
Fig. 6.

Fig. 6. Lack of role for caspase cascade and Bcl-xL in the regulation of Ras-induced

neuroblastoma cell death.(A) Ras V12-expressing pcDNA3 plasmid (0.5μg) was co-

transfected with the green fluorescent protein (GFP)-expressing plasmid (0.5μg) into

SH-SY5Y (closed bars) and GAMB (open bars) neuroblastoma cells in the presence
of 100μM zVAD-fmk (VAD100) or 150μM Boc-Asp-fmk (BAF150) (pan-caspase

inhibitors). The proportion of GFP-positive cells showing morphological degeneration
was determined 24 h after transfection. (B) SH-SY5Y and GAMB neuroblastoma cells
were treated with staurosporine (STS) in the presence of the indicated inhibitors. After
24 h, cells were stained with acridine orange to detect nuclear changes, and the

proportion of apoptotic cells (having condensed and/or fragmented nucleus) was
determined under a fluorescence microscope. (C) SH-SY5Y and GAMB
neuroblastoma cells were transfected with the Ras V12-expressing pcDNA3 plasmid

(0.5μg) plus the GFP plasmid (0.5μg), together with a control, p35-, or Bcl-xL-

expressing plasmid (0.5μg). The proportion of GFP-positive cells showing

morphological degeneration was determined 24 h after transfection as in (A). (D) SH-
SY5Y and GAMB neuroblastoma cells were transfected with the control pcDNA3

plasmid (0.5μg) plus the GFP plasmid (0.5μg), together with a control, p35-, or Bcl-

xL-expressing plasmid (0.5μg). After 24h, the transfected cells were treated with

STS, and the proportion of apoptotic cells was determined by acridine orange staining
24 h after STS treatment as in (B). In (A)-(D), the graphs indicate the percentage of
degenerating (A, C) and apoptotic (B, D) cells, and the data represent the mean +/-
standard deviation from three separate experiments.

45



Fig.6E

Fig. 6. Lack of role for caspase cascade and Bcl-xL in the regulation of Ras-
induced neuroblastoma cell death. (E) SH-SY5Y-TA-wtRas (Ras Wt) cells
were cultured in the absence of tetracycline for 5 days in the presence of the
indicated concentrations of zVAD-fink (zVAD), and the proportion of dead
cells was determined by the dye exclusion method. The graph indicates the

percentage of dead cells normalized to the vehicle control, and the data
represent the mean +/- standard deviation from three separate experiments.
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Fig.6F

Fig. 6. Lack of role for caspase cascade and Bcl-xL in the regulation of Ras-
induced neuroblastoma cell death. (F) Cell lysates were prepared from SH-

SY5Y-TA-wtRas cells cultured in the presence or absence of tetracycline for
the indicated periods. As a control for caspase-dependent poly(ADP-ribose)

polymerase (PARP) processing, cell lysates were prepared from GAMB cells
either treated with STS in the presence or absence of the pan-caspase
inhibitor zAsp-CH2-DCB (zAsp) or left untreated for 2 days. The cell lysates
were subjected to immunoblot analysis using anti-PARP antibody.
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Fig.7

Fig. 7. Lack of cytochrome c redistribution in neuroblastoma cells undergoing Ras-

induced death.

The neuroblastoma cells seeded on the glass coverslips were transfected with the

Ras Vl2-expressing pcDNA3 plasmid (05μg) together with the GFP plasmid (0.5

μg). On the next day after transfection, the cells were fixed in phosphate-buffered

saline with 4% paraformaldehyde, permeabilized, and incubated with an anti-
cytochrome c mouse monoclonal antibody (clone 6H2 .B4). The cells were then
incubated with Texas Red-conjugated anti-mouse IgG secondary antibody.
Identical fields were photographed under a fluorescence microscope with filters
appropriate for visualization of transfected cells (GFP) and cytochrome c
immunostaining (cyto c). The double arrows indicate transfected cells undergoing
degeneration. The single arrows indicate STS-treated cells undergoing apoptosis,
which serve as a positive control for cytosolic distribution of cytochrome c.
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Fig.8A

Fig. 8. Augmentation of Ras-induced neuroblastoma cell death through
the activation of the TrkA signaling pathway. (A) The green fluorescent
protein(GFP)-expressing plasmid (0.5μg) was co-transfected with the

TfkA-expressing or the control plasmid (0.5μg) into SH-SY5Y

neuroblastoma cells. The cells were treated 6 h after transfection with the
indicated concentrations of nerve growth factor (NGF) for 1 day, and then
GFP-positive cells with neurites (cellular processes longer than two cell-
body lengths or longer than one cell-body length with a growth cone)
were scored. The results (mean +/- standard deviation) are from four
separate transfection experiments.
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Fig.8

B

C

Fig. 8. Augmentation of Ras-induced neuroblastoma cell death through

the activation of the TrkA signaling pathway. (B and C) The GFP

plasmid (0.5μg) was co-transfected with the indicated amounts of the

wt-Ras-expressing pcDNA3 plasmid with or without the TrkA-

expressing plasmid (0.5μg) into SH-SY5Y cells. The total amount of

transfected plasmid DNAs was kept constant by adding empty vector

plasmids. The cells were treated 6 h after transfection with or without
NGF (100 ng/ml) for 1 day, and then GFP-positive cells showing
morphological degeneration were scored (B), or cell lysates were
subjected to immunoblot analysis using anti-H-Ras antibody to monitor
the expression level of wt-Ras (C). In (B), the results (mean +/-
standard deviation) are from three separate transfection experiments.
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4. 考 察

神 経芽腫 は非常 に幅広 い臨床 像 ・生物学 的性 質 をもった腫瘍で あ り、経過観察

のみで 自然退縮 によ り治癒す る非常 に予後 良好な一群が ある一方で積極的な治

療 に も抵抗性 を示 す予後 不 良群 も存在 す る (Brodeur, 1995)。 神経芽腫 ではそ の

予 後 とよ く相 関す る分子 マーカーが 明 らかにされてお り、代表 的な もの と して

はH-Ras、TrkA、N-Mycな どが知 られて いる (Brodeur et al., 1984; Seeger et al., 1985;

Tanaka et al., 1991, 1998; Nakagawara et al., 1993)。H-RasやTrkAの 高発現は良好

な 予後 と相関 してお り、N-Mycの 高発現 は不 良な予後 と相 関 しているが、 これ

らの分子 マー カー の発現が単な る随伴現 象で あるのか、それ ともこれ らの分子

マ ーカー の発 現 自体 が腫 瘍細胞や 生体 に対 して積極 的に何 らか の生物学 的な影

響 を及 ぼ しそ の結果 として疾患 の予後 と相 関が見 られ るのか につ いて はよ くわ

か って いな い。N-Mycに つ いては トランスジェニ ックマウス を用 いた実験 か ら

そ の高発現が神経芽腫 の発 生に寄与 しうる ことが報告 されて いるが (Weiss et al.,

1997)、H-Ras、TrkAに ついては良好 な予後 との因果 関係 につ いては不明で あっ

た。そ こで本研究 においてはRas蛋 白質 の高発現 が神経芽腫腫瘍 細胞 に与 える

生物学的影 響 につ いて検討 を行 った。

まず免疫組織化学 的手法 を用 いた腫瘍組織 の解析結果か らRasを 高発現す る

腫瘍細 胞が変性 を起 こして いる ことが明 らか になった。 しか しなが ら変性 細胞

はアポ トー シス の最 も重要 な形態学 的特徴 である核 の濃縮像 を示 さず、TUNEL

陰性でカスパーゼ ・カスケー ドの活性化 も確認で きなか った。従 ってRasを 高
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発現 す る細胞 は アポ トー シス とは異な った細胞死 を起 こしている ことが示唆 さ

れた 。さ らに腫 瘍検体 を用 いた電子 顕微鏡観察 の結果、変性細胞 はnon-apoptotic

な プ ログ ラム細胞死のひ とつであるautophagic degeneration (Schweichel & Merker,

1973; Clarke, 1990; Zakeri et al., 1995; Kitanaka & Kuchino, 1999) の特徴 を有 して い

る ことが判明 した。 これ らin vivoの 解析結果 はRasの 発現 とnon-apoptoticな 細

胞死 の問に密接 な 関係が ある ことを示 して いる。そ こで次 にRasの 発現 とnon-

apoptoticな 細 胞死 との間の因果関係 を培養 神経芽腫細胞 へ の遺伝子導入実験 に

よ り検討 した。そ の結果神経芽腫細胞 内でRasを 高発現 させ る ことによって、

腫瘍 組織 で観察 された細胞死 と同 じ特徴 を もった細胞 死 を再現 できる ことが確

認 され た。以上 のin vivoな らび にin vitroの 解析結果 は、 ヒ ト神経芽腫 におい

てRas蛋 白質 の発現が 引き金 とな って腫瘍 細胞がnon-apoptoticな 細胞 死 を起 こ

して いる ことを強 く示唆 して いる。

今 回の免疫 組織化学的検討 の過程で はFig.1Cの 例 に見 られ るようにRasを

高発現す る細胞変性領域 に時 として空隙が認 め られた。 この ことはRasの 発現

によ り変性 をきた した細胞領域 が活発 に収縮 しつつ ある、す なわち少な くとも

局所的 に腫瘍 容 積 の減少 (退縮) を起 こして いる ことを意 味 して いる。そ こで

この よ うな局所 的 に見 られ る退縮傾 向 (Ras陽 性 の細胞変 性領域 の出現) が腫

瘍 全体 の退縮 に貢献す るよ うな性質 の もので あるか否 かにつ いて検討 を行 った。

自然退縮 を起 こしやす い予後 良好な神経芽腫 として はマス ・ス ク リー ニ ングに

よ り見 いだ され た症例 (mass-screening cases) がよ く知 られてお り、 これ までの報

告 によれ ば経 過観察 によって少な くともそ の約3分 の1以 上の症例が 自然退縮
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に よ り治癒 す る もの と考 え られ る (Yamamoto et al., 1998: Nishihira et al., 2000)。

一 方 積 極 的 治 療 を行 って も予 後 不 良 で 自然 退 縮 が期 待 で き な い 症 例 群 と して は、

臨 床 症 状 を もっ て発 症 しINSS stage 3, 4に 診 断 され た1才 以 上 の 症例(clinically-

detected cases) が あ げ られ る。 この 両 者 にお いてRas陽 性 の細 胞 変 性 領 域 の 出現

頻 度 を 比 較 した と ころ 、clinically-detected casesよ りもmass-screening casesで 明

らか に高 頻 度 に 出現 が認 め られ 、神 経 芽 腫 の 自然 退 縮 傾 向 とRasに よ る細 胞 変

性 の 間 に は っ き り と した 相 関が あ る ことが わ か った 。 この結 果 は 必ず し も他 の

メ カ ニ ズ ム の 存 在 を 否 定 す る もの で は な いが 、Rasの 発 現 に よ っ て誘 導 され る

神 経 芽腫 のnon-apoptoticな プ ロ グ ラム 細 胞 死 が 自然退 縮 の過 程 で 重 要 な役 割 を

果 た して い る 可 能 性 を示 唆 して い る。 また 、 この よ うな考 え方 は これ まで 神 経

芽 腫 の 自然 退 縮 の メ カ ニ ズ ム と して プ ロ グ ラム 細 胞 死 の 関与 が唱 え られ て き た

に もか か わ らず 、 ア ポ トー シス と 自然 退 縮 の 間 に は っ き り と した相 関 を見 い だ

し得 な か っ た従 来 の観 察 結 果 (Ikeda et al., 1995; Koizumi et al., 1995; Tonini et al.,

1997) をよ く説 明す る もの で あ る 。 さ らに化 学 療 法後 に摘 出 した神 経 芽 腫 の腫 瘍

検 体 に対 す る 電 子 顕 微 鏡 解 析 の 結果autophagic degenerationの 特 徴 を示 す 変 性 像

が 顕 著 に認 め られ た こ とか ら (Kodet, 1998)、Rasは 単 独 で は 自然 退 縮 には不 十

分 な 程 度 の 発 現 レベ ル で も抗 癌 剤 に よ るnon-apoptoticな 細 胞 死 誘 導 を促進 す る

こ とに よ り予 後 の 改 善 に貢 献 して い る可 能 性 が 推 測 され る 。 尚 、 本 研 究 は細 胞

死 に焦 点 を絞 っ て行 っ た が 、 腫 瘍 組 織 中 で 神 経 節 細 胞 へ の分 化 を示 す腫 瘍 細胞

が 低 レベル で は あ る がRasを 発 現 して い る こ とを免疫 染 色 の検 討過 程 にお い て

認 め た 。Rasが 神 経 分 化 誘 導 に 関わ っ て い る こ と は以 前 よ りよ く知 られ て い る
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ことか ら (Bar-Sagi, 1989)、 低 レベル のRasの 発現 は分化 誘導 を介 して 良好な予

後 に貢献 して いる可能性 も考 え られ る。

今 回の研 究によ り神経芽腫 細胞 にRasの 発現 が誘導 され るとnon-apoptoticな

細胞死 が引き起 こされ る ことが明 らか とな ったが 、それではRas蛋 白質 の発現

が どのよ うな機序 で誘導 されて くるのか、 とい う点 については現在 の ところ全

くわか って いな い。Rasの 発現部位 と神経 芽腫の分葉構造 との間 に一定 の関係

がみ られ なか った ことか ら、血 流状態 を含 めた環境 因子 が主要因 とは考 えに く

く、む しろ遺 伝子的 に規 定 され たプ ログ ラムによ り制御 されてい る可能性が推

測 され る。神経 芽腫 は神経堤 に由来す る腫瘍で あ り同 じく神経堤 に 由来す る副

腎髄 質細胞や交感神経節細胞 はRas蛋 白質 を発現 している ことか ら (Furth et al.,

1987; Garin-Chesa et al., 1987)、 腫瘍化 の過程で抑制されて いた発現 プ ログラム

が解放 され ることによ りRasの 発現 が亢進 して くるのか も知れない。神経芽腫

は一 つの腫瘍 の中で も多彩 な病 理組織像 が見 られ る ことか らも推察 され るよ う

に、多 くのsubpopulationか らな るheterogeneousな 腫瘍 と考 え られ る。従 って

最終 的 に自然退縮す る腫瘍 で は、時間的なずれ はあ るものの、時 間の経過 とと

もにRasを 発現 す るsubpopulationが 増加 し大勢 を占めるようになる もの と考 え

られ る。一方最終的 に退縮 をしな い腫瘍で は、仮 にRasを 発現す るsubpopulation

が存在 して局所的な退縮 が起 きて もRasを 発現 しないsubpopulationが 選択的 に

増殖 して大勢 を占めるよ うになってゆ くもの と考 え られる。 またRas蛋 白質 の

発現制 御 については分子 レベル での知見 も乏 しいが、N-mycの 場合 と異な りH-

ras遺 伝子 には増幅 は見 られ ない ことか ら (Tanaka et al., 1991)、 遺伝子 の転写 レ
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ベ ル あるいはそ れ以降 の翻訳 ない し翻 訳後修飾 の レベルで制御 されてい ると考

え られ る。興味深い ことにN-Mycの 発現 とH-Rasの 発現 との間 には負 の相関

関係 が報 告され てお り (Nakada et al., 1993)、N-MycがH-Ras蛋 白質 の発現抑制

に関わ っている可能性 も考 え られ る。今後神経芽腫 におけるRas蛋 白質の発現

調節機構 を明 らか にす る ことがで きれ ば、Rasの 発現誘導 を介 した神経芽腫 に

対 す る新たな治療法 の開発 が期待 で きる。

本研 究 はまた、神経 芽腫 の 自然退縮 に関わ るメカニズムの理解 に進 歩 をもた

らす のみな らず 、 ヒ ト疾患 とプ ログラム細胞死 の関係 を考 える上 で重要 な発 想

の転換点 を与 え るものであ る。本研 究 の結果 はアポ トー シス とは異な るプログ

ラム細胞 死が ヒ トの生体 内で重 要 な役割 を果た して いることを明 らか に示 して

お り、従 って これ までの 「プ ログラム細胞 死すなわち アポ トー シス」 とす る画

一 的な考 え方は修正 を免れな い ことを意味 して いる。 事実、 今 回検 討 を行 った

神経芽 腫 の 自然退 縮 につ いて も 「アポ トー シス」 とい う観点 のみか らのアプ ロ

ー チで は うま く理解 で きなか った現象が、 「アポ トー シス とは異な ったプ ログ

ラム細 胞死」 とい う観点 を導入す る ことによ って退縮 のメカニズム を容 易に理

解 で き るよ うになった。従 って今後 「プ ログ ラム細胞 死の多様 性」の概念 を常

に念頭 に置 く ことによ り、 これ までアポ トー シスでは うまく説明 し得なか った

生理 的あ るいは病的状態 でお きて いる細胞死 の理解 にブ レー クスルーが期待 さ

れ る。例 えばアル ツハイ マー病 、パ ーキ ンソ ン病 、ハ ンチ ン トン病 な どの神経

変 性疾患 でお きて いる細胞死 は これ まで アポ トー シス と考 え られて きたが、最

近 になって実際 に患者神経組織 でお きて いる細胞死はautophagic degenerationの
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よ うな アポ トー シス とは異なった細胞死 で ある ことが認識 され るよ うにな って

きた (Anglade et al., 1997; Kegel et al., 2000; Nixon et al., 2000; Turmaine et al., 2000;

Jellinger, 2001)。 今後アポ トー シス以外 のプ ログラム細胞死 の制御メカニズムが

解 明され る ことによ り、 こういっ た疾患 の治療法 開発 に新 たな手がか りが得 ら

れ る ことも期待 され る。 また 、が んの治 療 にお いて はがん細胞 の もつアポ トー

シス抵抗 性が治 療抵 抗性 を与 え る もの として問題 となって いるが 、アポ トー シ

ス とは異な る 自殺機 構 をが ん細胞 が もっていれ ばそ のプ ログラム を活性化す る

こ とによ り効 率 よくがん細胞 を殺 傷す る ことが期待 で きる。 このように医学的

な見地 か らも、今後 のプログラム細胞 死研究 は アポ トー シス以外 のプログラム

細 胞死 に も目を向 けて疾患 にお け るその役割 と制御 機構の解明 に力を注 ぐこと

が肝 要で ある と考 え られ る。
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5. ま と め

本研 究 では神経芽腫 の 自然退縮 に関わる プログ ラム 細胞死 の性質な らび にそ の

制御 因子 につ いて検討 を行 った。そ の結果、神経芽腫 の予後良好因子で あるRas

の発現部 位 に一致 して腫瘍組織 内 (in vivo) でnon-apoptoticな 細胞死 (autophagic

degeneration) が起 きて いる ことを見 いだ した。 またin vitroの 実験 にお いてRas

の発現 が神経芽腫細胞 にautophagic degenerationの 特徴 を示すnon-apoptoticな 細

胞死 を誘導す る ことを実証 した。 これ らの結果は神経芽腫で はRas蛋 白質の発

現が原 因 とな ってnon-apoptoticな プログラム細胞死がおきている ことを示す も

ので ある。 またRasの 発現 を伴 ったnon-apoptoticな 変性腫瘍細胞か らなる領域

は 自然退縮 を起 こしやす く予後 良好な神経芽腫 の一群で高頻度 に認 め られ る こ

とか ら、 このよ うな細胞死 が神経 芽腫 の 自然退縮 に貢献 して いる可能性が強 く

示 唆 され た。 これ まで神経芽腫 の 自然 退縮の メカニズム はアポ トー シスでは十

分 に説 明で きず 長 らく謎 とされて きたが、今 回 の研究 結果 はその メカニズムの

理解 に新 たな展 開 をもた らす もので ある。 さ らに今 回の研 究結果 はヒ ト生体 内

で も 「アポ トー シス とは異なった プ ログ ラム細胞死」 が機能 して いる ことを初

めて示す ものであ り、が んをは じめ としてプ ログラム細胞死の制御異常が原因

となって いる種 々の疾患 に対す る理解 あ るいは治療法 の開発 にお いて新たな視

点 を もた らす もの と期待 され る。
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