治療の適応となる可能性が示唆された。  
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１． 緒 言  

 

１－１  ソマトスタチンについて  

 ソマトスタチンは 14 個または 28 個のアミノ酸が結合したペプチドホルモンで、

主に下垂体、膵ランゲルハンス島、腸管の神経内分泌細胞で産生・分泌される。

その他、中枢神経、末梢神経、甲状腺などの臓器や炎症細胞、活性化した免疫細

胞、腫瘍細胞からも分泌が報告されている。当初、成長ホルモン放出抑制因子と

して報告されたが、広く外分泌抑制および細胞増殖抑制作用を有すことが明らか

となり、全身の内分泌系において抑制的な役割を担う数少ないホルモンである。  

 

１－２  ソマトスタチン受容体について  

 ソマトスタチンは血中半減期が短いことから、代謝されにくく血中濃度が安定

し、かつ選択的結合性の高いアナログやアンタゴニストが従来から開発されてき

た（図 1）。それと共に、affinity binding や autoradiography などの手法を用い

てソマトスタチン受容体（SSTR）の研究が進んだ 1 ) ,2)。その結果、SSTR は全身

組織に広く分布する他、神経内分泌腫瘍（NET）、下垂体腺腫、褐色細胞腫、パ

ラガングリオーマ、甲状腺髄様癌、乳癌、前立腺癌、腎細胞癌、神経系腫瘍など

様々な腫瘍組織においても存在することが知られるようになった。  

 その後、分子クローニングの技術によって SSTR-1, 2, 3, 4, 5 のサブタイプが

同定され、５種類のサブタイプ全て７回膜貫通型受容体であり、G タンパク質と

の結合を介して細胞内シグナル伝達に関わることが明らかにされた。サブタイプ

全てに共通する働きとして、アデニル酸シクラーゼの抑制、タンパク質チロシン

ホスファターゼの活性、MAPK (mitogen-activated protein kinase)の調節が報告

されている（表 1）。外分泌抑制作用については、 cAMP 産生抑制や Ca イオン流

入抑制、カルシニューリンなどのタンパク質チロシンホスファターゼ活性化が関
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与するとされる。細胞増殖抑制作用については、 cAMP 産生抑制や Ca イオン流

入抑制に加えて、EGF (epidermal growth factor) 受容体や IGF-1 (Insulin-like 

growth factor-1) 受容体などの受容体型チロシンキナーゼの抑制、MAPK 調節に

よる成長停止、p53 活性化によるアポトーシス誘導が関与するとされる 1 )。サブ

タイプ別の作用としては、SSTR-1, 2, 4, 5 は Rb（ retinoblastoma gene）や p21

を誘導して細胞周期停止をもたらし 3)、SSTR-3 は p53 や Bcl-2 ファミリーのメ

ンバーである Bax を活性化してアポトーシスを促進することが報告されている 4)。

また、下垂体からの GH、TSH の分泌は SSTR-2, 5 を介して 5 )、膵ランゲルハン

ス島からのインスリン分泌は SSTR-5、グルカゴン分泌は SSTR-2 を介して抑制

されること 6,7)が報告されている。GH やインスリン分泌の調節には SSTR-1 の関

与も報告されている 8 ,9)。正常組織や腫瘍における各サブタイプの局在については、

RT-PCR 法 10 )、Western blot 法、免疫組織化学染色法 11 -13)、蛍光抗体法など、様々

な検索手法により検索されている。免疫組織化学染色法においては、近年、各サ

ブタイプのモノクローナル抗体の入手が可能となり、ポリクローナル抗体に比べ

特異性が高く交差反応が少ないとして、病理診断に有用性が高いと期待されてい

る 14)。  

 

１－３  ソマトスタチンアナログ治療について  

 多数のソマトスタチンアナログ製剤およびアンタゴニスト製剤が開発されて

きたが、最も汎用されているのはソマトスタチンアナログ製剤のオクトレオチド

である。オクトレオチドは、20 年以上前から先端巨大症やホルモン産生腫瘍の症

状改善を目的とする治療に使用されており、使用経験が長いという点で安定した

治療薬である。近年更に、消化管 NET に対して過剰なホルモン分泌に起因する

症状の改善および腫瘍増殖抑制効果が認められ、切除不能な NET において治療

選択肢の一つとなっている 15 )。その腫瘍増殖抑制効果については、SSTR を介し
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ての直接的な抗腫瘍効果だけでなく、血管新生抑制のような間接的な抗腫瘍効果

がある 16 )。オクトレオチドに放射線同位体を結合させて SSTR を発現する組織に

取り込ませるオクトレオスキャンも、欧米諸国では従来から腫瘍の局在診断に用

いられており 17 )、更に近年では、細胞破壊効果を有す放射性同位体を結合させた

ソマトスタチンアナログ製剤を使って、腫瘍の局在診断と同時に治療を行う

peptide receptor radionuclide therapy (PRRT)も行われている。本邦では、2011

年に初めてオクトレオチド（サンドスタチンⓇ）に対して、消化管 NET に対す

る保険適用（効能としては消化管ホルモン産生腫瘍に対する諸症状の改善）が承

認され、PRRT も一部の施設にて臨床研究レベルで行われ始めている。  

 オクトレオチドは、特に SSTR-2 に結合性が高いため、それらのサブタイプを

発現していない腫瘍の場合、高い治療効果が期待されないことになるが、近年は

複数のサブタイプに結合性の高いアナログが開発されている。SOM230 がその代

表であり、SSTR-1, 2, 3, 5 に対して高い結合性を示すと報告されている 18,19)。こ

れら multi-receptor targeting somatostatin analogs を効果的に使用してゆくた

めにも、個々の腫瘍における SSTR サブタイプの発現解析は重要である。   

 

１－４  神経芽腫群腫瘍と組織分類について  

 神経芽腫群腫瘍（NTs）は、小児固形腫瘍で最も頻度が高く、小児がんにおい

ては白血病、脳腫瘍に次いで多く、悪性腫瘍全体の約 10％を占める。胎児の神経

堤細胞の発達を模倣するように腫瘍細胞が成熟分化するというユニークな生物学

的特性を示し 20,21 )、交感神経節や副腎髄質を発生母地として体幹に好発する。症

例によって悪性度が様々で、その予測のため多数の予後因子が提唱されている 22)。

個々の症例は予後因子からリスク分類され、リスクに応じた治療が選択される 23)。

日本神経芽腫研究グループの推定では、3 年生存率は低リスク群で 90％以上、中

間リスク群で 60～80％、高リスク群では約 30％と、高リスク群の予後は不良で
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あり強力な集学的治療が選択される 24 )。代表的な予後因子としては、発症年齢、

臨床病期、MYCN 遺伝子増幅、DNA ploidy、1pLOH、11qLOH、17q gain の他、

組織分類がある。  

予後因子として使用される組織分類は、島田分類を継承して 1999 年に提唱さ

れた International Neuroblastoma Pathology Classification (INPC）である 25-28)。

INPC では、腫瘍細胞の形態学的分化度に基づいて、神経芽腫（NB）、神経節芽

腫（GNB） intermixed、神経節腫（GN）、GNB nodular に分類するカテゴリ分

類と、各カテゴリに発症年齢と核分裂・崩壊数（MKI）の情報を加味して、favorable 

histology group と unfavorable histology group の二つに大別する予後分類を定

めている。図 2 の如く、予後分類では、GNと GNBのカテゴリは大部分が favorable 

histology group に分類されるのに対して、NB は、MKI と発症年齢の影響をより

強く受けて、 favorable histology group と unfavorable histology group へ分け

られる。大規模スタディによれば、概ね半数ずつになる 26)。従って、 INPC 予後

分類は、組織分類の範疇にあるものの、組織形態のみならず時間経過と細胞増殖

能の機能的要素を含んだものと言える。 INPC 予後分類は、大規模スタディによ

って 5 年無イベント生存率が favorable histology group で 90.8%、unfavorable 

histology group 31.2% (p＜0.0001) と報告されていることから確立した予後因

子として扱われており、リスク分類に重要な役割を果たしている 26)。  

 

１－５  NB における SSTR 発現と治療への応用について  

 NB はカテコラミンを産生するという点では NET と捉えられ、分子生物学的手

法が開発される以前から SSTR の発現が指摘されてきた。文献によって異なるも

のの affinity binding や autoradiography ではヒト NB 組織の概ね 80%に SSTR

発現が報告されている 29-31 )。一方、サブタイプ別の発現を検索した報告は数少な

く、RT-PCR 法と免疫組織化学染色法による報告がそれぞれ見られるのみである
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32,33)。  

 予後との関連については、サブタイプ同定以前から SSTR 発現が予後良好因子

であるとの報告があり 30,31)、感度において優る metaiodobenzylguanidine

（MIBG）シンチグラフィとオクトレオスキャンを併用して局在診断と共に予後

予測に役立てられるという報告もある 34,35)。サブタイプとの関連では、RT-PCR

法による SSTR-2 の高発現が予後良好因子であるという一連の報告がある 36 -3 9 )。 

 治療への応用については、欧米諸国の一部の施設で試験的に開始されている段

階であり、まだ症例数は少ないが、悪性度の高い難治性の NB 例に対して PRRT

の部分奏功の報告がなされている 40-42)。成人 NETにおける成果が蓄積されれば、

オクトレオチド（サンドスタチンⓇ）による化学療法や、multi-receptor targeting 

somatostatin analogs による治療も、将来的に治療の選択肢に入ってくる可能性

があるものと期待される。  
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２． 目 的  

 

 緒言で述べたように、NB では悪性度に応じた至適治療が行われることで予後

は大幅に改善しているが、高リスク群では未だ予後不良であり、悪性度の高い難

治例に対する治療法は定まっていない。緒言で述べたように、NB では SSTR の

高率な発現が報告されており、ソマトスタチンアナログ製剤を利用した治療が今

後展開される可能性がある。未だ明らかにされていない SSTR-2 以外のサブタイ

プ発現と予後との関連を検討することで、難治例に対する multi-receptor 

targeting somatostatin analogs の適用に繋がるかもしれない。  

そこで、実験Ⅰでは SSTR サブタイプの発現と予後との関連を明らかにするこ

とを目的とした。SSTRサブタイプは免疫組織化学染色法とリアルタイム RT-PCR

法で検索し、予後の指標として INPC 予後分類と転帰を用いた。また、対象は

NB だけでなく GN および GNB も含めた NTs として、SSTR 発現と形態学的分

化度との関連も検討した。  

実験Ⅱでは、実験Ⅰで検討した SSTR 発現と形態学的分化度との関連が、NTs

の発生母地とされる副腎髄質や交感神経節においても同様に見られるのか、発達

段階的に SSTR サブタイプ発現を検索して比較検討した。  

最後に、NB との関連が文献的に報告されている様々な蛋白や転写因子の発現

と SSTR 発現との間に関連が見られるか実験Ⅲで検討した。具体的には、実験Ⅰ

で用いた腫瘍組織と実験Ⅱで用いた正常組織を使用して、ソマトスタチン、シナ

プトフィジン、TH、CD44、PHOX2B、SOX10 の発現を免疫組織化学染色法で検

索した。そして、実験Ⅰ、Ⅱで得られた SSTR サブタイプの発現結果と臨床的予

後因子を含めて多変量解析を行った。  
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３．  実  験  Ⅰ  

 

３－１   目  的  

NTs における SSTR 各サブタイプの発現を免疫組織化学染色法およびリアルタ

イム RT-PCR 法で検索し、 INPC に応じた組織型ならびに予後との関連を検討す

る。  

 

３－２   対  象  

 1991 年～2012 年に、当院および国立成育医療センターで、病理組織診断目的

に提出された NTs 63 例のホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを対象とした。

全例、未治療の状態で腫瘍生検または腫瘍切除によって得られた検体である。2

名以上の病理専門医によって INPC の基準に従って分類が行われ、63 例中、NB

が 54 例（27 例が unfavorable histology group、27 例が favorable histology 

group）、GNB が 4 例（2 例が GNB intermixed、2 例が GNB nodule）、GN が 5

例であった。63 例の臨床情報および病理組織型の詳細は表 2 に示す。転帰が追跡

できた 62 例のうち死亡は 10 例で、全て NB で腫瘍関連死であった。MYCN 増幅

を 12 例に認めた。International Neuroblastoma Staging System による臨床病

期分類 43 )では、 stage 1 が 14 例、 stage 2 が 10 例、 stage 3 が 11 例、 stage 4 が

26 例、 stage 4s が 2 例であった。  

 検体使用については当院臨床研究倫理審査委員会の承認を得た（RK-121109-9）。 

 

３－３   方  法  

３－３－１  免疫組織化学染色法  

 SSTR-1, 2, 3, 4, 5 の免 疫 組 織 化 学 染色 を 、 自動 免 疫 組織 化 学 染色 機

（Histostainer; Nichirei Bioscience）を用いて以下の手順で行った。陽性コント
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ロールとしては剖検例の膵組織を用いた。  

①  ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを 4μm 厚に薄切し、切片をシラン

コーティングスライドガラスにマウントした。  

②  キシレン系列に順次、スライドガラスを浸漬し脱パラフィン操作を行った。  

③  エタノール系列に順次、スライドガラスを浸漬し脱キシレン化した。  

④  水洗、蒸留水で水洗後、phosphate buffered saline (PBS) で親水化した。  

⑤  抗原賦活処理として、クエン酸緩衝液  (pH6.0) に浸漬してウォーターバスに

て煮沸浴（95℃、40 分間）した後、常温放置し PBS で洗浄した。  

⑥  非特異反応のブロックのため、5%ヤギ血清を室温で 10 分間反応させた。  

⑦  PBS 洗浄後、一次抗体を室温で 30 分間湿潤箱内で反応させた。一次抗体の詳

細は表 3 に記載した。  

⑧  陰性コントロールとしては一次抗体の代わりに PBS を反応させた。  

⑨  PBS 洗浄後、内因性ペルオキシダーゼ除去を目的に 0.3%過酸化水素加メタノ

ールを室温で 10 分間反応させた。  

⑩  PBS 洗浄後、二次抗体（Envision, Dako）を室温で 30 分間、湿潤箱内で反

応させた。  

⑪  PBS 洗浄後、過酸化水素加 DAB 溶液で反応産物の可視化を行った。  

⑫  流水水洗後、マイヤーのヘマトキシリンで 1 分間の核染色を行った。  

⑬  水洗後、脱水、キシレンによる透徹後、非水溶性封入剤で封入した。  

 

３－３－２  免疫組織化学染色法の結果判定  

 SSTR-1, 2, 3, 4, 5 の結果は、 immunoreactive score (IRS)を用いて評価した。

IRS は乳癌のエスロゲン受容体発現の評価として提唱され、近年では、NET の免

疫組織化学の評価にも使用されている 44,45)。表 4 の如く、陽性細胞比率と陽性強

度を乗じた値であり、0 点～12 点の範囲をとり、2 点以上を陽性と判断した。  
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３－３－３３－３－３  リアルタイムリアルタイム RTRT--PCRPCR法法  

３－３－３－１３－３－３－１  検体の準備検体の準備  

  ３－３－１で用いたものと同じホルマリン固定，パラフィン包埋ブロックを用

いた。腫瘍組織のみを含むブロックの場合は 8μm 厚の切片を数枚薄切し対象と

した。非腫瘍組織が含まれているブロックについては、メンブレンフィルム貼布

スライドガラス上に 8μm厚の切片をマウントし、60℃で一晩静置した。脱パラ

フィン操作後トルイジンブルーで染色し、顕微鏡下に観察しながら腫瘍部のみを

マイクロダイセクトし、ミネラルオイルを充填したエッペンドルフチューブに回

収した。  

  

３－３－３－２３－３－３－２  Total RNATotal RNAの抽出の抽出  

 回収した腫瘍組織を RNA extraction buffer 200μl（2% SDS, 0.1mM EDTA, 

10mM Tris-HCl）および Proteinase K 5μlと混和し、切片が完全に溶解するま

で 55℃で 1昼夜反応させた。2M酢酸ナトリウム溶液 20μl、クエン酸飽和フェ

ノール 220μl、クロロホルム－イソアミルアルコール（24:1）60μlを加えて攪

拌し、1~2分間静置した後に遠心分離（15000rpm、15分間）した。氷冷下で上

清のみを新しいエッペンドルフチューブに移し、イソプロパノール 200μl、グリ

コーゲン 2μlを加えて転倒混和後、ただちに氷冷し、－80℃で 30分間以上静置

した。遠心分離（15000rpm、30分間、4℃）後、丁寧に上清を除去し、70％エ

タノール 200μlを加え遠心分離（15000rpm、5分間、4℃）し、再度丁寧に上清

を除去し氷冷下で 30分間乾燥させた。5～10μl（4℃）の RNaseフリー水に溶

解させ、1μlは Nanodrop 1000を用いて 260 nmの吸光度を測定し RNA濃度の

測定を行い、残りは－80℃で保存した。 
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３－３－３－３  cDNA 合成  

 cDNA 合成キット  QuantiTect Reverse Transcription（QIAGEN）を使用した。

テンプレート RNA を氷上で解凍し、表 5 に従って氷上でゲノム DNA 除去反応液

を調整し、42℃で 2 分間反応させて直ちに氷上に置いた。  

 表 6 に従って、氷上で逆転写反応マスターミックスを調整し先ほどのゲノム

DNA 除去反応液全量を添加し、42℃で 15 分間反応させた。Quantiscript Reverse 

Transcriptase を不活化するため、95℃で 3 分間反応させ 4℃で保存した。  

 

３－３－３－４  リアルタイム RT-PCR 法による mRNA 発現の定量  

 SSTR 各サブタイプと GAPDH のリアルタイム RT-PCR 用プライマーを表 7 の

通りに設計した 46)。  

 SYBR® Green Master Mix（Life Technologies）を用いて、表 8 の如く、マス

ターミックスを調整した。反応液を 96 ウェルプレートに分注し、シールした後

に ABI Prism7000 sequence detection system (Life Technolog ies) を用いて

PCR 反応を行った。PCR 反応条件は、95℃10 分間の酵素活性反応の後、95℃15

秒、60℃1 分間を 45 サイクルとした。   

 定量は相対定量解析法を用いて行った。まず、増幅曲線と閾値の交点から Cycle 

time（Ct）値を求め、SSTR-1, 2, 3, 4, 5 mRNA の Ct 値と内因性コントロールで

ある GAPDH mRNA の Ct 値の差を発現レベルの差に換算する⊿⊿Ct 法を用いて、

各サンプルにおける SSTR-1, 2, 3, 4, 5 の mRNA 発現量を測定した（⊿⊿Ct =⊿

Ct(各 SSTR mRNA)－⊿Ct(GAPDH mRNA)、相対発現量＝2 (－⊿⊿ Ct )） 47)。  

 一方で、抽出した total RNA は、Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies)に

よる評価にて質の低下を認めたため、念のため、上記の RT-PCR 産物をアガロー

スゲル中に電気泳導を行いターゲット増幅の確認を行った（図 3）。   
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３－３－４  統計法  

 本実験の統計解析は、エクセル統計 2012（社会情報サービス）のソフトウエア

を用いた。統計法は各々の結果の箇所および図表内に記載した。 p＜0.05 を有意

とした。  

 

３－４   結  果  

３－４－１  免疫組織化学染色法による SSTR 各サブタイプの発現および INPC

との関連  

 免疫組織化学染色法は、全 63 例を対象とした。SSTR 各サブタイプの陽性数は、

SSTR-1 が 45/63 (71.4%)、SSTR-2 が 53/63 (84.1%)、SSTR-3 が 9/63 (14.3%)、

SSTR-4 が 29/63 (46.0%)、SSTR-5 が 0/63 (0%)であった。57/63 (90.5%)で SSTR-1

または 2 が陽性を示し、SSTR-3 または 4 の単独発現例は見られなかった。60%

以上の症例で SSTR-1 と 2 が共発現していた。全サブタイプ陰性は 6/63 (9.5%）

であった。陽性部位は、SSTR-1, 3, 4 は細胞質、SSTR-2 は膜または膜および細

胞質であった。  

 INPC で分類した SSTR 各サブタイプの陽性数を表 9-1 に示した。GN と GNB

は全例で SSTR-1, 2, 4 陽性であり、発現の見られなかった SSTR-5 を除く全サブ

タイプにおいて、NB よりも発現率が高かった。また、NB の中では、 favorable 

histology group の方が unfavorable histology group よりも、SSTR-1, 2, 3, 4 全

て、χ2 検定にて有意に高い発現率であった。代表的な陽性例の写真を図 4 に示し

た。サブタイプ全般的に、神経節様細胞や神経芽細胞の中でも大型の分化の良い

と考えられる腫瘍細胞に染まる傾向が見られた。IRS による半定量的比較では（図

5）、SSTR-1, 3, 4 において、GN と GNB は NB よりも高スコアの傾向を認めた

が、SSTR-2 に関しては GN および GNB はそれほど高いスコアは示さなかった。

NB の中では、 favorable histology group の方が unfavorable histology group よ
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りも SSTR-1, 2, 3, 4 全て高スコア傾向であり、 SSTR-1, 2, 4 において

Kruskal-Wallis 検定および Steel 法にて有意差を認めた。従って、形態学的分化

度が高いほど、また、予後良好な腫瘍ほど、SSTR-1, 2, 3, 4 全般的に発現率、IRS

スコア共に高いことが示された。   

 

３－４－ 2 リアルタイム RT-PCR 法による SSTR 各サブタイプの発現量と

INPC との関連  

 リアルタイム RT-PCR 法は、当院の検体 37 例を対象とした。SSTR-1, 2 を発

現している例が多く、SSTR-3, 4 の単独発現は見られなかった。SSTR-5 は全例

陰性であった。図 6 に、 INPC で分類した SSTR-1, 2, 3, 4 の mRNA 相対量を示

した。SSTR-4 では、GN, GNB の発現量は、NB に比べやや高い傾向を認めたが、

それ以外のサブタイプでは、GN, GNB の発現量が低く、INPC カテゴリの違いに

よる一定の傾向は見られなかった。NB だけで見ると、免疫組織化学染色法の結

果と似て、SSTR-1, 2, 4 において、favorable histology group の方が、unfavorable 

histology group に 比 べ て 発 現 量 が 高 く 、 SSTR-1 で 有 意 差 を 認 め た

（Kruskal-Wallis 検定および Steel 法）。NB 例（28 例）における mRNA 量と対

応する症例の IRS で、スピアマンの順位相関係数を計算すると、SSTR-1 が 0.71 

(p<<0.01)、SSTR-2 が 0.51 (p<0.01)、SSTR-3 が 0.40 (p<0.05)、SSTR-4 が 0.66 

(p<0.01)と、総じて良好な相関関係を示した。  

 

３－４－３  転帰別での SSTR 各サブタイプの発現  

 本研究においては 10 例の死亡例が見られたが、全て NB で、そのうち 9 例が

unfavorable histology group で、1 例が favorable histology group であった。転

帰不明の 1 例を除く NB 53 例において、SSTR 各サブタイプの発現を転帰別に比

較した。  
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 免疫組織化学染色法では、死亡群の発現は、SSTR-1 が 4/10 (40%)、SSTR-2

が 8/10 (80%)、SSTR-3, 4, 5 は発現を認めず、SSTR-1, 2 に限局していた（表 9-2）。

IRS による半定量的検討（図 7）では、生存群に比べ、死亡群では SSTR-1, 4 の

発現が Mann-Whitney 検定にて有意に低値であった。一方で、SSTR-2 に関して

は、死亡群でも点数が高く、ほとんど差を認めなかった。リアルタイム RT-PCR

法では、生存群に比べ、死亡群では、SSTR-1, 2, 4 の発現量が低かったが、有意

差を得る程ではなかった（図 8）。表 10 に死亡例における IRS と mRNA 値の詳

細を示した。一部の症例（No.29, 49, 54）においては、SSTR-2 の発現がよく保

たれていることが分かる。これらの症例の組織型や臨床情報について、他の症例

と特に違いが見られることはなかった。  

SSTR-1, 4 に つ い て は 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 に よ る 結 果 を 使 用 し た

Kaplan-Meier 法による生存分析においても、転帰追跡できた NTs 62 例における

発現の有無別で生存曲線に有意な差を認めた（図 9）。  

 

３－５  結論   

 実験Ⅰでは、NTs における SSTR 各サブタイプの発現を、免疫組織化学染色法

とリアルタイム RT-PCR 法で検索した。主な結果は下記の如くであった。  

・  陽性率は、SSTR-1 が 71.4%、SSTR-2 が 84.1%、SSTR-3 が 14.3%、SSTR-4

が 46.0%、SSTR-5 が 0%。90%以上の症例で SSTR-1 または SSTR-2 が発現

し、60%以上の症例で SSTR-1 と SSTR-2 が共発現していた。  

・  INPC カテゴリ別では、形態学的分化度が高い GN/GNB で 3 つ以上の SSTR

サブタイプが発現し、発現量も高い傾向を認めた。mRNA 量では差が明らか

ではなかったが、腫瘍細胞の密度による影響の為と推測された。  

・  NB では、 favorable histology group の方が unfavorable histology group よ

りも SSTR-1, 2, 3, 4 の発現率および発現量が高い傾向を認めた。免疫組織化
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学の半定量的評価と mRNA 相対量は良好な相関を示した。  

・  転帰別では、生存群の方が複数のサブタイプを発現し、SSTR-1, 4 では有意に

発現量が高かった。SSTR-2 に関しては、大きな差を認めなかった。死亡群の

一部で SSTR-2 の発現量が高い症例があったためと考えられた。  
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４．  実  験  Ⅱ  

 

４－１   目  的  

 NTs の正常カウンターパート組織とされる副腎髄質および交感神経節組織にお

ける SSTR 各レセプタの発現を発達段階的に調べ、実験Ⅰの結果と対比できるか

を検討した。  

 

４－２    対 象  

 未熟な段階の正常組織としては、自然流産検体 6 例に偶発的に含まれていた正

常な副腎髄質と交感神経節（交感神経幹神経節および大動脈前神経節）のパラフ

ィン包埋検体を用いた。成熟した段階の正常組織としては、実験Ⅰで用いた腫瘍

検体中に含まれていた正常な副腎髄質 8 例と交感神経節 4 例ならびに当院の手術

症例に含まれていた正常交感神経節 4 例を対象とした。用いた症例の臨床情報は、

表 11 に示した。検体は全て、治療のため摘出された検体に偶発的に含まれてい

た組織であり、検体使用については厚生労働省の臨床研究に関する倫理指針に準

じ、当院の臨床研究倫理審査委員会の承認を得た（RK-121109-9）。  

 

４－３   胎生期の副腎組織、交感神経節について  

正常な副腎髄質、交感神経節の発生と本実験で使用した検体の所見について記

載を加えておく。  

発生第 3 週末、神経板の側方縁が持ち上がり神経ヒダとなる。神経堤細胞は神

経ヒダの細胞集団であり、体幹部では第 4 週の神経管形成後に二手に分かれて遊

走を開始する。一方は背側へ遊走し皮膚へ分布してメラノサイトとなり、もう一

方は腹側へ遊走して後根神経節、交感神経系および消化管の神経細胞、シュワン

細胞、副腎髄質細胞へ分化する。  
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副腎の発生は、発生第 5 週頃より中胚葉由来の間葉系細胞が、腸間膜根部と発

生中の生殖腺との間に集合増殖することに始まる。徐々に好酸性の多角形細胞と

なり細胞は大型化かつ急激に増殖し、第 7 週頃には胎生皮質を形成しその辺縁を

将来の固有皮質となる小型細胞が取り囲む。形成を始めた胎生皮質内へ交感神経

幹からの細胞が散在性に侵入し、暗調な核を有す小型細胞（ neuroblasts）と

vesicular な核を有すより大型の細胞（pheochromoblasts）の 2 種類の細胞へ分

化 し て ゆ く 。 初 期 は neuroblasts が 大 部 分 を 占 め る が 、 出 生 前 に は

pheochromoblasts が優勢となり副腎中心近くに存在するようになる。出生後、

胎生皮質は変性を始め、出生 10 日目には大部分が壊死に陥り、辺縁を取り囲ん

でいた小型細胞のみが生き延びて固有皮質となり、思春期頃までに網状帯、束状

帯、球状帯に分化してゆく。髄質細胞は、出生後の胎生皮質の崩壊に伴って副腎

中心部のみが取り残され、副腎髄質組織となる 48,49 )。  

本実験で使用した流産検体は 6～12 週相当の胎芽ならびに胎児で、交感神経節

細胞は 10～17μm 径程度と小型で（出生後の交感神経節細胞は 50～60μm 径程

度）、胎齢の早い例では細胞質境界が不明瞭であった。副腎組織は胎生皮質が主

体で、辺縁部を固有皮質の前駆細胞と考えられるやや小型の細胞が数層取り囲ん

でいた。副腎内側に近接する大動脈前交感神経節周囲から侵入するように、副腎

内には neuroblasts と考えられる小型細胞が少数集簇して疎らに分布していた。

これらは胎齢に矛盾しない組織像と考えられた。  

 

４－４   方  法  

 ３－３－１と同じ手技で、対象症例のパラフィンブロックを用いて、SSTR 各

レセプタの免疫組織化学染色を行った。  
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４－５   結  果  

 副腎髄質、交感神経節では、未熟組織、成熟組織ともに、実験Ⅰの結果と同様、

SSTR-5 を除く SSTR-1, 2, 3, 4 の発現を様々な程度に認め、SSTR-1, 3, 4 は細胞

質、SSTR-2 は膜に陽性を示した。SSTR 各レセプタの発現結果を表 12, 13 に示

した。  

 胎芽・胎児例では、SSTR-1 は副腎髄質、交感神経節ともに全例で弱～中等度

の陽性像を示した。その他、脊髄～末梢神経、腸管神経叢にかけて広く陽性であ

った。SSTR-2 は後根神経節へ入る神経線維や腸管の筋間神経節には陽性であっ

たが、それ以外の神経線維は陰性で、交感神経節、副腎髄質も全例陰性であった。

SSTR-3 は非特異的な陽性像が多く見られたが、1 例（胎 -5）のみで副腎髄質、交

感神経節ともに中等度の陽性像を示した。SSTR-4 は交感神経節で全例弱い陽性

像を示し、副腎髄質では全例陰性であった。また、脊髄～末梢神経、腸管神経叢

にかけて広く弱い陽性像を示し、染色強度は弱いものの陽性部位の分布は

SSTR-1 と似ていた。代表的な陽性例の写真を図 10 に示した。  

 出生後の副腎髄質および交感神経節では、細胞が大型かつ細胞質境界が比較的

明瞭で、胎児・胎芽例に比べて染色強度は全体に強い傾向であった（図 11）。

SSTR-1, 2, 4 の陽性率はほぼ 100%、SSTR-3 の陽性率は 40%程度で、実験Ⅰの

GN/GN における発現率と極めてよく似た結果であった。  

 

４－６   結  論  

・ NTs の正常カウンターパート組織では、SSTR-5 を除く SSTR-1, 2, 3, 4 が様々

に発現し、全体的に未熟組織よりも成熟組織で染色強度および発現率が高か

った。実験Ⅰで得られた、NTs においては形態的分化度が高いほど複数のサ

ブタイプが発現し発現量も高い、という結論と同様の結果であった。  

・  成熟組織の発現プロファイルは、実験Ⅰの GN/GNB と極めてよく似ていたが、
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未熟組織では SSTR-2 が全例陰性であり、実験Ⅰの NB で SSTR-2 が 81.5%の

高陽性率であったことと大きく異なる結果であった。従って、NTs と正常カ

ウンターパート組織の SSTR レセプタ発現結果はそのまま対比できるもので

はないと考えられた。   
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５．   実  験  Ⅲ  

 

５－１   目  的  

実験Ⅰ、Ⅱの結果から、NTs および正常カウンターパート組織においては

SSTR-1, 2, 3, 4 の発現が様々に見られ、形態学的分化度や予後との関連が示され

た。実験Ⅲでは、文献的に NB での発現が報告されている様々な物質の発現を免

疫組織化学的に検索し、SSTR 発現や予後との関連について検討した。  

 

用いた免疫染色抗体は、ソマトスタチン、シナプトフィジン、TH、CD44、

PHOX2B、SOX10 である。ソマトスタチンについては緒言で既述した。それ以外

の特徴は以下の様である。  

 

シナプトフィジン：神経細胞シナプス小胞や神経内分泌細胞に発現する膜糖蛋白。

NB、NET、下垂体腺腫、副腎髄様癌、褐色細胞腫、パラガングリオーマなどの

診断補助に汎用される。  

 

TH：カテコラミン合成過程において、チロシンから DOPA を合成する酵素。副

腎髄質、交感神経節、中脳などに分布する。NB、褐色細胞腫、パラガングリオー

マなどの診断補助に使用される。NB では特異度が高く、診断補助および骨髄や

末梢血内の微小残存腫瘍の検出に有用とされる。  

 

CD44：接着分子として正常組織・細胞に広く発現する膜糖蛋白。主たるリガン

ドであるヒアルロン酸との結合を介して、接着分子としての作用だけでなく細胞

内外のシグナル伝達に関わる。20 のエクソンから構成されるが、一部のエクソン

が選択的スプライシングを受けることにより、CD44S (standard form)、CD44E 
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(epithelial form)、CD44v（variant form）など多数の同位体（ isoform）を生じ

る。炎症促進作用、様々な腫瘍において浸潤転移への関与、近年では癌幹細胞で

の発現が注目を集めている。NB では、予後良好因子としての CD44 の発現につ

いての臨床病理学的研究が様々に見られる 50-54 )。  

 

PHOX2B: PHOX2A を paralogue とする paired-like homeodomein 転写因子で、

自律神経前駆細胞～発達分化した自律神経細胞に発現し、自律神経系の発達に必

須とされる 55)。GDNF (glial cell-derived neurotrophic growth factor) 受容体の

サブユニット ret の発現やニューロン分化を促進する転写因子である Mash1 

(Mammalian achaete-scute homolog 1) の発現維持に必要とされる。NB とヒル

シュスプルング病を併発しやすいと言われる先天性中枢性低喚起症候群患者の多

くに PHOX2B の変異が報告されており、PHOX2B 変異マウスでは、PHOX2B の

発現減少と共に SOX10 の発現亢進が見られ、グリア細胞への偏った分化が見ら

れるとの報告がある 56)。また、NB 検体において、PHOX2B の免疫組織化学染色

は極めて陽性率が高く、他の抗体に比べて診断補助に有用との報告もある 57 )。  

 

SOX10: SRY (Sex-determining region Y) box 10 遺伝子によってコードされる転

写因子。自律神経前駆細胞～発達分化したグリア細胞とメラノサイトに発現し、

神経堤細胞からグリア細胞やメラノサイトへの分化に必須とされる。ワーデンブ

ルグ症候群 TypeⅣ（皮膚や毛髪の色素欠損、虹彩の色素異常、難聴、ヒルシュス

プルング病）の責任遺伝子とされる。SOX10 の標的遺伝子として ret や Mitf 

(Microphthalmia transcription factor)など複数の遺伝子の報告がある 58)。腫瘍

では、神経鞘腫、神経線維腫、メラノーマ、神経節腫のシュワン様細胞に発現が

見られる他、低分化な NB でも弱い発現が見られたという報告がある 59)。  
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５－２   対  象  

 実験Ⅰで用いた NTs 組織 63 例と、実験Ⅱで用いた副腎髄質組織及び交感神経

節組織を対象とした。  

 

５－３   方  法  

 対象症例について、ソマトスタチン、シナプトフィジン、TH、CD44、PHOX2B、

SOX10 の免疫組織化学染色を下記の通りに行った。  

①  ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックから、4μm 厚に切片を薄切し、シラ

ンコーティングスライドガラスにマウントした。  

②  キシレン系列に順次、スライドガラスを浸漬し脱パラフィンした。  

③  エタノール系列に順次、スライドガラスを浸漬し脱キシレン化した。  

④  水洗、蒸留水で水洗後、PBS に通した。  

⑤  抗原賦活処理として、クエン酸緩衝液（pH6.0）に浸漬して、ウォーターバス

にて煮沸浴（95℃、20 分間または 40 分間）または、オートクレープにかけ

て（105℃、10 分）、常温放置し、PBS で洗浄した（表 14）。  

⑥  非特異反応のブロックのため、5％ヤギ血清を室温で 10 分間反応させた。  

（ソマトスタチン染色においては、⑤、⑥の操作は省略した）  

⑦  PBS 洗浄後、一次抗体を室温で 30 分間、湿潤箱内で反応させた。使用抗体の

詳細は、表 14 に記載した。  

⑧  陰性コントロールとしては一次抗体の代わりに PBS を反応させた。  

⑨  PBS 洗浄後、内因性ペルオキシダーゼ除去を目的に 0.3％過酸化水素加メタ

ノールを室温で 10 分間反応させた。  

⑩  PBS 洗浄後、二次抗体を室温で 30 分間、湿潤箱内で反応させた。使用抗体の

詳細は、表 14 に記載した。  

⑪  PBS 洗浄後、過酸化水素加 DAB 溶液で反応産物の可視化を行った。  
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⑫  流水水洗後、マイヤーのヘマトキシリンで 1 分間の核染色を行った。  

⑬  水洗後、脱水、キシレンによる透徹後、非水溶性封入剤で封入した。  

 

５－４   結  果  

５－４－１  陽性率とその特徴  

NTs および正常カウンターパート組織における各蛋白や転写因子の発現率を表

15 に、陽性代表例の写真を図 12 に示した。陽性率では、PHOX2B、シナプトフ

ィジン、TH の陽性率が高く、SSTR-2 や SSTR-1 よりも高率であった。次いで高

いのは CD44 で、ソマトスタチン、SOX10 は低率であった。各々の染色動態は様々

であり、特徴を列挙した。  

 

ソマトスタチン：NTs における陽性例は 63 例中 7 例（11.1%）だけで、かつ、数％

～50％程度の部分的な陽性像であった。陽性例 7 例中、GN/GNB が 3 例（GN/GNB

全体の 33%）、NB が 4 例（NB 全体の 7.4％）であり、また、一つの症例中でも、

神経節様の分化の良い細胞に染まる傾向が見られ、形態学的分化度の高い腫瘍の

方が陽性を示す傾向があるものと考えられた。  

 正常カウンターパート組織においても陽性率は低かった。交感神経節は 8 例全

て陰性、副腎髄質は 8 例中 1 例のみで 10％程度の細胞質に陽性を示したのみで、

胎芽・胎児例では小腸上皮の基底顆粒細胞と考えられる細胞に陽性を示す以外、

全て陰性であった。  

 

シナプトフィジン：NTs における陽性例は、63 例中 60 例（95.2%）で、極めて

高い陽性率であった。陰性例 3 例は、全て NB, poorly differentiated type / 

unfavorable histology group かつ死亡例であり、陰性は予後不良因子と考えられ

た。染色性は、NB では主に神経細線維に陽性を示したため、神経細線維に富む
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ことの多い favorable histology group では瀰漫性に陽性で、神経細線維に乏しい

unfavorable histology group では部分的な陽性像を示す傾向が見られた。NTs の

形態学的分化に従って神経細線維が減少または消失し、腫瘍細胞の細胞質が明瞭

化すると、細胞質に陽性を示す傾向であった。  

 GN や正常交感神経節では、神経節細胞および神経節様細胞の細胞質に様々な

程度に陽性を示す他、細胞周囲やシュワン細胞内に dot 状の陽性像が観察され、

シナプス小胞を反映しているものと推測された。副腎髄質では、瀰漫性に細胞質

に強陽性を示し、神経内分泌機能を反映しているものと考えられた。胎児例にお

いては、脊髄～末梢の神経線維、後根神経節、交感神経節、副腎髄質、筋間神経

叢まで、神経系および神経内分泌系全般に陽性を示した。  

 

TH：NTs における陽性例は、63 例中 56 例（88.9%）で、かなり高い陽性率であ

った。陰性例 7 例は、全て NB, undifferentiated or poorly differentiated type / 

unfavorable histology group で、かつ 5 例は死亡例であり、シナプトフィジンと

同様に陰性は予後不良因子と考えられた。染色性もシナプトフィジンと似て、NB

では主に細線維に陽性を示し、形態学的分化度に従って、腫瘍細胞の細胞質が明

瞭化すると、細胞質に陽性を示すように見えた。  

 GN や正常交感神経節では、細胞質に強陽性を示すものと弱陽性または陰性を

示すものが混在し、様々なカテコラミン合成能を有す細胞が混在しているものと

推測された。細胞周囲やシュワン細胞内には、シナプトフィジンと同様に dot 状

の陽性像が観察され、シナプス小胞を反映しているものと推測された。副腎髄質

では瀰漫性に細胞質に強陽性を示し、カテコラミン合成能を反映しているものと

考えられた。胎児例においては、シナプトフィジンは神経および神経内分泌系全

般に陽性であったのに対して、TH は交感神経幹～大動脈前交感神経節～副腎髄

質にかけての交感神経系に限局して陽性であった。胎芽・胎児例でも、神経線維
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は dot 状陽性を示し交感神経節や副腎髄質は細胞質に強陽性を示して、神経線維

と細胞質の境界も大変明瞭であった。  

 

CD44：NTs における陽性例は 63 例中 32 例（50.8%）で、陽性例の多くは、細

線維に弱陽性を示す NB であった。そのためか、細線維に乏しい低分化な NB や

GN/GNB では陰性例が多く見られた。一部の GN や交感神経節では膜に陽性を示

したが、その他の交感神経節や副腎髄質は陰性であった。胎芽・胎児例では全て、

観察されるあらゆる組織に陰性であった。NB だけで見ると陽性を示したのは、

favorable histology group 27 例中 21 例（77.8％）に対し、unfavorable histology 

group では 27 例中 8 例（29.6％）のみで、死亡例 10 例中での陽性例は１例のみ

であった。これらの結果から、CD44 発現は形態学的分化との関連は乏しいが、

予後との関連は強く、発現は予後良好因子と考えられた。  

 

PHOX2B：NTs では、63 例中 62 例（98.4%）と、ほぼ全例で核陽性を示した。

陰性の 1 例は、全体に腫瘍細胞に挫滅を伴っており、そのため、核陽性像が不明

瞭になったものと推測された。染色性では、NB では GN/GNB よりも、瀰漫性に

強陽性を示す傾向が見られた。正常カウンターパート組織の発現も腫瘍細胞より

も弱く、陰性例も数例見られた。胎児例の副腎髄質および交感神経節においても

発現は弱く、陰性例も見られたが、後根神経節、交感神経節、副腎髄質、筋間神

経叢まで、広く自律神経系の細胞核に陽性を示していた。これらの結果から

PHOX2B は NTs および自律神経系全般に発現し、NB では過剰発現している可能

性が推測された。  

 

SOX10：NTs では腫瘍細胞自体は全例陰性であったが、NB では細線維が豊富な

症例において見られる隔壁の紡錘形細胞核に陽性であった。GN/GNB では、間質
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のシュワン様細胞の核と衛星細胞を有す場合は衛星細胞の核に陽性を示した。正

常カウンターパート組織においても、交感神経節では周囲神経線維のシュワン核

や衛星細胞核に陽性で、副腎髄質では実質細胞とは異なって見える小型楕円形の

核に散在性に陽性で、シュワン系の支持細胞に発現しているものと考えられた。

胎児例では交感神経節や副腎髄質に散在性に陽性像が見られ、シュワン系の支持

細胞に分化してゆく細胞を示しているものと考えられた。  

 

５－４－２  INPC 分類および転帰との関連  

 NTs における各種蛋白や転写因子の発現結果と INPC 分類および転帰との関連

を検討した。  

まず、陽性率が高い順にグラフ化し INPC カテゴリ別の陽性率の内訳を示した

（図 13）。実験Ⅰで得られた SSTR-1, 2, 3, 4 の陽性率も含め検討した。 INPC カ

テゴリ別の内訳では、CD44 を除く全てで NB よりも GN/GNB において陽性率が

高く、形態学的に分化した腫瘍の方が、蛋白や転写因子の種類に関わらず陽性率

が高い傾向にあるものと考えられた。ただ、統計学的に有意であったのは SSTR-1, 

3, 4, ソマトスタチンのみであった（Cochran-Armitage 検定）。PHOX2B、シナ

プトフィジン、TH、SSTR-2 は、NB でも発現率が高いために INPC カテゴリに

よる差が明瞭でなかったものと思われた。  

 次に、 INPC 予後分類および転帰との関連を見るため、  図 14 の如く、NB に

おける陽性率を示した。 INPC 予後分類別も生死別も似通った傾向のグラフで、

発現率の極めて高い PHOX2B と低いソマトスタチンに関しては明らかな傾向が

見られないが、それ以外の抗体では全て、予後良好群で発現率が高く予後不良群

で発現率が低い傾向を示した。 INPC 予後分類別では、シナプトフィジン、TH、

CD44、SSTR-1, 2, 3, 4 で有意差を認めた（χ 2 検定）。生死別では、シナプトフ

ィジン、TH、CD44、SSTR-4 で有意差を認めた（χ 2 検定）。  
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５－４－３  COX 比例ハザードによる予後因子としての検討  

 ５－４－２の結果から発現と予後との関連が見られる蛋白がいくつか見られた

ため、更に、予後因子としての検討を行った。既知の予後因子の情報も加えて、

COX 比例ハザード分析による多変量解析を行った。  

 

対象：転帰を追跡できた NB 53 例  

目的変数：  生  / 死  

説明変数：SSTR-1,2,3,4 陰性  / 陽性      

    somatostatin 陰性  / 陽性  

    synaptophysin 陰性  / 陽性  

    TH   陰性  / 陽性  

    CD44  陰性  / 陽性  

    PHOX2B   陰性  / 陽性  

    発症年齢   1.5 才未満  / 以上  

    臨床病期   1 / 2 / 3 / 4  (4s は 2 として解析を行った）  

    MYCN 増幅  無  / 有  

    INPC 予後分類  favorable / unfavorable 

    MKI  低  / 中  / 高  

    NB subtype   differentiating /  poorly differentiated / undifferentiated 

 

 COX 比例ハザードモデルによる単変量解析および多変量解析の結果は、表 16

の如くで、単変量解析では、TH、シナプトフィジン、MKI、NB subtype、CD44、

INPC 予後分類、臨床病期、年齢、SSTR-1、MYCN 増幅の順に、転帰への影響

が示唆された。多変量解析では、変数増減法にて、TH、NB subtype、臨床病期

が選択され、その中では、TH が最も強い予後因子であった（p= 0.016）。  
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５－４－４５－４－４  主成分分析による解析主成分分析による解析  

 最後に、主成分分析を使用して、これまでに得られた蛋白および転写因子の発

現の相互関連を検討した。主成分分析は多変量解析の一つであり、多くの特性を

有す多変量データに共通な成分を探って、一種の合成変数を作り出す手法である。 

 NTs 全 63例において、SSTR-1, 2, 3, 4は実験Ⅰの IRSの点数を用い、その他

は陽性細胞比率 80%以上を 2点、10~80%を 1点、10%未満を 0点として点数化

して用いた。各点数を標準化して解析を行った。 

 結果は、下記表の如く、固有値 1以上で 2成分が抽出され、寄与率は主成分 1

で 36.8%、主成分 2で 24.0%、累積寄与率 60.8%であった。 

 主成分 1、2の主成分負荷量を各々図に示したものが下図である。主成分 1の

負荷量が大きい SSTR-1, シナプトフィジン、TH、SSTR-4、CD44はいずれも、

これまでの実験結果から発現が予後良好因子と考えられたため、主成分 1は「予

後」を表す変数と推察された。主成分 2については、SSTR-1, 2, 3, 4と

 主成分1 主成分2 

主

成

分

負

荷

量 

 

SSTR-1 0.759 -0.267 

synaptophysin 0.752 0.383 

TH  0.698 0.406 

SSTR-4 0.688 -0.490 

CD44  0.680 0.398 

SSTR-3 0.529 -0.674 

SSTR-2 0.502 0.069 

somatostatin 0.344 -0.608 

PHOX2B 0.310 0.740 

固有値 3.310 2.157 

寄与率 36.8% 24.0% 

累積寄与率 36.8% 60.8% 

主成分負荷量　主成分1

-1 -0.5 0 0.5 1

SSTR1

synaptho

TH

SSTR4 

CD44 

SSTR3

SSTR2

somatostatin

PHOX2B

 

主成分負荷量　主成分2

-1 -0.5 0 0.5 1

PHOX2B

TH

CD44 

synaptho

SSTR2

SSTR1

SSTR4 

somatostatin

SSTR3
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ソマトスタチンがまとまって検出され、「ソマトスタチン関連」とそれ以外を表す

変数と思われた。すなわち、SSTR各サブタイプおよびソマトスタチンは互いに

関連性が高く、それ以外とは関連性が低いことが示唆された。 

 次に、各症例の主成分 1，2の得点から散布図を作成した。主成分 1（X軸）で

負の得点を示しているのは主に死亡例や NB, unfavorable groupの症例で、主成

分１が「予後」を表す成分として矛盾しない結果であった。主成分 2（Y軸）で

は、NBが正の得点、GN/GNBが負の得点を示す傾向が見られ、「ソマトスタチン

関連」と共に「形態学的分化度」も表しているものと推測された。すなわち、ソ

マトスタチン関連の蛋白発現は形態学的分化度の高さと関わりが強いことが示唆

された。但し、主成分 2の負荷量からは、ソマトスタチン関連の中でも SSTR-2

だけが正の負荷量を示しており、SSTR-2だけは他の SSTR-1, 3, 4, ソマトスタ

チンと傾向が異なる可能性もまた示唆された。 

  

主成分得点の散布図  

GN: ganglioneuroma, GNB: ganglioneuroblastoma, NB: neuroblastoma, 

F: favorable histology group, U: unfavorable histology group, A: alive, D: dead  
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５－５  結論  

実験Ⅲでは文献的に NB での発現が報告されている様々な蛋白や転写因子の発

現を検索し、 INPC 分類、予後、SSTR 発現との関連について検討した。主な結

果は以下の如くであった。  

 

・ ソマトスタチン：発現率は低く、発現が見られても限局性であった。NTs の

形態学的分化度との関連は示唆されたが、予後との関連は見られなかった。

SSTR 発現との関連が示唆された。  

・ シナプトフィジンと TH：発現率は極めて高く、発現陰性は予後不良因子と考

えられた。  

・ CD44：腫瘍組織における陽性率は 50％程度。分化した腫瘍や正常組織での発

現が乏しく形態学的分化度との関連は見られなかったが、予後との関連が見ら

れ、発現陽性は予後良好因子と考えられた。  

・ PHOX2B：発現率は極めて高く、NTs および自律神経系全般に発現が見られ

た。分化した腫瘍や正常組織に比べ、NB では過剰発現している可能性が推測

された。  

・ SOX10：シュワン様細胞に陽性を示し、腫瘍細胞自体は全例陰性であった。  

 

以上の如く、NTs においては発現率、形態学的分化度、予後との関連が様々に

見られたが、SSTR 発現との関連が示されたのはソマトスタチンのみであった。  
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６． 考 察  

 

６－１   実験Ⅰ  

 本研究の実験Ⅰでは、NTs における SSTR 全サブタイプの発現を免疫組織化学

染色法とリアルタイム RT-PCR 法の両方を用いて検索し、 INPC 分類と転帰との

関連を検討した。文献的には数少ないが、NB における SSTR 全サブタイプの発

現を検索した報告があり、Albers らは、RT-PCR 法を用いて SSTR-1, 2, 3, 4, 5

の発現数は、32/32 (100%)、27/32 (84%)、11/32 (34%)、26/32 (81%)、7/32 (22%)

で、臨床病期が上がるにつれて全体的に発現率が低くなる傾向が見られたと報告

している 32)。また、Georgantzi らは、免疫組織化学染色法を用いて SSTR-1, 2, 3, 

4, 5 の発現数は、9/11 (82%), 10/11 (91%), 7/11 (64%), 2/11 (18%), 8/11 (73%)と

報告している 33 )。これらの報告では SSTR-3, 4, 5 に関しては違いが大きいが、

SSTR-1, 2 に関しては 80％以上の高率な発現という点で一致している。本研究で

は、免疫組織化学染色法にて SSTR-1 が 71.4%、SSTR-2 が 84.1%、SSTR-3 が

14.3%、SSTR-4 が 46.0%、SSTR-5 が 0％であり、SSTR-1, 2 の発現率が高いと

いう点では、既報告と同様の結果であった。既報告ではレセプタ相互の関係性に

ついての指摘はなされていないが、本研究では SSTR-1, 2 の共発現例が多く

SSTR-3, 4 の単独発現は見られず、レセプタ間に階層的な関係性がある可能性も

窺われた。しかし、このようなレセプタ相互の関係性については、他の腫瘍にお

ける SSTR の解析においても特に指摘されているわけではないため、真の関係性

であるのか SSTR-1, 2 の発現率が高いための見かけ上の関係性であるのかは不明

であった。  

 免疫組織化学染色法による陽性部位については、本研究では SSTR-1, 3, 4 は細

胞質のみに、SSTR-2 は膜または膜および細胞質に陽性を示した。SSTR は膜貫

通型の受容体でありながら免疫組織化学染色法にて細胞質のみに陽性を示す現象
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は諸家の研究でも見られ、同じ腫瘍を対象としていても必ずしも一致しない

12,14 ,46)。細胞質に陽性を示す理由としては、サブタイプによって抗体が認識する

エピトープが異なること、レセプタの内在化や再利用に伴う現象でありサブタイ

プによってその速度が異なること、細胞質内で合成された受容体の膜への輸送障

害などが言われている。陽性部位の違いが機能を反映するか否かについては様々

な見解が見られる。ポリクローナル抗体を使用した研究であるが、 SSTR-2A

（SSTR-2 はスプライシングの違いにより SSTR-2A と 2B が存在し、ポリクロー

ナル抗体においては区別されてきた）では、様々な部位の NET において膜陽性

を示す場合の方が細胞質のみ陽性を示す場合に比べ、オクトレオスキャンの取り

込みとの一致率が有意に高く、治療への反応率も高かったという報告がある 60 )。

一方で、副腎皮質腺腫において機能性腫瘍の方が非機能性腫瘍に比べて SSTR-1, 

2B, 5 の陽性率が高かったが、膜や細胞質の陽性部位とは関連がなかったという

報告もある 61)。本研究では SSTR-2 以外のサブタイプは全例細胞質のみに陽性で、

SSTR-2 は全例膜に陽性であり、形態学的分化度や予後との関連は認めなかった。  

 次に、 INPC 分類との関連については、免疫組織化学染色法による INPC カテ

ゴリ別では、腫瘍の形態学的分化度が高い程 SSTR1 , 2, 3, 4 の発現が高い傾向が

示された。リアルタイム RT-PCR 法では、免疫組織化学染色法で認めた程の違い

は見られなかったが、その原因として NB に比べて GNB および GN では検体内

の腫瘍細胞密度が非常に低く、対 GAPDH 比としての mRNA 量が低く計測され

たためと推測された。INPC 予後分類別ではカテゴリ別よりも違いが明瞭であり、

免疫組織化学染色法で favorable histology group の方が unfavorable histology 

group に比べて SSTR-1, 2, 3, 4 の発現率が有意に高く、半定量的比較においても

高スコアの傾向を認めた。リアルタイム RT-PCR 法でも、 SSTR-1, 2, 4 で

favorable histology group の方が高値であった。緒言にて述べたように、 INPC

予後分類は組織型に加えて発症年齢と核分裂崩壊数の影響を受けるシステムとな
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っていることから、この予後分類別での SSTR-1, 2, 3, 4 の発現の違いは、形態学

的分化度に加えて細胞増殖能などの機能的要素の違いをも反映しているものと推

測された。  

 同様に、転帰との関連についても、生存群では死亡群よりも発現するサブタイ

プの種類が多く、発現率、発現量共に高い傾向を認めた。SSTR-1, 4 に関しては

有意差を認め、発現別の生存曲線でも有意差を認めた。既報告では SSTR-2 の発

現が予後良好因子であるとの指摘は複数見られる。1990 年代では、SSTR-2 に選

択性の高いとされるオクトレオチドを使った autoradiography や affinity 

binding を用いて、SSTR 非発現例では死亡例が多いという報告や 31)臨床病期が

上がるという報告 30)がある。2000 年代では、competitive RT-PCR やシンチグラ

フィーを用いて SSTR-2 の発現量が高いほど生存率が高いというイタリアのグル

ープの一連の報告がある 36 -39)。しかし、本研究では SSTR-2 に関しては生存群と

死亡群の間に有意な差は認められなかった。この原因としては発現量が高い症例

が死亡例中に数例含まれていたためと考えられた。従って、本実験Ⅰでは、INPC

予後分類から検討すると予後不良群では SSTR-2 の発現量が低くソマトスタチン

アナログ製剤治療の適用になり難いと考えられたが、転帰からの検討では予後不

良群の一部で SSTR-2 の発現量が高い症例があるため、これらの症例にとってソ

マトスタチンアナログ製剤は良い適応になると考えられた。  

 

６－２   実験Ⅱ  

 本研究の実験Ⅱでは、NTs の正常カウンターパート組織とされる副腎髄質およ

び交感神経節組織における SSTR レセプタの発現について、胎芽・胎児例と出生

後例でどのように異なるか、免疫組織化学染色法で検討した。  

 胎芽・胎児例では、SSTR-1 は副腎髄質、交感神経節とも全例で弱～中等度陽

性、SSTR-4 は交感神経節で全例弱陽性、SSTR-2, 3, 5 は全例ほぼ陰性であった。
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胎芽・胎児例の陽性像は出生後例と比べると染色性としては弱いものであった。

出生後例では、SSTR-1, 2, 4が全例で強～弱陽性、SSTR-3が半分弱の症例で陽

性で、実験Ⅰの GN/GNB における発現と極めてよく似た結果であった。胎芽・

胎児例を NB、出生後例を GN/GNBと対応させれば、正常カウンターパート組織

も NTsも形態学的分化に伴って SSTR全般的に発現が高まる結果と考えられた。

しかしながら、SSTR-2に関しては、胎芽・胎児の正常カウンターパート組織で

は全く発現が見られず、実験Ⅰで NBにおいて SSTR-2が SSTRサブタイプ中、

最も発現率が高かったことと相反する結果であった。従って、SSTRサブタイプ

発現においては、NTsの形態学的分化と正常カウンターパート組織の発達分化は

似ている点もあるが、そのまま対比できるわけではないと考えられた。形態的に

NBと未熟な正常カウンターパート組織は似ているが、NBでは SSTR-2が過剰発

現している可能性も考えられた。また、胎芽・胎児の正常カウンターパート組織

においては、SSTRサブタイプによって発現の差が大きかったことから、SSTR

の発現する時期がサブタイプの種類によって異なる可能性も考えられたが、文献

的に胎芽・胎児での SSTR発現を検索した報告は、中枢神経や下垂体での profiling

の報告が散見される程度で 62)ほとんど見られないため、既報告との比較検討は出

来なかった。  

  

６－３６－３    実験Ⅲ実験Ⅲ  

実験Ⅲでは、実験Ⅰ、Ⅱで使用した検体を用いて、ソマトスタチンの他、文献

的に NBで発現が報告されている様々な蛋白や転写因子の発現を免疫組織化学染

色法にて検索し、形態学的分化度や予後、SSTR発現との関連について検討した。 

 ソマトスタチンは、発現率は低く、発現が見られても限局的であった。文献的

にソマトスタチン添加が NBの形態学的分化を促進するという報告は複数見られ

るが 63-65)、腫瘍細胞自身のソマトスタチン発現に関しては、全例で発現が見られ
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たという報告から全例陰性という報告まで様々である 32,33,64 )。SSTR 活性におけ

るソマトスタチンのオートクリンやパラクリンの経路はそれ程重要ではないのか

もしれない。しかし一方で、本実験では SSTR との関連が示されたのはソマトス

タチンのみであり、同時に形態学的分化度の高さとの関連が示唆された。  

 シナプトフィジンと TH は、共に極めて高い発現率であった。発現陰性例は少

数ながらも予後不良例ばかりであり、多変量解析では TH が今回解析した中で最

も強い予後因子となった。文献的に、シナプトフィジンは NTs や NET に感度が

高く診断補助に有用との報告が多い。感度が高すぎるためか予後との関連を指摘

した報告は少ないが、再発の無い NB では再発の有る NB よりも有意にシナプト

フィジンの免疫染色陽性の範囲が大きかったという報告がある 66)。TH は、NB

に対する特異度が高く、文献的には診断補助および骨髄や末梢血内の微小残存腫

瘍の検出に有用との報告が多いが 67,68)、発現が予後良好因子であるとの報告も見

られる 69)。  

 CD44 は、GNB や GN など分化した腫瘍や正常カウンターパート組織での発現

が乏しく、形態学的分化との関連は指摘できなかったが予後との関連は見られ、

発現は予後良好因子と考えられた。文献的にも予後因子であるとの報告が様々に

見られ 50-54 )、今回の結果も同様と考えられた。一方で、文献的には正常副腎髄質

や胎児の交感神経節および副腎髄質にも発現が見られると報告されているが

20,21,70,71 )、本実験ではこれらは全て陰性であった。CD44 には複数の同位体があ

ることから、使用する一次抗体によって既報告と結果が異なった可能性が推測さ

れた。  

 PHOX2B と SOX10 は、文献的には自律神経系の細胞に発生初期から発現し、

発達に伴って PHOX2B は神経節細胞に SOX10 はグリア系細胞に発現するとされ、

本実験の正常組織での発現においても同様の結果が見られた。共に NB で発現が

見られるとの報告があるが 57,59)、今回 SOX10 は腫瘍細胞自体には全例陰性で、
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間質の紡錘形細胞や周囲のシュワン様細胞に陽性であった。一方、PHOX2B は今

回解析した中で最も高率に腫瘍細胞に発現していた。文献的にも、陽性率が極め

て高いことから低分化な NB の診断補助に有用であるという報告や 57)、微小残存

病変の検出に有用であるという報告が見られる 72)。また、本実験では GN/GNB

や正常組織における発現に比べ、NB で過剰発現する傾向を認めたが、予後との

関連は特に認めなかった。  

 以上の如く、実験Ⅲで調べた蛋白および転写因子では様々な発現傾向と予後と

の関連を認め、実験Ⅰで予後良好因子と考えられた SSTR サブタイプは、これら

の発現や臨床的予後因子と共に解析すると強い予後因子とは言えない結果となっ

た。例えば、実験Ⅰの生存分析では SSTR-1, 4 の発現は有意な予後因子であった

が、実験Ⅲでは SSTR-1 は生死別での発現率に有意差を認めず COX 比例ハザー

ドモデルによる解析では転帰に対する影響は弱かった。原因としては解析に含め

た人数の違いと統計手法の違いによるものと考えられたが、他の変数と比較した

場合には SSTR サブタイプはそれ程強い予後因子ではないものと考えられた。  

 

６－４  本研究で得られた SSTR サブタイプ発現の意義と今後の展望  

本研究で明らかとなった NTsにおける SSTRサブタイプの発現と形態学的分化

度および予後との関連について、文献的に報告されている SSTR サブタイプの生

物学的特性から考察を加える。  

NB の細胞株を使って SSTR サブタイプの研究を行った報告は幾つかあり、

SSTR-1, 2 共に細胞増殖抑制作用を有することが示されている。NB の細胞株

SY5Y において SSTR-1, 2 それぞれが、血小板由来増殖因子刺激による MAPK 活

性を抑制し DNA 合成能の抑制をもたらしたという報告や 73)、SSTR-1, 2 それぞ

れを発現させた NB 細胞株 SKNSH をヌードマウスに移植したところ、それぞれ

腫瘍形成までの時間が野生株に比較して有意に延長したという報告がある 32)。本
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実験Ⅰでは、favorable histology group は unfavorable histology group に比べ、

免疫組織化学染色法による発現率および半定量的比較とも SSTR-1, 2 の発現が有

意に高く、定量的 RT-PCR 法でも SSTR-1 は有意に高く SSTR-2 も高い傾向であ

った。従って、 favorable histology group は unfavorable histology group に比

べて細胞増殖が抑制されている状態であったと考えられる。一方、NB の形態学

的分化と SSTR サブタイプとの関連に言及した先行研究は見いだせなかった。し

かし、SSTR-1、SSTR-2 ノックアウトマウスの実験から、網膜の桿体双極細胞に

おいて SSTR-1, 2 とソマトスタチンの均衡が網膜の正常発達に関与している可能

性を指摘した報告がある 74 )。もしも交感神経節や副腎髄質の正常発達にも

SSTR-1, 2 が関わっているのならば、本研究で見られた出生後の交感神経節や副

腎髄質、GN/GNB でほぼ全例に SSTR-1, 2, 4 が見られたのは正常な分化の結果

であるのかもしれない。SSTR-4 については、SSTR-4 ノックアウトマウスによる

実験から炎症抑制作用を介在するとの報告が見られるが 75)、細胞増殖の抑制や分

化に関連する報告は見いだせなかった。そのため本研究で見られた SSTR-4 の発

現の意義については解釈が難しいが、SSTR-4 は SSTR-1 と構造やアナログへの

結合性が似ていることから 76)SSTR-1 発現に伴って発現が亢進していた可能性も

考えられた。  

一方で、本研究の SSTR-2 の発現に関しては他の SSTR サブタイプの発現とや

や異なる傾向が認められた。中でも、実験Ⅰで死亡例の一部で SSTR-2 の高発現

例を認めたことは、これまで述べてきた SSTR の細胞増殖抑制作用と対立する結

果と思われた。この点に関して、SSTR-2 遺伝子は 17 染色体長腕に位置すること

から、NB の染色体および遺伝子異常の中で予後不良因子として知られている 17q 

gain が SSTR-2 の発現亢進に寄与しているのではないかという指摘がある 77)。そ

の報告によれば、NB50 例の SSTR-2 発現をリアルタイム RT-PCR にて高発現群

と低発現群に分けて 17q gain の頻度を調べたところ、高発現群で有意に 17q gain
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の頻度が高かったという。本実験の NB 例における 17q gain の有無は不詳であり

検討は出来なかったが、そうであれば、NB における SSTR-2 の発現は、多くの

場合は細胞増殖抑制が効いている状態を表す予後良好因子であるが、一部の症例

では遺伝子異常によって SSTR-2 の発現が亢進した悪性度の高い状態を反映して

いる可能性が推測された。  

従来の研究では SSTR アナログの代表であるオクトレオチドが特に SSTR-2 に

結合性が高いことから、SSTR-2 が標的とされてきた。そのため、SSTR-2 以外の

サブタイプの発現と NB の予後についての関連を検討した報告は見られなかった。

本研究にて SSTR-2 以外のサブタイプで予後との関連を明らかにすることで、将

来的な multi-receptor targeting somatostatin analogs の適用の可能性に繋がる

ことを期待したが、結果としては、SSTR-2 に次いで発現率が高かった SSTR-1, 4

も予後不良な NB では低発現であるという結論となり、難治例の NB に対する治

療の標的には成り得ないものと考えられた。しかし一方で、少数ではあるが悪性

度の高い NBにおいて SSTR-2が過剰発現している例があることが明らかとなり、

難治性の NB に対して海外の一部の施設で試験的に行われている PRRT33 -35)を支

持する根拠を与えることが出来た。また、SSTR-2 が治療の標的として有効とな

れば、現在 NET で使用されているソマトスタチンアナログ製剤をそのまま難治

性の NB に適用できる可能性もある。SSTR-2 は他の SSTR サブタイプよりも遥

かに多くの研究があり、抗癌剤や oncolytic adenovirus を組み合わせるなどの応

用治療的研究も見られることから 78,79)、今後治療の選択肢が広がることも期待さ

れる。将来的に、難治性の NB においてソマトスタチンアナログ製剤を使用した

治療が有効な選択肢の一つとなることを期待したい。   
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７．７．  結結  語語  

  

 本研究では NTsにおける SSTR全サブタイプの発現を解析し、SSTR-1, 2の高

率な発現と、SSTR-1, 2, 3, 4の発現が腫瘍細胞の分化や予後と相関し予後良好因

子であることを明らかにした。NTsの正常カウンターパート組織においても、未

熟な細胞に比較して成熟した細胞に SSTR-1, 2, 3, 4は高発現の傾向であった。

TH、シナプトフィジン、CD44の発現も予後良好因子と考えられたが、SSTR発

現との関連性が示されたのはソマトスタチンのみであった。SSTR-2の発現は他

の SSTRサブタイプの発現とやや異なる傾向であり、死亡例の一部で SSTR-2の

高発現例が見られたことから、難治性の NBであっても SSTRの発現に応じて治

療の適応となる可能性が示唆された。 

（実験Ⅰの要旨は、Acta Histochemica et Cytochemica 47: 219-229, 2014 にて掲

載発表した 80)） 
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９． 表 

 

表 1 ヒト SSTR 各サブタイプの特徴のまとめ 1)18) 

 

 
SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5 

位置 14q13 17q24 22q13.1 20p11.2 16p13.3 

分子量 

(kDa) 

53-72 71-95 65-85 45 52-66 

G 蛋白結合性 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

ｱﾃﾞﾆﾙ酸ｼｸﾗｰｾﾞ

活性 

↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

ﾁﾛｼﾝﾎｽﾌｧﾀｰｾﾞ活

性 

↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

MAPK 活性 ↑ ↓ ↓↑ ↑ ↓ 

Ca＋チャネル 

 

↓ ↓    

主な体内分布 

 

 

脳、下垂体 

ラ氏島、胃 

肝、腎 

脳、下垂体 

ラ氏島、胃、 

腎 

脳、下垂体 

ラ氏島、胃 

 

脳、胃、 

ラ氏島、肺、

胎盤 

脳、下垂体 

ラ氏島、胃 

 

結合性 (IC50) 

SST-14 

SST-28 

Octreotide 

Pasireotide 

( SOM230 ) 

 

0.1-2.26 

0.1-2.2 

290-1140 

9.3 

 

0.2-1.3 

0.2-4.1 

0.4-2.1 

1.0 

 

0.3-1.6 

0.3-6.1 

4.4-34.5 

1.5 

 

0.3-1.8 

0.3-7.9 

> 1000 

> 100 

 

 

0.2-0.9 

0.05-0.4 

5.6-32 

0.16 
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表 2 神経芽腫群腫瘍 63 例の臨床情報および病理組織型 

組織型 ( INPC category / 

prognostic group ) 

No. 年齢 性 部位 INPC category  

subtype 

MKI 病期 MYCN  

増幅 

転帰 

Ganglioneuroma 1 14 歳 男 後腹膜 Mature - 1 未施行 無病生存 8 年 

2 19 歳 男 縦隔 Mature - 1 未施行 不詳 

3 21 歳 男 縦隔 Mature - 1 未施行 無病生存 4 年 

4 31 歳 男 副腎 Mature - 1 未施行 無病生存 2 年 

5 51 歳 男 副腎 Mature - 1 未施行 不詳 

Ganglioneuroblastoma 

intermixed   

1 2 歳 女 右副腎  - 1 無 無病生存 6 年 

2 3 歳 男 後縦隔  - 2A 無 無病生存 20 年 

Ganglioneuroblastoma 

nodular  

3* 2 歳 男 左副腎  Low 4 無 無病生存 3.5 年 

4** 3 歳 女 傍脊椎  - 4 無 有病生存 2.5 年 

Neuroblastoma/  

favorable histology 

group 

1 6 日 女 傍脊椎 Poorly Low 3 無 無病生存 7 年 

2 16 日 男 後腹膜 Poorly Low 3 無 無病生存 4 年 

3 3 ヶ月 男 後腹膜 Poorly Low 1 無 無病生存 2 年 

4 4 ヶ月 男 傍脊椎 Poorly Low 1 無 無病生存 3 年 

5 4 ヶ月 男 右副腎 Poorly Low 1 無 無病生存 4 年 

6 6 ヶ月 女 右副腎 Poorly Intermediate 4S 無 無病生存 4 年 

7 7 ヶ月 男 後縦隔 Poorly Low 2A 無 無病生存 8 年 

8 7 ヶ月 男 右副腎 Poorly Low 2B 無 無病生存 17 年 

9 7 ヶ月 男 左副腎 Differentiating Intermediate 2B 無 無病生存 16 年 

10 7 ヶ月 女 傍脊椎 Poorly Low 4 無 原病死 1.5 年 

11 8 ヶ月 男 左副腎 Poorly Intermediate 3 無 不詳 

12 8 ヶ月 男 傍脊椎 Poorly Low 4S 無 無病生存 19 年 

13 8 ヶ月 女 左副腎 Poorly Low 1 無 無病生存 11 年 
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14 9 ヶ月 男 後腹膜 Poorly Low 3 無 無病生存 12 年 

15 9 ヶ月 女 右副腎 Poorly Intermediate 1 無 無病生存 11 年 

16 9 ヶ月 女 後腹膜 Poorly Low 2A 無 無病生存 12 年 

17 10ヶ月 女 右副腎 Poorly Low 2B 無 無病生存 2.5 年 

18 10ヶ月 女 左副腎 Poorly  Low 2B 無 無病生存 15 年 

19 11ヶ月 男 右副腎 Poorly Low 2B 無 無病生存 1.5 年 

20 11ヶ月 女 左副腎 Poorly Low 1 無 無病生存 12 年 

21 12ヶ月 男 傍脊椎 Poorly Low 3 無 再発後 7 年無病生存 

22 12ヶ月 女 後腹膜 Differentiating Low 1 無 無病生存 8 年 

23 13ヶ月 男 後腹膜 Poorly Low 2 無 無病生存 4 年 

24 14ヶ月 女 縦隔 Poorly Low 4 無 無病生存 3 年 

25 15ヶ月 女 右副腎 Differentiating Low 3 無 無病生存 13 年 

26 17ヶ月 女 右副腎 Poorly Low 4 無 有病生存 2.5 年 

27 2 歳 男 左副腎 Differentiating Low 1 無 無病生存 5 年 

Neuroblastoma/  

unfavorable histology 

group 

28 9 ヶ月 女 右副腎 Poorly High 2 有 無病生存 4 年 

29 16ヶ月 男 右副腎 Poorly High 4 有 原病死 1.3 年 

30 18ヶ月 男 右副腎 Poorly High 4 有 無病生存 5 年 

31 20ヶ月 男 右副腎 Poorly High 4 有 無病生存 4.5 年 

32 20ヶ月 女 後腹膜 Poorly Low 3 無 無病生存 5 年 

33 21ヶ月 男 後腹膜 Undifferentiated High 3 有 原病関連死 6 ヶ月 

34 23ヶ月 男 右副腎 Poorly High 4 有 無病生存 2 年 

35 2 歳 男 後腹膜 Poorly Low 4 有 無病生存 8 年 

36 2 歳 男 後腹膜 Poorly Low 4 無 10 ｹ月後担癌状態転院 

37 2 歳 男 左副腎 Poorly Low 4 無 無病生存 9 年 

38 2 歳 男 上縦隔 Poorly Intermediate 3 有 無病生存 3.5 年 
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39 2 歳 女 右副腎 Poorly Intermediate 4 有 無病生存 6 年 

40 2 歳 女 縦隔 Poorly High 4 無 原病関連死 1.8 年 

41 3 歳 男 右副腎 Poorly Low 4 無 原病死 4.3 年 

42 3 歳 男 左副腎 Poorly Intermediate 4 無 有病生存 4 年 

43 4 歳 男 左副腎 Poorly Low 4 無 無病生存 3.5 年 

44 4 歳 男 後腹膜 Poorly High 4 有 原病関連死 1.5 年 

45 4 歳 男 後腹膜 Poorly Low 3 無 無病生存 1.5 年 

46 4 歳 女 左副腎 Poorly High 4 有 原病死 4m 

47 5 歳 男 左副腎 Poorly Low 4 無 再発後 1.8 年 

無病生存 

48 5 歳 男 右副腎 Poorly High 4 有 無病生存 9 年 

49 5 歳 男 右副腎 Poorly High 4 無 原病死 3.3 年 

50 6 歳 男 後腹膜 Poorly Intermediate 4 無 有病生存 3 年 

51 10 歳 女 リンパ節 Poorly Intermediate 3 無 原病関連死 2 ヶ月 

52 11 歳 男 傍脊椎 Poorly Intermediate 4 無 1 年後フォロー脱落 

53 12 歳 男 後腹膜 Differentiating Intermediate 4 無 有病生存 2 年 

54 12 歳 女 左副腎 Poorly Low 4 無 原病死 3.3 年 

*: GNB nodular with mixed feature with GNB intermixed and NB poorly differentiated subtype, 

**: GNB nodular with only GN feature in specimen examined in this study 
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表 3  一次抗体の詳細 

 

一次抗体 製造元 動物種 Clone / Code 希釈率 

SSTR-1 Gramsch Rabbit Poly / SS-840 ×400 

SSTR-2 Abcam Rabbit UMB1 / ab134152 ×200 

SSTR-3 Gramsch Rabbit Poly / SS-850 ×400 

SSTR-4 GeneTex Rabbit Poly / GTX70677 ×100 

SSTR-5 Gramsch Rabbit Poly / SS-890 ×400 

  

  

  

  

表 4 Immunoreactive score (IRS) 

 

陽性細胞比率 0% 

< 10% 

10～50％ 

51～80% 

＞ 80％ 

0点 

1点 

2点 

3点 

4点 

陽性強度 陰性 

弱陽性 

中等度陽性 

強陽性 

0点 

1点 

2点 

3点 

 

陽性細胞比率点数 × 陽性強度点数 ＝ IRS（0～12点） 

IRS 2以上を陽性と判定した 
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表 5 ゲノム DNA除去反応液成分 

 

成 分 容 量 

テンプレート RNA 5μl（1μgまでの total RNAを含む） 

gDNA Wipeout Buffer 2μl 

RNaseフリー水 7μl 

トータル容量 14μl 

 

 

 

 

 

表 6 逆転写反応液成分 

 

成 分 容 量 

〈逆転写反応マスターミックス〉 

 Quantiscript Reverse Transcriptase 

  Quantiscript RT Buffer 

  RT Primer Mix 

 

1μl 

4μl 

1μl 

ゲノム DNA除去反応液 14μl 

トータル容量 20μl 
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表 7  リアルタイム RT-PCR用プライマー 

 

Target Primer sequence Products 

(bp) 

SSTR-1 Forward   5’-tgagtcagctgtcggtcatc-3’ 

Reverse   5’-ggaaagagcgcttgaagttg-3’ 

93 

SSTR-2 

 

Forward   5’-ctttgtggtggtcctcacct-3’ 

Reverse   5’-gcagaggacattctggaagc-3’ 

100 

SSTR-3 

 

Forward   5’-ttcctctcctaccgcttcaa-3’ 

Reverse   5’-ctcctcctcatcctcctcct-3’ 

123 

SSTR-4 

 

Forward   5’-tctttgtgctctgctggatg-3’  

Reverse   5’-ggataagggacacgtggttg-3’ 

96 

SSTR-5 

 

Forward   5’-cccttcttcaccgtcaacat-3’ 

Reverse   5’-gttggcgtaggagaggatga-3’ 

102 

GAPDH 

 

Forward   5’-ggaaggtgaaggtcggagtca-3’ 

Reverse   5’-gtcattgatggcaacaatatccact-3’ 

101 

 

 

 

 

表 8 リアルタイム RT-PCR反応用マスターミックス 

 

成 分 容 量 

SYBR® Green Master Mix 

Forward primer (10μM) 

Reverse primer (10μM) 

精製水 

Template cDNA 

10μl     / 1sample 

0.2μl 

0.2μl 

8.6μl 

1μl 

トータル容量 20μl 
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表 9-1  INPCで分類した SSTR各サブタイプの陽性数（陽性率） 

 SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5 

GN (n=5) 5/5 (100%) 5/5 (100%) 2/5 (40%) 5/5 (100%) 0/5 (0%) 

GNB (n=4) 4/4 (100%) 4/4 (100%) 2/4 (50%) 4/4 (100%) 0/4 (0%) 

NB (n=54) 36/54 (66.7%) 44/54 (81.5%) 5/54 (9.3%) 20/54 (37.0%) 0/54 (0%) 

Favorable (n=27) 24/27 (88.9%) 25/27 (92.6%) 5/27 (18.5%) 16/27 (59.3%)  

Unfavorable (n=27) 12/27 (44.4%) 19/27 (70.4%) 0/27 (0%) 4/27 (14.8%)  

Total (n=63) 45/63 (71.4%) 53/63(84.1%) 9/63 (14.3%) 29/63 (46.0%) 0/63 (0%) 

 

表 9-2  NBにおける生死別 SSTR各サブタイプ陽性数（陽性率）（n=53; 転帰不明の 1例を除く） 

 SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5 

Alive (n=43) 31/43 (72%) 35/43 (81.4%) 5/43 (11.6%) 20/43 (46.5%) 0/43 (0%) 

Dead (n=10) 4/10 (40%) 8/10 (80%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 

** P<0.01, * P<0.05 with Chi-square test for comparison between the two groups 

** ** * * 

** 
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表 10  死亡例における IRSとmRNA値 

No IRS mRNA level somatostatin Histology MKI MYCN 

amplification  

Duration of  

disease 
SSTR1 SSTR2 SSTR1 SSTR2 

10 4 2 nd nd － NB, poorly, F low － 1.5m 

29 0 9 nd nd － NB, poorly, U high + 1.3y 

33 3 0 0.12 0 － NB, undiff, U high + 6m 

40 0 0 nd nd － NB, poorly, U high － 1.8y 

41 4 6 nd nd + (50%) NB, poorly, U low － 4.3y 

44 0 6 nd nd － NB, poorly, U high + 1.5y 

46 4 3 0.03 0.07 － NB, poorly, U high + 4m 

49 0 12 0 0.18 － NB, poorly, U high － 3.3y 

51 0 8 nd nd － NB, poorly, U inter － 2m 

54 0 12 0 0.92 － NB, poorly, U low － 3.3y 

Numbers correspond to those in Table 2. All cases were negative for SSTR-3, 4 and 5. The SSTR-2 expressions are well preserved in 

numbers 29, 49 and 54. IRS: immunoreactive score, nd: not done, NB: neuroblastoma, poorly: poorly differentiated subtype, undiff: 

undifferentiated subtype, F: favorable histology group, U: unfavorable histology group, MKI: mitosis-karyorrhexis index  
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表 11 正常副腎髄質、交感神経節を含む対象症例の臨床情報 

 

 No. 胎齢 / 年齢 原疾患 

胎芽・胎児例 

(6例) 

 

 

 

 

胎-1 6-7週相当 Abortion 

胎-2 6-7週相当 Abortion 

胎-3 8-9週相当 Abortion 

胎-4 9-10週相当 Abortion 

胎-5 10-11週相当 Abortion 

胎-6 11-12週相当 Abortion 

腫瘍検体中 

副腎髄質 

(8例) 

(No.は表 2と

対応する) 

6 6ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

9 7ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

15 9ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

17 10ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

18 10ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

19 11ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

25 15ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

27 2歳 Neuroblastoma, favorable histology group 

腫瘍検体中 

交感神経節 

(4例) 

7 7ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

12 8ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

18 10ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

23 13ヶ月 Neuroblastoma, favorable histology group 

手術検体中 

交感神経節 

(4例) 

手-1 61歳 Esophageal cancer 

手-2 67歳 Ovarian cancer 

手-3 66歳 Prostatic cancer 

手-4 72歳 Prostatic cancer 
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表 12 胎芽・胎児例における SSTR各サブタイプの陽性数および染色性 

 SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5 

副腎髄質 

(n=6) 

6/6 (100%) 0/6 (0%) 1/6 (16.7%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 

弱 (4例; 胎-1,2,3,6) 

中 (2例; 胎-4,5) 

中 

(1例; 胎-5) 

交感 

神経節 

(n=6) 

6/6 (100％) 0/6 (0%) 1/6 (16.7%) 6/6 (100%) 0/6 (0%) 

中 (4例; 胎-2,3,4,5) 

弱 (2例; 胎-1,6)  

(胎-5 以外は、細胞質という

より細線維に陽性) 

中 

(1例; 胎-5) 

弱 (6例)  

(胎-5以外は、細

胞質というより

細線維に陽性) 

 

表 13 出生後例における SSTR各サブタイプの陽性数および染色性 

 SSTR-1 SSTR-2 SSTR-3 SSTR-4 SSTR-5 

副腎髄質 

(n=8) 

8/8 (100%) 7/8 (87.5%)  3/8 (37.5%) 8/8 (100%) 0/8 (0%) 

強 (6例) 

中 (1例) 

弱 (1例) 

弱 (6例) 

中 (1例) 

弱 (2例) 

中 (1例） 

 

中 (4例) 

弱 (4例) 

瀰漫性～約 60% 約 60%～数% 瀰漫性 瀰漫性 

交感 

神経節 

(n=8) 

8/8 (100%) 7/8 (87.5%) 3/8 (37.5%) 8/8 (100%) 0/8 (0%) 

強 (6例) 

中 (2例) 

中 (6例) 

強 (1例) 

弱 (2例)  

中 (1例） 

中 (4例) 

弱 (4例) 

瀰漫性～約 60% 約 70～10% 約 80～30% 瀰漫性～ 

約 50% 
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表 14 使用抗体および条件 

 

一次抗体 製造元 動物種 Clone / Code 抗原賦活 

処理 

希釈

率 

二次抗体 

(製造元) 

Somatostatin Dako Rabbit Poly /  

A566 

- / - / - ×

500 

Histofine 

(Nichirei) 

Synaptophysin Dako Mouse Poly / 

A0010 

CB / AC / 

10min 

×

100 

Histofine 

(Nichirei) 

Thyrosine 

hydroxylase 

Millipore Rabbit 

 

Poly / 

#AB152 

CB / boil /  

20min 

×

500 

Histofine 

(Nichirei) 

CD44 

(H-CAM) 

Leica 

Biosystems 

Mouse DF1485 / 

NCL-CD44-2 

CB / boil / 

20min 

×

300 

Histofine 

(Nichirei) 

PHOX2B 

(H-20) 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Goat Poly / 

sc-13224 

CB / boil* / 

40min 

× 

40 

Histofine* 

(Nichirei) 

SOX10 

(N-20) 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Goat Poly / 

sc-17342 

CB / boil* /  

40min 

×

100 

Histofine* 

(Nichirei) 

CB: citrate buffer pH6.0, boil: boil using water bath at 95℃ or *98℃, AC: Autoclave at 

105℃, Histofine: Simple Stain MAX PO (MULTI), Histofine*: Simple Stain MAX-PO(G) 
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表 15 実験Ⅲで検索した蛋白や転写因子の免疫組織化学法による発現率 

 

 

抗体名 

 

腫瘍組織 

(n=63) 

正常カウンターパート組織 

出生後例 

(各 n=8) 

胎児例 

(n=6) 

副腎髄質 交感神経節 副腎髄質 交感神経節 

ソマトスタ

チン 

11.1% 

(7/63) 

 

13% 

(1/8) 

0% 

(0/8) 

0% 

(0/6) 

0% 

(0/6) 

全例，部分的細胞質陽性像。 

分化した大型の細胞に陽性を示す傾

向。 

 

シナプトフ
ィジン 

 

95.2%  

(60/63) 

 

神経節様に分化した細胞では細胞質に

強弱様々。NBでは神経細線維に陽性。 

100% 

(8/8) 

100% 

(8/8) 

100% 

(6/6) 

100% 

(6/6) 
    

TH 

 

88.9%  

(56/63) 

 

神経節様に分化した細胞では細胞質に

強弱様々。NBでは神経細線維に陽性。 

100% 

(8/8) 

100% 

(8/8) 

100% 

(6/6) 

100% 

(6/6) 
    

CD44 50.8％ 

(32/63) 
 

NB で神経細線維に陽性。 

0% 

(0/8) 

 

25% 

(2/8) 

0% 

(0/6) 

0% 

(0/6) 

    

PHOX2B 98.4% 

(62/63) 
 

瀰漫性に核陽性。NBの方が GNB/GN
よりも瀰漫性に強陽性を示す傾向。 

100% 

(8/8) 

75% 

(6/8) 

50% 

(3/6) 

67% 

(4/6) 

SOX10 0% 

(0/63) 

 

0% 

(0/8) 

0% 

(0/8) 

17% 

(1/6) 

67% 

(4/6) 

但し、間質シュワン様細胞や隔壁内の紡錘形細胞に核陽性。 散在性核弱陽性。 
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表 16  COX比例ハザードモデルによる単変量および多変量解析の結果 

 

単変量解析 p値 ハザード比 95%信頼区間 

TH（陰性 / 陽性） 0.000 0.084 0.022-0.317 

synaptophysin（陰性 / 陽性） 0.001 0.071 0.016-0.325 

MKI（低 / 中 / 高） 0.006 2.824 1.353-5.895 

NB subtype (differentiating / poorly / undiff) 0.010 16.532 1.974-138.434 

CD44（陰性 / 陽性） 0.013 0.074 0.009-0.583 

INPC予後分類 (favor / unfavor) 0.025 10.668 1.346-84.566 

臨床病期 (1 / 2 / 3 / 4) 0.029 3.727 1.142-12.163 

年齢 (1.5才未満 / 以上) 0.048 4.788 1.015-22.594 

SSTR-1（陰性 / 陽性） 0.095 0.341 0.096-1.208 

MYCN増幅（陰性 / 陽性） 0.168 2.438 0.687-8.647 

somatostatin（陰性 / 陽性） 0.753 1.394 0.176-11.043 

SSTR-2（陰性 / 陽性） 0.861 0.870 0.184-4.106 

SSTR-3（陰性 / 陽性） - - - 

SSTR-4（陰性 / 陽性） - - - 

PHOX2B（陰性 / 陽性） - - - 

多変量解析    

TH 0.016 0.177 0.043-0.728 

NB subtype 0.065 13.765 0.853-222.079 

臨床病期 0.068 5.255 0.883-31.260 

（SSTR-3, 4, PHOX2Bについては、回帰式が成立しなかった） 

poorly: poorly differentiated, undif: undifferentiated, favor: favorable histology group, 

unfavor: unfavorable histology group  
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１０． 図  

 

 

SST-14

SST-28

octreotide

Glu-Arg-Lys-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe

Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg

Cys-Ser-Thr-Phe-Thr

Trp
Lys

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe

Cys-Ser-Thr-Phe-Thr

Trp
Lys

Thr(ol)-Cys-Thr

Dphe-Cys-Phe DTrp
Lys

 

 

図 1 ソマトスタチンおよびオクトレオチドの構造式 1) 

ソマトスタチン（SST-14）に見られるβターンを含むアミノ酸残基 Phe7, Trp8,  

Lys9, Thr10 の部位が生物学的活性に必要とされ、アナログ製剤の開発におい

ても保持される。  



1) Neuroblastoma(NB) /subgroup

undifferentiated

poorly differentiated

differentiating

2) Ganglioneuroblastoma(GNB),

intermixed  

3) Ganglioneuroma(GN) /subgroup
maturing
mature

4) Ganglioneuroblastoma(GNB), 

nodular

Unfavorable
histology 
group

予後分類予後分類カテゴリカテゴリ Mitosis-
Karyorrhexis-
Index (MKI)

High  >  4%

Intermediate  2-4%

Low   < 2%

Favorable
histology 
group

Age

≧1.5y

< 1.5y

3) GN：シュワン様細胞
からなる間質が腫瘍の
大部分を占め、神経節
様細胞が散在性に存在
する。

2) GNB, intermixed：
間質にシュワン様細胞
が50%以上あり、神経
芽細胞または神経節様
細胞の増殖巣がある。

1)NB：神経芽細胞の
増殖が主体。間質
にシュワン様細胞
は認められないか、
わずか。

図2 INPCについて
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Low   < 2%

< 5

≧5y

結節形成する

neuroblastoma

成分に従う



Positive control sample

Sample 1  

図 3 アガロースゲル電気泳導にて、定量的RT-PCR産物からターゲットを分

離した（SSTR-1: 93bp, SSTR-2: 100bp, SSTR-3: 123bp, SSTR-4: 96bp,  

SSTR-5: 102bp, GAPDH: 101bp）。

陽性対照では、SSTR全サブタイプの発現が見られる。Sample 1は、No.26

（表2）の症例であり、SSTR-1, 2, 4の発現が確認される。陽性対照は、NET

のホルマリン固定パラフィンブロックから本実験と同じ手法にてmRNA抽出し

RT-PCRを行ったものである（ゲル濃度2%, SYBR® Greenにて染色）。
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図4 SSTR免疫組織化学染色陽性例

AAはGN例、BBはGNB例（intermixed例、SSTR-3のみnodular例)、

CCはNB, favorable histology group例、DDはNB, unfavorable histology 

group例。

図4-1 SSTR-1陽性例

AA, B, CB, C全て、大部分の腫瘍細胞の細胞質に強陽性を示した。IRS12点。

DDは、大部分の腫瘍細胞の細胞質に弱陽性を示した。IRS4点。
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図4-2 SSTR-2 陽性例

AAは、半分をやや超える腫瘍細胞の細胞膜に中等度陽性を示した。IRS 6点。BBは、

20%程度の腫瘍細胞の細胞膜に中等度の陽性像を認めた。IRS 4点。

CCは、大部分の腫瘍細胞の細胞膜および細胞質に強陽性を示し、IRS12点。DD

（左）は、一部の腫瘍細胞の細胞膜に様々な程度の陽性を示し、IRS3点。DD（右）

は、（左）とは異なる症例で、大部分の腫瘍細胞の細胞膜および細胞質に強陽性を

示した。IRS 12点。DD（左）、（右）ともに死亡例。
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図4-3 SSTR-3 陽性例

AAは、半分以上の腫瘍細胞に中等度の細胞質陽性像を示した。IRS6点。

BBは、明瞭な細胞質陽性像を示す腫瘍細胞が見られたが、全体の10％未満であっ

た。IRS3点。CCは、全体の数％程度の大型の分化の良い腫瘍細胞のみに明瞭な細

胞質陽性像を認めた。IRS2点。DDは、間質に非特異的陽性を認めるのみで腫瘍細

胞自体は陰性であった。IRS0点（NB, unfavorable histology groupは、全例、

SSTR-3陰性であった）。

AA

CC DD

BB

50μm50μm

50μm50μm

50μm50μm

50μm50μm
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図4-4 SSTR-4 陽性例

AAは大部分の腫瘍細胞の細胞質に中等度陽性を示した。IRS8点。BBは細線維の

非特異的染色を背景に、半分以上の腫瘍細胞に細胞質陽性像を認めた。IRS6

点。CCは、細線維の非特異的染色を背景に、大部分の腫瘍細胞の細胞質が陽性

であった。IRS8点。DDは、明瞭な細胞質陽性像を一部の腫瘍細胞に認めた。

腫瘍細胞全体の10%未満であった。IRS3点。
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図 5 免疫組織化学法による SSTR-1, 2,  3,  4 の発現を IRS にて半定量化し、

INPC 別に比較した。 SSTR-5 は全例陰性であった。 SSTR-1, 3, 4 において、

GN (n=5) と GNB (n=4) は、 NB よりも高スコアの傾向を示した。 NB/F 

(favorable histology group with NB, n=28) は、NB/U (unfavorable histology 

group with NB, n=28) よりも、 SSTR-1, 2,  3,  4 全てにおいて高スコアの傾向

を示し、 SSTR-1, 2, 4 では有意差を認めた。  

**p<0.01,  *p<0.05 by Kruskal -Wall is test and the Steel  multiple  comparison  

procedure.  The bottom of  each box is  the 25 t h  percenti le ,  the top is the  75 t h  

percenti le  and the l ine in the middle  is the 50 t h  percenti le .  Upper and lower 

horizontal  l ines are the 90 t h  and 10 t h  percenti les ,  respectively.  Diamond shapes 

represent mean values.   
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図 6 リアルタイム RT-PCR による SSTR-1, 2, 3, 4 の発現量を INPC 別に比

較した。 SSTR-5 は全例陰性であった。 SSTR-4 で、GN (n=4),  GNB (n=5)の

発現量は、NB に比べ高い傾向を認めたが、それ以外のサブタイプでは、GN, 

GNB の発現量が全体に低く、 INPC カテゴリの違いによる一定の傾向は見ら

れなかった。NB においては、ばらつきが大きいものの、 SSTR-1, 2, 4 におい

て 、 NB/F (favorable histology group with NB, n=14) の 方 が 、 NB/U 

(unfavorable histology group with NB, n=14) に比べて発現量が高い傾向を

認め、 SSTR-1 では有意差を認めた。   

Kruskal-Wall is  test  with the Steel  multip le  comparison  procedure  was done .  The 

bottom of  each  box is  the 25 t h  percenti le ,  the top  is  the 75 t h  percenti le  and the  

l ine in the middle  is the 50 t h  percenti le .  Upper and lower horizontal  l ines are the 

90 t h  and 10 t h  percenti les,  respectively.  Diamond shapes represent  mean values.    
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図 7 SSTR 各サブタイプの IRS の点数を転帰別に比較した。転帰を追跡でき

た NB 53 例を用いた。生存群（A; n=43）では SSTR-1, 2, 4 の発現が、比較

的よく保たれており、 SSTR-1, 4 で、死亡群（D; n=10）に比べて有意に高か

った。SSTR-2 に関しては、死亡群でも点数が高く、ほとんど差を認めなかっ

た。  

Mann-Whitney U test  was done .  The bottom of  each box is the 25 t h  percenti le ,  the 

top is the 75 t h  percenti le  and the l ine in the middle  is the 50 t h  percenti le .  Upper 

and lower horizontal  l ines are the 90 t h  and 10 t h  percenti les,  respectively.  

Diamond shapes represent  mean values .  
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図 8 SSTR 各サブタイプの mRNA 量を転帰別に比較した。NB 28 例を用い

た。生存群（A; n=24）では SSTR1, 2,  4 の発現が、死亡群（D; n=4）に比べ

て高い傾向を認めたが、有意差は認めなかった。  

Statist ical  analysis  was done  with the Mann-Whitney U test .  The bottom of  each 

box is  the 25 t h  percenti le ,  the top is the 75 t h  percenti le  and the l ine in the middle  

is  the  50 t h  percenti le .  Upper and lower horizonta l  l ines  are the 90 t h  and  10 t h  

percenti les,  respect ively.  Diamond shapes  represents  mean values.  
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図 9 Kaplan-Meier 生存曲線 

上図は SSTR-1 、下図は SSTR-4 の免疫組織化学染色発現別での生存曲線。

転帰追跡できた NTs 62例での解析。比較検定は、Log-rank testを使用。 



図10 胎児例におけるSSTR各サブタイプの免疫組織化学染色例

AAはHE染色（矢印は交感神経幹交感神経節、矢頭は大動脈前交感神経節）、

BBはSSTR-1、CCはSSTR-2（陰性）、DDはSSTR-3、EEはSSTR-4の大動脈前交感神

経節 （全て、胎-5；胎齢10-11週相当の症例）。

AA
脊髄脊髄

副腎副腎

後根神経節後根神経節

脊椎脊椎

腎腎腎腎

AoAo

肝肝

胃胃

十二指腸十二指腸

膵膵

膵膵

1mm1mm

B B (SSTR(SSTR--1)1) C C (SSTR(SSTR--2)2)

50μm50μm 50μm50μm

D D (SSTR(SSTR--3)3) E E (SSTR(SSTR--4)4)

50μm50μm 50μm50μm

後根神経節後根神経節
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図10 続き

FFはSSTR-1、GGはSSTR-3 の副腎髄質細胞陽性例。

FFは胎-4（胎齢9-10週相当）。周囲の交感神経節から、副腎内へ入りこむよう

に髄質細胞が散見される。細胞質が不明瞭であるが陽性。

GGは胎-5（胎齢10-11週相当）。矢印が髄質細胞。皮質細胞も陽性を示し識別し

難いものの、髄質細胞陽性と判定された一例。

50μm50μm

50μm50μm

FF(SSTR(SSTR--1)1)

GG(SSTR(SSTR--3)3)
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AA(SSTR(SSTR--1)1)

HH(SSTR(SSTR--4)4)GG(SSTR(SSTR--4)4)

FF(SSTR(SSTR--4)4)EE(SSTR(SSTR--2)2)
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図10 続き その他、代表的な陽性部位 (全て胎-1；胎齢6-7週相当)

SSTR-1は、脊髄～末梢神経にかけて広く陽性。脊髄～後根神経節 (AA)、交感神経

節 (BB：神経節細胞がまだ小型で細胞質不明瞭)、小腸筋間神経叢 (CC)。

SSTR-2は、脊髄～後根にかけての神経線維 (DD)と、小腸筋間神経節 (EE)に陽性。

稀に、粘膜上皮にも陽性細胞が見られた (矢印)。

SSTR-4は、脊髄～末梢神経にかけて広く、かろうじて判定できる程度の弱陽性

を示した。脊髄～後根神経節 (FF)、交感神経節 (GG：神経節細胞は小型で細胞質不

明瞭)、小腸筋間神経叢 (HH)。

50μm50μm
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図11 出生後例のSSTR各サブタイプの免疫組織化学染色陽性例

AAはSSTR-1、BBはSSTR-2、CCはSSTR-3、DDはSSTR-4

左側が正常副腎髄質、右側が正常交感神経節。
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図12 SSTR以外の蛋白や転写因子の陽性例

図12-1 ソマトスタチンソマトスタチン

A:A:GN症例。数%の腫瘍細胞の細胞質に陽性。

B:B:NB,favorable histologygroup症例。より分化して見える腫瘍細胞（右半

分）の方のみに、陽性を示す。

C:C:腫瘍内に見られた正常副腎髄質、10%程度の細胞に陽性。

D:D:胎児例（胎-5；胎齢10-11週）では、小腸上皮内の基底顆粒細胞と考えら

れる細胞のみ陽性。
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図12-2 シナプトフィジンシナプトフィジン

腫瘍、正常カウンターパート組織とも、ほぼ全症例で陽性。

AAはNB, favorable histology group、BBはNB, unfavorable histology group、

CCはGNB、DDはGN、 EEは副腎髄質、FFは交感神経節、

GGは胎芽副腎髄質、HHは胎芽交感神経節（G, HG, Hは共に胎-1；胎齢6-7週）。
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図12-3 THTH

腫瘍、正常カウンターパート組織とも、ほぼ全症例が陽性。

AAはNB, favorable histology group、BBはNB, Unfavorable histology group、

CCはGNB、DDはGN、 EEは副腎髄質、FFは交感神経節、

GGは胎芽副腎髄質、HHは胎芽交感神経節（G, HG, Hは共に胎-1；胎齢6-7週）。
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図12-4 CD44CD44

腫瘍では主に細線維に陽性。GN症例や正常交感神経節例の一部では膜に陽

性。胎芽・胎児例では全て陰性であった。

AAはNB, favorable histology group、BBはNB, unfavorable histology group、

CCはGNB、DDはGN、EEは副腎髄質（陰性）、FFは交感神経節。
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図12-5 PHOX2BPHOX2B

腫瘍、正常カウンターパート組織とも、ほぼ全ての症例で核に陽性。

形態学的分化度の低い細胞の方が、よく染まる傾向に見えた。

AAはNB, favorable histology group、BBはNB, unfavorable histology group、

CCはGNB、DDはGN、EEは副腎髄質、FFは交感神経節、

GGは胎児副腎髄質、HHは胎児交感神経節（G, HG, Hは共に胎-5；胎齢10-11週）。

50μm50μm 50μm50μm

50μm50μm

50μm50μm50μm50μm

50μm50μm

50μm50μm 50μm50μm

AA BB

CC DD

EE

GG

FF

HH

76



図12-6 SOX10SOX10

腫瘍は全例陰性で、間質の小型紡錘形細胞の核に散在性に陽性を示した。

胎児例では、シュワン系の支持細胞に分化してゆくと思われる細胞に陽性。

AAはNB, favorable histology group (隔壁の紡錘形細胞に陽性)、BBはNB, 

unfavorable histology group (陰性)、CCはGNB、DDはGN (間質のシュワン様細胞に

陽性)、EEは副腎髄質 (間質に疎らに陽性)、FFは交感神経節(シュワン核とサテライト

核に陽性)、GGは胎児副腎髄質、HHは胎児交感神経節 (G, HG, Hは共に胎5；胎齢10-11週)。
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腫瘍全例における陽性率（n=63）         INPCカテゴリ別の陽性率（n=63）
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*:P <0.05, ⁑:P <0.01 with Cochran-Armitage trend test 

 

図 13 NTs（n=63）における実験Ⅰの SSTRサブタイプの陽性率と実験Ⅲの各

種蛋白や転写因子の陽性率を合わせて比較した。 

左は陽性率で高い順から並べた。右は INPCカテゴリ別の陽性率。INPCカテゴ

リ別では、全体的に GN/GNBの方が NBよりも発現率が高い。SSTR-1, 3, 4, ソ

マトスタチンでは有意差を認めた。 
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INPC予後分類別の陽性率（n=54）          転帰別の陽性率（n=53）
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図 14 NBにおける実験Ⅰの SSTRサブタイプの陽性率と実験Ⅲの各種蛋白や

転写因子の陽性率を合わせて比較した。 

左は、INPC予後分類別の陽性率（n=54）。右は、転帰別の陽性率（n=53）。 

全体に、予後良好群（favorable histology group、生存群）で発現率が高い。TH, 

CD44, SSTR-4は、INPC予後分類別でも転帰別でも有意差を認めた。SSTR-1, 2, 

3は、INPC予後分類別のみで、シナプトフィジンは転帰別のみで有意差を認め

た。 
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