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研究成果の概要（和文）： 

 これまでに我々は、Bリンフォーマ細胞への放射線照射が、副刺激分子 CD80 発現を促し T細

胞への抗原提供能が増強することを明らかにした。しかし、放射線の CD80 発現誘導機序につい

ては不明な点が多い。本研究では、B リンフォーマの他に脾臓中の B 細胞や樹状細胞を用い放

射線作用について検討した。その結果、放射線照射によりすべての細胞において選択的な CD80

増強がみられた。この増強作用は核内転写因子 NF-kB 活性化を伴うもので活性化経路は細胞に

より異なることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have previously demonstrated irradiation-induced up-regulation of CD80 expression in 

B lymphoma cells such as A20-HL cells. However, the mechanism of this up-regulation is 

unknown. In this present study, we investigated whether low-dose exposure of irradiation 

induces CD80 expression in mouse splenic B cells and bone marrow cells derived dendritic 

cells (BMDC). Selective CD80 up-regulation not only in splenic B cells but also in BMDCs. 

The up-regulation of CD80 expression was accompanied with nuclear factor–kB activation 

(NF-kB). The activation-pathway in splenic B cells was dependent on the generation of 

reactive oxygen species, while that in A20-HL cells and BMDCs were not. 
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１．研究開始の背景当初 
放射線と免疫との関係については、Gerhartz
らがウサギへの放射線照射がジフテリア感
染症への抵抗性を増大させることを発見し、
これを契機に放射線の免疫能に対する影響
が検討されてきた。しかし、その作用を証明
するものは少なく不明な点が多い。 
２．研究の目的 
放射線照射が細胞内シグナル伝達系を活性
化し、アポトーシス以外にも様々な生理活性
を誘導することが知られている。そこで今回
私達は、放射線と蛋白合成阻害剤の CD80 発
現増強と放射線抵抗性を示す放射線適応応
答の成立機序を明らかし、放射線の細胞分子
レベルでの作用メカニズムを明らかにする。 
３．研究の方法 
本研究は 3年間で計画を達成する予定である。
初年度は放射線並びに蛋白合成阻害剤 CHX
処理にて CD80 発現増強がみられるマウス
B リンフォーマ A20-HL 細胞を用い、CD80
発現経路と放射線抵抗性の獲得機序に関与
する分子を特定する。2 年目は対象分子の同
定とその発現をRNAi法で抑えその働きを解
析する。3 年目は、放射線抵抗性を担う分子
に特異的な阻害剤を検索しその有用性を検
討する。研究が当初の計画に反し、B リンフ
ォーマ A20-HL 細胞でのプロテオーム解析
で有為な差がみられないことも予想し、DNA
マイクロアレイ解析も実施する。 
(平成 19 年度) 
❶ CD80 発現と放射線抵抗性獲得機構の解
析 
A) 放射線と CHX 作用に対するプロテオー
ム解析 
1 ）細胞への照射には X 線照射装置 
(MBR-1520R-3,日立製作所) を用いる。 
2) 各種シグナル分子特異的阻害剤を用い
CD80 誘導に対する抑制の有無から、シグナ 
ル伝達系に対する放射線/CHX 作用点のおお
まかな絞り込みを行う。 
3）次に細胞からの抽出試料について、２次
元電気泳動で個々のタンパク質を分離し 
マップを作製する。放射線/CHX 処理したサ
ンプル間で各スポットを比較する。 
4）同じように Western blot 法で抗リン酸化
抗体による免疫染色を行い、放射線/CHX 処 
理したサンプルで有意な増加がみられるス
ポットを検出する。 
5) 有意な変化を示したスポットはLC/MS質
量分析計(LCQ DECA)で測定し、分子の特定

や修飾レベルを分析する。 
6）同時に最近整備されてきた２次元電気泳
動マップから、直接に蛋白同定が行えるイン
ターネットデータベースサービス (Swiss 
Institute of Bioinformatics: ExPASy server 
(http://expasy.nhri.org.tw/ch2d/)を利用し蛋
白性状解析を行う。 
7）得られた結果から、放射線とCHXのCD80
発現経路と放射線抵抗性の獲得機序を明ら
かにする。 
(平成 20 年度以降) 
❷放射線抵抗性に関与する抗アポトーシス
分子の同定とその性状解析 
1)プロテオーム解析で 特定された標的分子
に対する特異抗体を作製し、免疫沈降法で標
的分子を抽出し LC/MS 質量分析計にて性状
や会合する分子の有無を解析する。 
2) 次に、RNAi 法にて特定された蛋白発現を
抑えた細胞を作製し、放射線に対する抵抗性
を発現するメカニズムを検討する。尚、以下
の全ての遺伝子実験は候補が特定された段
階で、東邦大学遺伝子組換え実験安全委員会
に申請し許可を得て実験に着手する。 
❸放射線抵抗性に関与する分子の発現を制
御する核内転写因子の解析を行なう。転写因
子の同定と活性化機序の解析 
 特定された核内転写因子に対する特異抗
体にて免疫沈降を行い、LC/MS 解析にて転
写因子の同定と会合する分子の有無から転
写因子の活性化機序を分析する。 
❹転写因子の同定と活性化機序の解析 
 特定された核内転写因子に対する特異抗
体にて免疫沈降を行い、LC/MS 解析にて転
写因子の同定と会合する分子の有無から転
写因子の活性化機序を分析する。 
❺ 放射線/蛋白合成阻害剤 CHX 作用に対す
るマイクロアレイによる解析 
1) プロテオーム解析と同様に処理した細胞
から mRNA を精製する。 
2) 測定には、マウス由来免疫関連遺伝子の
cDNA断片DNAマイクロアレイ Affymetrix 
社(U74A-DNA)または kaken geneqs 社の
DNA チップを用いる。 
3) 精製したサンプルを cy5 と cy3 で標識し
て DNA チップに用い、ハイブリダイゼーシ 
ョン、洗浄後、DNA チップはアレイスキャ
ナー(FUJI FILM ,FLA-8000)で測定を行う。 
遺伝子発現の有意差は、シグナル比が対照に
比較して 2 または 0.5 以下とする。 
❻定量 RT-PCR 解析 



1）検索対象は先の 2 次元電気泳動マップの
データベース解析結果から、その発現増強が
推測されるものについて行う。 
2）放射線/CHX 処理後 mRNA 発現が誘導さ
れる 1 時間から 6 時間の処理細胞から常法に
従い total RNA を抽出する。 
3)目的遺伝子のプライマーを合成し、
RT-PCR にて得られた結果を比較対照サンプ
ルとの比を求め相対値として算出する。 
4）先のマイクロアレイ解析結果を含め放射
線抵抗性に関与する分子を特定する。 
 尚、実験計画❺と❻についてはプロテオー
ム解析実験の補足実験計画である。 
❼放射線抵抗性を阻害する薬剤検索とその
有用性の評価検討 
1）阻害剤は、特定された抗アポトーシス分
子に特異的なものとその発現を担う転写子
に特異的なものを論文検索する。 
2）選定された阻害剤を放射線処理アッセ系
に添加し、その有効性を検定する。 
3）NF-κB 転写因子への影響を調べるために、
ルシフェラーゼ活性で評価する NFκB 
(Reporter stable cell line(Panomics 社)を用
い NF-κB 経路に影響する検討する。 
4）以上の結果から、NF-κB 転写因子への影
響がみられず放射線抵抗性に特異的な阻害
剤を選定する。 
5）動物実験にて阻害剤の有用性を評価する。 
❽シグナル伝達分子の細胞内動態の解析 
1）作製した特異抗体を蛍光標識し、放射線
/CHX が誘導する制御分子や会合分子の 
細胞内での動きを共焦点顕微鏡で解析する。 
 
４．研究成果 

A)放射線による CD80 発現増強作用の解析 

我々はこれまでにマウス Bリンフォーマ細胞

への放射線処理が、NF-κB活性化を介し CD80

分子などの発現を増強することを報告して

きた。そこで本研究では放射線の CD80 発現

増強機序について検討した。初めに、マウス

BリンフォーマA20-HL細胞への100Gy放射線

処理で特異的な CD80 発現増強と OVA323-339

特異的 T細胞 42-6A への抗原提示活性の増強

が観察された(Fig.1)。さらに、放射線処理

と未処理の A20-HL 細胞の混合培養にて未処

理細胞での CD80 発現が増強されていた

(Fig.2)。 

                       

                                 

                                             

                                             

                                              

                                             

                                       放

射線処理細胞から何らかの CD80 発現誘導に

繋がるサイトカイン産生が示唆されたこと

からアレイ解析を行なったところ TNF-α と

CD40L 発現が増加していた。そこでその蛋白

発現と mRNA 産生を Northern blot にて解析

したところその産生増加が認められた

(Fig.3)。 

                                         

                                         

 

 

 

 

そこで共培養での CD80 発現誘導に及ぼす影

響を調べるためにそれぞれに特異的な中和

抗体添加の影響を調べた。その結果、抗 TNFα

抗体+抗 CD40L 抗体で放射線による CD80 発現

増強が抑制された(Fig.4)。 

一方、腫瘍細胞のみならず正常細胞への放射

線作用を検討するためにマウス脾臓 B細胞と

樹状細胞への影響を検討した。初めに、マウ

ス脾臓細胞から採取した B細胞を LPS で刺激

し 8Gy の放射線を照射したところ、照射 3時

間後から CD80 発現増強がみられた(Fig.5)。

CD80以外にはCD86と CD54抗原についても増

強作用が観察された。 

 

 

 

 

 

放射線で誘導された

CD80 抗原発現は新規の

蛋白合成を伴うもので、

機能的にも OVA 抗原特

異的な T 細胞への抗原

提示機能も増強されてい

た(Fig. 6.,7 )。さらに、

サイトカイン産生に及

ぼす放射線作用を調べたところ TNF-α 産生

が誘導されていた。TNF-αの影響を調べるた

めに、培養系に抗 TNFα 抗体を投与でしたと



ころ放射線による CD80 発現が特異的に抑制

された (Fig.8)。 

 

 

 

 

 

さらに、マウス骨髄から培養にて得られた樹

状細胞への放射線処理でも 2〜32Gyの線量依

存性に CD80 発現への増強作用がみられた

(Fig.9)。そこで、放射線の CD80 発現増強の

シグナル経路を明らかにするために特異的

な阻害剤の影響を検討した。その結果、

A20-HL 細胞の CD80 発現増強は calcineurin

阻害剤 FK506 により完全に抑制された。これ

に対し、CD40L と TNFα 産生については部分

的 に 抑 制 し た 。 Ca2+ チ ャ ネ ル 阻 害 剤

nifedipineはCD80発現を完全に抑制したが、

CD40L 並びに TNFα 産生には影響がみられな

かった(Fig.10)。 

同様に、LPS-B 細胞の CD80 発現についても検

討 し た と こ ろ 、 活 性 酸 素 消 去 剤

N-acetyl-L-cysteine(NAC)添加により完全

に抑制された。これに対し、A20-HL 並びに樹

状細胞の CD80 発現は影響を受けなかった。

しかしながら、細胞種は異なっても放射線に

よる CD80 発現増強は、NF-kB 転写因子の阻害

剤により完全に抑制された(Fig.11)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) サイクロヘキシミド(CHX)の CD80 発現増

強作用の解析 

 ある種の蛋白合成阻害剤や抗癌剤の中に

は、低濃度条件下で核内転写因子を活性化し

分子の発現を高めることが報告されている。

蛋白合成過程の翻訳段階を特異的に阻害す

る CHX が、マウスリンフォーマ A20—HL 細胞

の CD80 発現を増強することを発見した。そ

こで本研究では CHX による CD80 発現増強の

作用機序を検討した。初めに、A20-HL を様々

な濃度条件で CHXで処理しフローサイトメト

リーにて CD80 発現を測定した。その結果、

CHX1.25μM で処理した時に CD80 発現が明ら

かに増強されていた(Fig.12)。ゲルシフトア

ッセイにて CD80 発現に関与する NF-kB 転写

因子を調べたところ、CHX 処理にてその活性

が増強されていた(Fig13). さらに、CHX の 

 

                   

                   

                   

                   

                   

                   

                     

CD80 誘導のシグナル

経路を明らかにするために特異的なシグナ

ル伝達系阻害剤添加の影響を検討した。

Tyrosine kinase 阻害剤 Genistein は無効果

であったが Herbimycin は強力に CD80 発現を

抑制した。Protein kinase の GF109203X、

Phospholipase C 阻害剤の Neomycin そして

IP3 kinase 阻害剤の Wartmanin のいずれも影

響がみられなかった。これに対し、tyrosine 

phosphatase の Pheylasine oxide は濃度依存

性に CHX の CD80 発現作用を増強し、IkB 

kinase 阻害剤の sodium salicylate は抑制し

た(Fig.14)。Tyrosine kinase 阻害剤への感

受性が Genistein はと Herbimycin で異なっ

たことから標的となるチロシンキナーゼを

特定するために CHX処理後のチロシンリン酸

化を解析した。Fig.15 にみられるように分子

量 53-56KD 前後のチロシンキナーゼが CHX 処

理で活性化することが示唆された(Fig.15)。

そしてそのリン酸化シグナル系に Ca2+関与

が明らかになった。しかし、放射線作用と異

なり活性酸素阻害剤には影響がみられなか

った（データ未発表）。 

 



次に、CHX 作用の標的分子であるチロシンリ

ン酸化シグナル分子のの正体を明らかにす

るためにアレイ解析をおこなったところ Fyn

と Lyn に焦点が絞られる結果が得られた。そ

こでそれぞれの CHX処理後のリン酸化パター

ンを比較したところ、Fyn は緩やかにリン酸

化されていた。これに対し、Lyn は刺激 5 分

後にはリン酸化がピークに達し、30 分後には

脱リン酸化されていた(Fig.16)。B細胞の Lyn

シグナル分子は Raft に多くみられることか

ら CHX 刺激後の Raft 形成をレーザー蛍光顕

微鏡にて観察した。Fig.17 にみられるように、

CHX 処理にて A20-HL 細胞に多数の raft 形成

が検出された。 
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