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研究成果の概要（和文）：Ku70、Ku80、DNA-PKcs のプロモーター領域には Sp1 結合配列が存在

し、さらに ATM、XRCC4、NBS1、MRE11など他の DNA2重鎖切断の修復に関与する遺伝子にも Sp1

結合は配列が存在することから、Sp1による共通の転写制御が示唆された。Sp1に対する siRNA

により発現を抑制するとこれらの遺伝子の発現も抑制され、細胞の放射線感受性は高められた。 
 
研究成果の概要（英文）：The protein and mRNA levels of Sp1, Ku70, Ku80, DNA-PKcs, XRCC4, 
NBS1, MRE11 and MDC1 were down regulated by the Sp1-siRNA treatment. The DSBs-repair after 
80 Gy irradiation and DNA-PK activity were suppressed by the Sp1-siRNA treatment. The 
surviving fraction after irradiation was also suppressed by the Sp1-siRNA treatment.  
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１．研究開始当初の背景 

食道癌手術標本と大腸癌手術標本を用い
て正常組織と癌組織の免疫組織染色、DNA-PK
活性測定、ウエスタンブロットを行って比較
検討した結果、① 正常組織に比べ癌組織に
おいて ATM、Ku70、Ku80、DNA-PK、転写因子
Sp1の発現量が高く、② 正常組織に比べ癌組
織で DNA-PK活性が高く、③ ATM、Ku70、Ku80、
DNA-PKcs、Sp1 の発現に正の相関関係が認め
られ、④ ATM、Ku70、Ku80、DNA-PKcsのプロ
モーター領域に Sp1 の binding site が複数
存在することを明らかにした。この結果から、
ATM、Ku70、Ku80、DNA-PKcs が転写因子 Sp1

により制御され、癌細胞で過剰発現し、癌を
放射線抵抗性に誘導しているものと考えら
れる。このため、転写因子 Sp1の蛋白質量や
活性を測定することにより放射線感受性を
予測できる可能性が考えられ、逆に Sp1の蛋
白質量や活性を制御することにより ATM、
Ku70、Ku80、DNA-PKcsの発現を介して放射線
感受性を制御できることが予想される。 
 
２．研究の目的 

本研究では、Sp1を介した DNA2重鎖切断修
復酵素の転写制御を利用して、癌組織や正常
細胞の放射線感受性を制御しようとするも
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のである。Sp1の蛋白質量/活性をあげること
ができれば、ATM や DNA-PK の蛋白質量/活性
は高められ、DNA2重鎖切断修復能が向上し正
常組織を放射線防護することができる。Sp1
の蛋白質量/活性を低下させることができれ
ば、ATMやDNA-PKの蛋白質量/活性は低下し、
DNA2 重鎖切断修復能が低下して癌組織を放
射線増感することができる。Sp1 を制御する
ことにより放射線増感することの利点とし
ては、個々の DNA2 重鎖切断修復酵素の阻害
剤を使うことに比べ多くの修復関連蛋白質
の蛋白質量を一括して低下させられる点に
ある。ATMと DNA-PKだけでなく、MDC1、XRCC1
など多くの DNA2 重鎖切断修復酵素のプロモ
ーター領域に Sp1 binding site が存在し、
Sp1 を制御することによりそれらの蛋白質量
/活性を一括して制御することができ、より
効率よく放射線増感することが可能と期待
される。 
 

３．研究の方法 

(1) siRNAによる Sp1の抑制 
 siRNAとしては、目的とした遺伝子の安定
的な抑制を目的として、ベクター型の
B-Bridge International社製の
TransSilentTM shRNA Vector Mixを利用した。 
(2) Sp1の活性化/活性抑制が ATMと DNA-PK
の活性・mRNA量・蛋白質量、放射線感受性、
細胞周期、DNA2本鎖切断修復能に及ぼす影響 
 siRNAによる Sp1の発現抑制系が確立し、
その細胞を用いて Ku70、Ku80、DNA-PKcs、ATM
の転写を real-time PCRで、蛋白質量をウエ
スタンブロットで調べた。DNA-PK活性は p53
のアミノ酸配列の一部の合成ペプチドを基
質として[γ-32P]ATPを用いて測定する。ATM
活性は活性化によりリン酸化される部位特
異的抗体により調べた。 
 
４．研究成果 
Sp1 に対する siRNA を用いて Sp1 の発現を低
下させ、その影響を検討した。Sp1 に対する
siRNAによりSp1の発現は低下し、ATM、DNA-PK
の発現も低下した。このことから、ATM と
DNA-PK の発現は Sp1 に制御されていること、
並びに、Sp1 を介して感受性制御ができるこ
とを明らかにした。さらに、培養細胞の放射
線感受性が Sp1を制御することにより高めら
れることを実験により明らかにした。通常培
養状態では DNA-PK、ATMは Sp1により転写制
御されていたが、臨床的放射線抵抗性の原因
となる G0期細胞ではSp1による転写制御が不
完全であることが新たに明らかとなった。こ
のため、G0期細胞での転写制御・増感効果を
確認する必要が新たに生じた。 contact 
inhibition が起こるマウス培養細胞を用い
て contact inhibition を G0と考えて放射線
感受性を調べた結果、G0期細胞は細胞周期を

同調しない細胞に比べ放射線抵抗性を示し
た。ATM 阻害剤がこれらの細胞の放射線感受
性に及がぼす影響を検討した。ATM 阻害剤は
G0期細胞でより強い放射線増感効果を示した。
この結果から、ATM は G0期細胞の放射線抵抗
性の維持に関与していること、ATM 阻害剤が
放射性抵抗性細胞のより選択的増感ができ
る可能性が示唆された。 
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