
Japanese Society of Pediatric Hematology/Oncology

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pediatrio 　Hematology ／Onoology

240Pl −15 240P1 −16

神 経芽 腫細 胞 株 で の グ ル タ ミ ン 枯 渇 は細 胞 内 グ ル タチ オ ン 低

下 を介 し細胞 増殖 を抑 制 し L−PAM 感受 性 を 増 強す る

p63 ：神経 芽腫 が ん 幹細胞 マ ーカーと して の 可 能性 に つ い て
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〈 背 景 〉 グ ル タ ミ ン は グ ル タ チ オ ン （GSH ）生 合 成 に 必 要

な ア ミノ 酸 で あ り、神 経 芽 腫 細 胞 に お い て 細 胞 内 GSH 量

は 培 養 上清 中の グ ル タ ミ ン 濃 度 に依 存 す る と報 告 さ れ て い

る。GSH は 細 胞 内 の 主 要 な 抗 酸 化 分 了
．
で あ り、buthionine

su ］foximineを用 い た GSH 合 成 阻害 は神 経芽 腫 に 酸 化 ス トレ

ス に よ る 細胞 死 を誘 導 す る。今 回 我 々 は 神経 芽腫 細 胞 株 を 用

い て グ ル タ ミ ン 枯 渇 に よ る細 胞 内 GSH 濃 度、酸化 ス トレ ス

や 薬剤 感受性 へ の 影 響 に つ き検 討 した、，
〈 方 法 〉 神 経 芽 腫 細 胞 培 養 株 （SMS −KCNR ，　SMS −KANR ，
SMS −LHN ）を 異 な る 濃 度 の グ ル タ ミ ン （2　mM 、0，2　mM 、
OmM ）を含む 培 地 に て 、低酸 素下 〔50f．　OD また は 通 常 濃度 の

酸 素 下 〔20％ 02）で 培 養 し た．細 胞 の 増 殖速 度、薬 剤 感受性

は MTT 　assay を 用 い て 検 討 した。細 胞 内 GSH 濃 度 は DlrNB −

GSSG 　redu 。tase法 に よ り測 定 した。細胞 内活性 酸素 〔ROS ｝は

フ ロ ーサ イ トメ トリ
ー

に よ り測 定 した、，
＜結 果 ＞ 2mM と比較 して 低 グ ル タ ミ ン 濃度下 に お ける 細胞

内 GSH 濃度 は 、い ず れ の 細 胞 に お い て も 02mM に お い て

74．3 〜．91．4％ 、OmM に お い て 672 〜72．0％ に 低 下 し、低グ

ル タ ミ ン 濃 度 下 で は よ り細 胞 内 ROS が 蓄 積 す る 傾 向 に あ っ

た。また、い ず れ の 細 胞株 にお い て も低 グ ル タ ミ ン 濃 度 下 で

増 殖抑 制 が み ら れ た。SMS −KCNR で は 培 養 開始 か ら 7 日 目

の 牛 細 胞数 は コ ン トロ ール （2mM グ ル タ ミ ン ） に対 し、グ

ル ダ ミ ン 0、2mM 下 で 5S．2％ （P く O．Ol）、グ ル タ ミ ン  ．2mM
＋ lmM 　GSH 存 在下 で 67．0％ で あ っ た。低酸 素下 で は 、グ ル

タ ミ ン O．2mM 下 で の 生 細胞 数 が コ ン トロ
ー

ル の 77．3％ で あ

り、グ ル タ ミ ン 濃 度 に よ る 細 胞増 殖 へ の 影響 が 少 なか っ た。
い ずれ の 細胞 株 にお い て も L−PAM の 殺細 胞効果 は 低 グ ル タ

ミ ン 濃度下 で 増 強 した。低 グル タ ミ ン 濃度 卜
．
にお い て も、培

地へ の GSH 添加 に よ り L−PAM の 殺細 胞効果 は低下 した，
〈 結 論 〉 環 境 中の グ ル タ ミ ン 濃 度低 下 は 神 経 芽腫 細 胞 内 の

GSH 濃 度 減少 を 介 して 細 胞 増殖 速 度 を 低 下 さ せ、　 L −PAM に

対す る薬 剤感受性 を増 強す る

【背 景 と 目 的：近年、固 形腫 瘍 の 再 発
・転 移 に が ん 幹細 胞 が

深 く関 わ っ て い る こ と が 推 測 さ れ て い る。Biedler ら は 、ヒ

ト神経芽 腫細胞 株 が 多分化 能 を有す る こ とに 着 目 し、複 数の

同
一

親株 か ら、neuroblastic （N −type ）、　 substrate −adherent （S−typc）
お よび intenmediate（1−type）の 3 種 を分 離、樹 立 した。1・typc
の 細 胞 は、マ ウ ス 移 植 時 の 造 腫 瘍 能 が 高 く、分 化 能 を 示す こ

と か ら、が ん 幹 細胞 の 性 質 を持 つ と推 測 され る．こ れ ま で に

我 々 は 1−type細 胞 に 特異 的 な 遺伝 子 を 6 種 同定 した。そ の 中

か ら、ρ53 が ん 抑制 遺伝 子 の フ ァ ミ リ
ー

で あ る p63 に つ い て

興味 あ る 知見 を 得 た の で 報 告す る 。

【方 法 と結 果】p63 は、2種 類 の 細 胞株 系統 に お い て 1−type細
胞 特異 的 に 発 現 して い た 。 1−type 細胞 に 発 現 す る 遺伝 子 は、
が ん 幹 細胞 の マ

ーカ ーと して の 可能性 を持つ こ とか ら、神経

芽腫細胞株 お よ び 初 代培 養 細胞 を用 い て p63 の 解 析 を行 っ

た。神 経 芽 腫 細 胞株 に お け る
ρ63 の 発現量 は 非常 に微量 で

あ り、1 −type 以外の 細胞で の 検出は 困難 で あ っ た。　RT −PCR
の 結 果、N−typeや S−type で 発 現 が 検 出 で き な い こ とか ら、
1−type か ら分化 す る こ と に よ り、発現 が 減少 す る こ とが 示 唆

され た。神 経 芽腫 が ん 幹 細胞 と p63 発 現 の 間 に機 能 的意 義

が あ る か ど うか 明 ら か に す る た め に、p63の N 末端 ア イ ソ

フ ォ
ー

ム で ある TAp63 （転写 活性化 ドメ イン を有 し、が ん 抑

制 遺伝 子 的 機 能 ）、凸 Np63 〔転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 欠 如 し、
オ ン コ ジ

ー
ン 的機 能 ） を特異 的 に 認識 す る抗 体 を作 成 した ，

そ の 抗体 を用 い た ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結果、細 胞 に

発現 させ た ］匚Ap63 は 細胞 質 と核 に、△ Np63 は 核 に検 出 され

た。こ れ ら の 抗体 を用 い て 神経芽腫の 初代培養の 免 疫染色 を

行 っ た 結 果、．一
部 の 細胞 で TAp63 は 細胞 質、△ Np63 は核 に

お い て シ グ ナ ル を検 出 した．こ の 結 果 は、ウエ ス タ ン ブ ロ ッ

テ ィ ン グ の 結 果 と お お む ね合致 して い た ．また、初 代培養 で

の p63 の 発現 は 、ス テ
ー

ジ 4 の 神経 芽腫 に お い て 低 fして い

る傾 向が 見 ら れた 。
【考 察】p63 は、　p．S−3 フ ァ ミ リ

ー遺 伝子 （p53、p63 、ρ刀 ） の

中 で も最 も分 子進 化 が 占 く、すで に 、p63 は正 常 上 E の 幹細

胞 マ
ー

カ
ー

で あ る こ とが 知 ら れ て い る。今阿 の 我 々 の 結果 は、
p63 が 神 経 芽腫 の が ん 幹細 胞 マ ーカーと な り得 る ）T」

．
能性 を示

唆す る もの で あ っ た。
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