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【目的】

神経線維腫 症に合併 した悪性末梢 神経鞘腫(MPNST)の 男児例を経験 した.本 腫瘍は従来の治療に抵抗

性の難治腫瘍であり,plate】et-derivedgrowthfactorreceptor(PDGFR)を 発現 していることから,そ の抑

制作用を持つイマチニプ(STI)を 用いた新規治療の可能性が示唆される,そ こで,MPNST細 胞株3種 を用

いてSTIのinvitroに おける作用について検討した,

【方法】

MPNST細 胞株3種(YST-1,PSS,Sch-2)を 用いた,STI処 理後,cellviabilityをMTT法 で検討した.

Autophagyの 検 出は,電 子 顕微鏡,ウ ェスタンブロット法によるLC3B-1か ら一IIへの シフトおよびacidic

vesicularorganelles(AVO)の 発現により検討した.ま た,autophagy系 路を種々の薬剤やsiRNAに より阻

害 し,そ の影響を検討した.

【結果】

細胞株3種 はPDGFRを 発現 し,YST-1株 はSTIへ の感受性 が高かったが,Sch-2株 は耐性だった,

YST-1株 では,STI処 理でapoptosisが 誘導 されたが,zVAD・fmkの 存在下でその抑制効果は阻害されず,

非apoptosis細 胞障害機序の関与が示唆された,STI処 理によりMPNST3株 にautophagyが 誘導された.

Autophagy誘 導の初期に影響する3-methyladenineやsiRNAに よるbeclin-1発 現抑制により,STIに よる細

胞障害性 は阻害され,STIの 細胞障害にautophagyの 誘導が必要 と考えられた,次 に,autophagosome形 成

に関わるLC3Bの 発現抑制やlysosome阻 害剤(bafilomycinAl,BFA)の 併用で,STI単 独で感受性の低

いPSSやSch-2株 でも細胞障害が増強された.特 に,YST-1株 ではBFAの 併用でapoptosisが 増強した,
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨

本研究は、悪性末梢神経鞘腫(MPNST)の 細胞株を用いて、オー トファジーを適切に抑制する

ことによりイマチニブによる細胞死を増強することを検討したものである。

MPNSTは 化 学 療法 や 放 射線 療 法 とい った従 来 の治 療 に抵 抗性 の 難治 腫 瘍 で あ り、

platelet-derivedgrowthfactorreceptor(PDGFR)を 発現 していることから、その抑制作用 を持

つイマチニプを用いた新規治療の可能性が示唆 された。そこで、3種 のMPNST細 胞株 を用いて 血

vitroにおけるイマチニブの作用について検討した。

理研細胞バ ンクより購入 した3種 のMPNST細 胞株(YST-1、PSS、Sch・2)を 用いて、イマチ

ニブ処理後のcellviabilityをMTT法 で検討 した。

3種 の細胞株はPDGFR・ α、-aの 両方あるいはいずれかが発現 していた。3種 の細胞株でイマチ

ニブの濃度依存性にcellviabilityの 低下を認め、YST-1株 はSTIへ の感受性が高かったが,Sch-2

株は耐性だった。アポ トー シスの誘導にっいてcytochromeCやPARP、caspaseと いった蛋白を

ウヱスタンプロット法にて検出したところ、YST-1で は時間依存性 ・濃度依存性に発現の増強 を認

めた。しかし、PSS株 、Sch・2株 では同様の所見は認められなかった。 また、汎caspase阻 害剤で

あるz・VADの 存在下でcellviabilityを 測定したところ、イマチニブによるcenviabilityの 低下

は抑制されず、MPNST細 胞株におけるイマチニブによる細胞死には非アポ トーシス細胞死の関与

が示唆された。

そこで、第2の プログラム細胞死 といわれるautophagyに 着目した。Autophagyの 検出はウェ

スタンプロット法によるLC3B-1か ら・IIへのシフ ト、p62-sequestosome1の 減少、電子顕微鏡、

およびacidicvesicularorganelles(AVO)の 発現によ り検 討した。また、autophagy系 路を種々の

薬剤やsiRNAに より阻害 し、その影響を検討した。

種々のautophagyの 検出法によ りイマチニブにより3種 のMPNST細 胞株にautophagyが 誘導

され ることが明らかになった。Autophagy誘 導の初期に影響する3-methyladenineやsiRNAに よ

るbeclin・1発現抑制により、イマチニブによる細胞障害性は抑制された。次に、autophagosome形

成に関わるLC3Bの 発現抑制やlysosome阻 害剤(bafilomycinAl)の 併用で、イマチニブ単独で

感受性の低いPSS株 やSch・2株 でも細胞障害が増強された。特に、YST・1株 ではbafilomycinの

併用でapoptosisの 増強が認められた。

Autophagy経 路の初期の段階で阻害するとイマチニブの細胞障害性が減弱 したことか ら、イマチ

ニブの細胞障害性にautophagy誘 導が重要であると考えられた。しかし、一連のautophagy経 路

の内、autophagosome形 成以降は薬剤耐性に関与 し、その過程を選択的に阻害するとイマチニプ

の細胞障害性を増強できることが明らかとなった。

今後,Bafilomycinな どの薬剤を用いて適切 にautophagyを 抑制す ることで、難治性である

MPNSTに おける新規治療の開発が期待され、本研究は非常に有意義な ものと考 えられた。


