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と抗生物質ペニシリン及びソトレプトマ

イシンを含む PRMI-1640培地で、３７℃、

５％CO2 インキュベーター内で培養し

た。スフェア形成能のアッセイ系には、

２０ng/ml 上皮成長因子（EGF）、１０

ng/ml.塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF)

及び B27添加物を含む DMEM/F-12培地

を用い、NB39-nu細胞及び SHSY-5Y細胞

を低細胞結合プレート中で培養した。

ALK阻害剤には、Crizotinib、CH5424802

及び TAE684 を用い、様々な濃度で神経

芽腫由来の細胞を処理した。一方、p53

活性化剤には、Nutlin-3aを用い、単剤あ

るいは ALK 阻害剤と併用で細胞を処理

した。細胞生存率の測定には、WST-8を

ベースとした Cell counting kitを用いた。 

（倫理面への配慮） 

 臨床由来の検体を使用しておらず、該

当しない。 

 

Ｃ．研究結果 

 ALK 遺伝子の遺伝子増幅を持つ神経

芽腫 NB39-nu細胞において、p53活性化

剤 Nutlin-3aが ALK阻害剤に対する薬剤

耐性を軽減させるか調べた。その結果、

ALK阻害剤やp53活性化剤単剤と比較し

て、併用処理が NB39-nu 細胞の ALK 阻

害剤耐性を著しく減弱させることがわか

った。また、ALK遺伝子の活性化変異を

持つ神経芽腫 SHSY-5Y細胞においても、

同様な結果を得た。次に、がん幹細胞様

形質の特徴としてスフェア形成能の有無

が用いられている。そこで、上記神経芽

腫由来の細胞におけるスフェア形成能の

実験系の構築を試みた。様々な培養条件

を用いて検討したところ、２０ng/ml 上

皮成長因子（EGF）、１０ng/ml塩基性線

維芽細胞増殖因子（bFGF）、及び B27添

加物の存在下、 NB39-nu 細胞及び

SHSY-5Y 細胞共にスフェア形成能を示

した。そのスフェア形成のアッセイ系を

用いて、がん幹細胞様形質を持つ細胞塊

を形成させ、ALK 阻害剤耐性における

p53 活性化剤の影響について調べた。２

次元平面培養の時と同様、この実験系を

用いた解析からも p53 活性化剤が ALK

阻害剤耐性を軽減させるのに有効である

ことがわかった。 

 

Ｄ．考察 

 本研究において、p53 活性化剤である

Nutlin-3aがALK陽性神経芽腫のALK阻

害剤耐性を軽減させることがわかった。

特にがん幹細胞様性質を持つ神経芽腫に

対しても ALK 阻害剤と p53 活性化剤の

併用が相乗効果を示し、ALK陽性神経芽

腫に対してきわめて有効であることが示

唆された。しかしながら、ALK陽性神経

芽腫において p53経路がどのようにして 

不活化しているのか、併用処理がなぜ有

効なのかについての分子メカニズムや神

経芽腫における ALK 阻害剤耐性の分子

メカニズム等理解に乏しく、今後の解析

が必要であろう。 

 

Ｅ．結論 



 

 以上の結果、p53 活性化は、がん幹細

胞様性質を持つ ALK 陽性神経芽腫の

ALK 阻害剤耐性を軽減させ、ALK 阻害

剤と p53 活性化剤の併用が ALK 陽性神

経芽腫に対し、きわめて有効的な治療法

になり得ることが期待できる結果を導き

出した。 
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