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【背景】 
 神経芽腫は、神経堤由来の細胞が未分化な状態で悪性化した胎児性腫瘍であ

り、脳腫瘍を除く小児固形悪性腫瘍で最も高頻度に認められる。乳児期に発生

する神経芽腫の大部分は自然退縮し、予後良好だが、1 歳以降で発生する神経芽

腫は予後不良となることがある。発症年齢を含む臨床像および腫瘍組織の分子

生物学的マーカーが予後に密接に関係しており、低リスク群、中間リスク群、

高リスク群に分類され、治療方針の決定に用いられている。特に MYCN 遺伝子

の増幅は、強力な予後不良因子として知られている 1,2,3。 
 神経芽腫の高リスク群に対する標準治療は、化学療法、放射線療法、自家造

血幹細胞移植などの集学的治療法である。最近 10 年間の治療法の発展により、

自家造血幹細胞移植を併用した大量化学療法は、通常の化学療法と比べて無イ

ベント生存期間が改善することが明らかになっている。しかし、自家造血幹細

胞移植併用大量化学療法により臨床的寛解に達しても、微小の残存病変からの

再発が起こり、3 年無イベント生存期間は 31〜47%程度と依然として低いこと

が問題となっている 4,5,6。 
 近年、神経芽腫細胞において、脳由来神経栄養因子（Brain derived 
neurotrophic factor: BDNF）、トランスフォーミング増殖因子-β（Transforming 
growth factor-β: TGFβ）、神経成長因子（Nerve growth factor: NGF）などの

成長因子群によって、共通の中間キナーゼである Phosphoinositide 3 (PI3)キナ

ーゼ、AKT、Anaplastic lymphoma kinase (ALK)、Focal adhesion kinase (FAK）

を介した生存シグナル伝達経路が活性化され、その結果、神経分化や細胞増殖

に関わる下流タンパクの活性化が起こることが明らかにされている 7。その中で

も、PI3 キナーゼ/AKT 経路は原発性神経芽腫細胞および神経芽腫細胞株の増殖

に関係する主経路であることが報告されている 8,9,10,11。 
 急性骨髄性白血病（Acute promyelocytic leukemia: APL）や神経芽腫のよう

に分化障害・成熟障害が要因となって未分化な状態で悪性化した腫瘍細胞は、

分化・成熟が促されると、自律性増殖能が抑制され、細胞死を誘導することが

できる。この原理に基づいて行われる治療が分化誘導療法である 12,13。神経芽

腫細胞においてはレチノイン酸（Retinoic acid: RA）が神経分化誘導作用を示

し、同時に細胞増殖抑制が得られることが示されている 14。実際に、RA の一種

である 13-cis RA は、神経芽腫高リスク群に対する寛解導入後の維持療法として

使用されてきた。しかし、骨髄破壊的大量化学療法後に自家造血細胞移植と
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13-cis RA の併用を行っても、長期的には未分化な病変が残存するため、高リス

ク群神経芽腫の 5 年生存率は 59%と依然として低いことが指摘されている 15。

このため現在、より効果的な治療法の開発が望まれている。 
 近年、神経芽腫細胞に対して間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell: MSC）に

よる分化誘導作用が報告されている。MSC は、骨髄や脂肪組織、胎児付属組織

から単離できる多分化能を持った細胞であり、再生医療や免疫治療などの幅広

い可能性を持つ治療用細胞として期待されている 16,17。MSCの培養上清には様々

な神経栄養因子が含まれており、神経芽腫細胞を分化誘導すると報告されてい

る 18,19。 

 成熟脂肪細胞を天井培養することで調製される脱分化脂肪細胞

（Dedifferentiated fat cell: DFAT）は、MSC に類似した多能性細胞である。DFAT

は MSC と比べると、低侵襲性に採取でき、より均一な細胞を得ることができる

ため、細胞治療に用いる細胞ソースとしてはより理想的である 20。また、DFAT
から放出されるサイトカインも ASC や骨髄由来 MSC の発現プロファイルとほ

ぼ一致し、そのサイトカインには、BDNF などの神経栄養因子も含まれている

ことが報告されている 21。したがって、DFAT も MSC と同様に神経芽腫細胞に

対して分化誘導作用を示すことが示唆される。 
 
【目的】 
 MSCは、種々の神経栄養因子や成長因子を分泌し、神経芽腫細胞の神経細胞

への分化を促進することにより治療効果を示す可能性が報告されている18,19。一

方、成熟脂肪細胞に由来するMSC様細胞であるDFATが、神経芽腫細胞に対し

てこのような分化誘導作用を有するかは明らかになっていない。 
本研究では DFAT が神経芽腫細胞の神経分化や細胞増殖に対してどのような

効果を示すか検討し、その上で RA との併用や PI3 キナーゼ阻害剤との併用で

神経分化効果や細胞増殖抑制効果の向上が得られるか検討した。 
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【方法】 
培養細胞 
 ヒト神経芽腫細胞株は SK-N-SH（MYCN 非増幅株）と、NB9（MYCN 増幅

株）を実験に使用した。ヒト DFAT は日本大学医学部附属板橋病院小児外科で

行われる手術を受ける患者から 1〜2 g の皮下脂肪組織を採取し、既報 20に従い

天井培養法を用いて調製した。ヒト検体を用いた全ての実験は、日本大学医学

部附属板橋病院臨床研究審査委員会の承認を受け実施した（承認番号：

RK-160209-6）。 
 
神経芽腫細胞と DFAT の共培養実験 
 6 well plate の各 well に SK-N-SH (1x105/well)または NB9 (5x104/well)を播

種し、24 時間後に Co-culture 群と Control 群の２群に分けた（各群 3 well）。
Co-culture 群は、DFAT (1x105/well)をセルカルチャーインサート内に播種し、

神経芽腫細胞株と共培養を行った。Control 群は神経芽腫細胞のみで培養を継続

した。7 日目に神経芽腫細胞の分化能の評価として、神経突起が細胞体の２倍以

上伸長している細胞の割合と神経分化マーカーである Neurofilament (NF）お

よびβⅢtubulin (TUBβ3)の mRNA 発現量を Real-time reverse transcription 
polymerase chain reaction (Real-time RT-PCR)法にて評価した。 
 
神経芽腫細胞株に対する DFAT -conditioned medium（CM）添加実験 
 SK-N-SH または NB9 を Control 群、DFAT-CM 単独添加群、RA 単独添加

群、DFAT-CM＋RA 併用群に分けて培養を行った。神経芽腫細胞を播種した 24
時間後に DFAT-CM や RA（5 μM）を添加し、3 日目に WST-1 assay にて増

殖能を評価し、7 日目に分化能を評価した。 
 
神経芽腫細胞の増殖に対する中和抗体を用いた増殖因子阻害実験 
 NB9 を Control 群、DFAT-CM 単独添加群、中和抗体単独添加群、DFAT-CM
＋中和抗体併用群に分けて培養を行った。細胞を播種した 24 時間後に、それぞ

れ DFAT-CM や各種中和抗体（BDNF 中和抗体、TGFβ中和抗体、NGF 中和

抗体 各 10 μg/ml）を添加し、3 日目に増殖能を評価した。 
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神経芽腫細胞に対する PI3 キナーゼ阻害実験 
 NB9 を Control 群、DFAT-CM 群、LY294002 群、DFAT-CM＋LY294002 群

に分けて培養を行った。細胞を播種した 24 時間後に、それぞれ DFAT-CM や

PI3 キナーゼ阻害剤 LY294002（10μM）を添加し、3 日目に分化能と増殖能を

評価した。 
 

統計学的解析 

 定量結果は、mean±SE で表した。2 群間の比較は、Mann-Whitney U test
により有意差検定を行った。多群間の比較は、One-way analysis of variance
（ANOVA）および post hoc analysis として Turkey's multiple comparison test
により有意差検定を行った。有意水準は p<0.05 とした。 
 
【結果】 
神経芽腫細胞株と DFAT の共培養実験結果 
 NB9 および SK-N-SH 共に、Control 群と比べて共培養群で神経突起伸長細

胞の割合の増加を認め、神経分化マーカーである NF や TUBβ3 も発現量の上

昇を認めた。以上の結果より、DFAT は神経芽腫細胞に対する分化誘導作用を

有することが示された。 
 
神経芽腫細胞株に対する DFAT-CM 添加実験結果 
 NB9 では、神経突起伸長細胞の割合は、いずれの群間においても有意差を認

めなかった。神経分化マーカーの発現は、DFAT-CM＋RA 併用群では RA 単独

添加群に比べ、TUBβ3発現量の上昇を認めた。細胞増殖能は、DFAT-CM 単独

添加群ではControl群に比べ上昇を認め、DFAT-CM＋RA併用群ではDFAT-CM
単独添加群に比べ、低下を認めた。  
 SK-N-SH では、神経突起伸長細胞の割合は、RA 単独添加群と DFAT-CM＋

RA 併用群で Control 群に比べて増加していた。神経分化マーカーは、RA 単独

添加群と RA＋DFAT-CM 併用群で Control 群に比べ、NF および TUBβ3 発現

量の上昇を認めた。 細胞増殖能は、DFAT-CM 単独添加群では Control 群に比

べて上昇を認め、DFAT-CM＋RA 併用群では DFAT-CM 単独添加群に比べ、低

下を認めた。 
以上の結果より、RA に DFAT-CM を併用することで RA 単独よりも神経芽
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腫細胞株の分化誘導効果が高まる可能性が示唆された。また DFAT-CM によっ

て神経芽腫細胞の増殖能が促進するが、その増殖促進作用は RA 存在下に抑制

されることが明らかになった。 
  
神経芽腫細胞の増殖に対する中和抗体を用いた増殖因子阻害実験結果 
 NB9 において、BDNF に対する中和抗体の添加は、DFAT-CM による細胞増

殖能の増加を抑制できなかった。同様に TGFβに対する中和抗体や NGF に対

する中和抗体の添加によっても、DFAT-CM による細胞増殖能の増加を抑制でき

なかった。以上の結果より、BDNF、TGFβ、NGF の中和抗体による阻害は、

DFAT-CM による細胞増殖能促進に対して明らかな影響を及ぼさないことが示

唆された。 
 
神経芽腫細胞の分化・増殖に対する PI3 キナーゼ阻害剤の効果 
 NB９において、Control 群と比べて PI3 キナーゼ阻害剤 LY294002 添加群 は
TUBβ3 の発現量の上昇を認めた。また DFAT-CM＋LY294002 併用群は

DFAT-CM 単独添加群や LY294002 単独添加群と比べても TUBβ3 の発現量の

上昇を認めた。以上の結果より、PI3 キナーゼ阻害剤は TUBβ3 の mRNA 発現

を上昇させ、この作用はDFAT-CMとの併用により顕著となることが示された。 
細胞増殖能は、LY294002 単独添加群と DFAT-CM＋LY294002 併用群は、

Control 群や DFAT-CM 単独添加群に比べ、低下した。以上の結果より、PI3 キ

ナーゼ阻害剤は、DFAT-CM の細胞増殖促進作用に対して抑制効果を示すことが

明らかとなった。 
 
【考察】 
 本研究にて、DFAT との共培養により、神経芽腫細胞の神経突起伸長細胞の

割合が増加し、神経分化マーカーである NF と TUBβ3 の mRNA 発現量が上昇

したことから、DFATが神経芽腫に対して分化誘導効果を持つことが示された。

この神経芽腫細胞に対する分化誘導効果は、MYCN 非増幅株である SK-N-SH 
のみならず MYCN 増幅株の NB9 においても認められたことから、DFAT が悪

性度の高い MYCN 増幅株においても治療効果がある可能性が見出せた。 
 次に DFAT による分化誘導効果が DFAT から放出されている液性因子による

ものか確認し、さらに神経分化誘導因子である RA との効果比較および
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DFAT-CM と RA との併用による効果について検討した。その結果、MYCN 非

増幅株(SK-N-SH)で、DFAT-CM 単独では分化誘導作用を認めなかったが、RA
との併用で RA 単独よりも神経分化マーカーの発現量が上昇したことから、

DFAT 培養上清中の液性因子は、RA による神経芽腫細胞に対する分化誘導作用

に対し、増強効果を持つ可能性が示唆された。MYCN 増幅株(NB9)では、RA 添

加による神経突起の伸長や NF、TUBβ3 発現量の増加を認めなかったが、

DFAT-CM と RA との併用で RA 単独よりも TUBβ3 の発現量が増加した。こ

れは、RA に反応しにくい MYCN 増幅株でも RA と DFAT-CM の併用で、ある

程度分化誘導効果が得られていると考えられる。これらの結果から、臨床的に

は、RA による分化誘導療法を行う際に DFAT-CM を併用すると、より高い治療

効果が期待できる可能性がある。 
 今回、RA や DFAT-CM が神経芽腫細胞の増殖能に与える影響を検討した結果、

RA は既報 14と同様に神経芽腫細胞の増殖能を抑制することが示された。また、

DFAT-CM を加えることによって神経芽腫細胞の分化が誘導されるため、神経芽

腫細胞の増殖能は RA と同様に抑制されることが期待されたが、実際は MYCN
増幅株、非増幅株ともに神経芽腫細胞の増殖は亢進することが示された。この

結果より DFAT が放出する液性因子には、神経芽腫細胞を分化誘導させる因子

だけでなく、神経芽腫細胞の増殖を促進する増殖因子も含まれる可能性が示唆

された。そこで神経芽腫細胞の増殖に関与する増殖因子を同定するために、

BDNF、TGFβ、NGF に対する中和抗体を添加する実験を行った。しかし、こ

れらの中和抗体はいずれもDFAT-CMのNB9に対する増殖能促進を抑制する効

果は認められなかった。そこで神経芽腫細胞の増殖シグナルの中間キナーゼで

ある PI3 キナーゼ/AKT 経路を阻害する目的で PI3 キナーゼの化学阻害剤であ

る LY294002 を用いて神経芽腫細胞を DFAT-CM で培養した際の分化誘導能と

細胞増殖能を評価した。LY294002 存在下で DFAT-CM で神経芽腫細胞を培養

すると、DFAT-CM 単独で培養するよりも TUBβ3 の発現量が増加した。また、

細胞増殖能に関しては DFAT-CM による細胞増殖効果を LY294002 は抑制する

ことが示された。つまり、PI3 キナーゼ阻害環境下では、神経芽腫細胞の増殖が

抑えられつつ、DFAT-CM による神経芽腫細胞に対する分化誘導効果が効率的に

得られる可能性が示唆された。 
 本研究において、DFAT-CM は RA と併用することで RA 単独投与するよりも

神経芽腫細胞に対する高い分化誘導効果が得られること、DFAT-CM と PI3 キ
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ナーゼ阻害剤とを併用することで、神経芽腫細胞の増殖が抑制されつつ分化誘

導効果が得られることが明らかになった。これらのことから、RA や PI3 キナー

ゼ阻害剤と DFAT-CM を併用して投与することによって、神経芽腫患者の予後

を改善できる可能性が示された。 
 今後の課題として、実際に神経芽腫モデルマウスを作成し、DFAT を投与す

ることで神経芽腫に与える影響を確認し、DFAT と RA との併用で神経芽腫の分

化誘導を促進させる効果が得られるか、DFAT と PI3 キナーゼ阻害剤との併用

で神経芽腫の増殖を抑えるまたは縮小させる効果が得られるか検討する必要が

ある。 
 
【結論】 

本研究では、DFATはMYCN増幅株、MYCN非増幅株に係わらず、神経芽腫

細胞の神経分化を促進することが明らかになった。またDFATが放出する液性因

子は、RAによる神経芽腫細胞の神経分化誘導能を増強させることが明らかにな

った。一方、DFATが放出する液性因子によって、神経芽腫細胞の増殖が促進す

ることが示され、この責任経路としてPI3キナーゼ経路が重要な役割を果たすこ

とが示された。DFATは、RAやPI3キナーゼ阻害剤との併用等によって難治性神

経芽腫に対する新たな治療用ツールとなり得る可能性が示唆された。 
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