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研究成果の概要（和文）：CDKN2Aは膵癌では90%以上、乳癌では３０～４０％が変異を有するがん抑制遺伝子で
あり、放射線抵抗性の原因遺伝子でもある。本研究では、CDKN2A変異がん細胞(MCF7)に対する重粒子線の生物効
果と、細胞死誘導機構への影響を解析した。MCF7は、X線およびガンマ線照射に対して耐性があるが、重粒子線
は複雑なDNA損傷を発生させることにより、DNA損傷応答シグナルATRを高度に活性化し、p53の安定な高発現を維
持、p21の発現上昇を促進することで、アポトーシスおよびに細胞老化を誘導することを明らかにした。 これら
の結果から、CDKN2A変異がんに対する重粒子線の優位性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the biological effects of heavy ion irradiation 
on CDKN2A mutant cancer cells (MCF7), which are the causative genes of radiation resistance, and 
their effects on the mechanism of cell death induction. MCF7 is resistant to X-ray and gamma 
irradiation. On the other hand, it was clarified that heavy ion irradiation induce apoptosis and 
cellular senescence by inducing activation of the complex DNA damage response signal ATR, thereby 
maintaining a stable high expression of p53 of MCF7 and promoting increased expression of p21. 

研究分野：医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療は個別化治療が進んでいる。放射線治療にも個別の遺伝子変異に応じた照射条件を適応する治療が望ま
れている。CDKN2Aの変異率が特に高い膵癌は５年生存率が10％未満のアンメッドメディカルニーズの高い腫瘍で
あるが、重粒子線治療は治療後5年生存率が50%程度と良好な治療成績が収められている。本研究により、CDKN2A
変異がんに対する重粒子線の優位性が示され、CDKN2A変異が多い、膵癌への重粒子線適応を後押しし、さらに膵
癌に対して効果の高い量子メス開発・化学療法免疫療法との併用療法開発の基盤となると期待している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

がんの主要な治療法の一つである放射線治療はエネルギー

付与技術の改良等により、治療成績が向上しているが、これから

の放射線治療は、局所制御率に加えて副作用のさらなる低減

化・再発抑制・転移巣への効果拡大が望まれている。局所制御

率に最も影響する放射線誘導性細胞死は、ネクローシス・アポト

ーシス・細胞老化の形態に分けられ、細胞死形態は予後にも影

響することが知られてきた。例として、近年、免疫療法と放射線治

療との併用療法に対する期待が高まっているが、放射線による細

胞死形態は腫瘍免疫の活性化に大きく影響することが報告され

ている。そのため、次世代の放射線治療は細胞死形態も考慮した治療が望まれる。重粒子線治療

は、重粒子ビームの物理学的特長を用いた正常組織への侵襲が少ない放射線治療として知られ

ている。加えて、同エネルギーのＸ線・ガンマ線治療と比較して、2－3倍もの高い生物効果があり、

この高い生物効果は、DNA 損傷応答に基づくことが近年明らかにされつつある。Ｘ線・ガンマ線は、

標的細胞に DNA損傷を誘導し、DNA損傷シグナル ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated）を主に

活性化する。活性化されたATMは、p53を始めとしてさらに下流のシグナル伝達経路を活性化し、

DNA修復・アポトーシス・増殖停止・細胞老化を誘導する。一方で、重粒子線は、DNA損傷末端が

平滑のDNA二重鎖切断に加えて、局所的にDNA一重鎖切断と塩基損傷を混在した複雑なDNA

損傷（Complex DSB）を誘導する。複雑な DNA 損傷は修復の過程で、DNA 損傷末端の削り込み

（リセクション）が行われ、露出した一本鎖 DNA によって細胞周期調節因子 ATR （Ataxia 

Telangiectasia and Rad3-related protein）が高度に活性化する（図１）。そのため、重粒子線誘導性

の DNA 損傷応答は、下流シグナル伝達経路がＸ線誘導性の経路と異なり、重粒子線誘導性の細

胞死はこの DNA損傷応答に起因すると考えられる(Yajima H. et al., DNA repair 2013) 。 

２．研究の目的 

CDKN2A(Cyclin dependent kinase inhibitor 2A)は p16INK4a(以下 p16)と p14ARF(以下 

p14)をコードするがん抑制遺伝子であり、がんにおける CDKN2A 変異は p53 に次いで多い。p16

は、細胞周期を調節し、細胞老化を誘導する機能を持つ。p14 は Mdm2 による p53 の分解を防ぐ

ことで p53 の安定的発現を調節し、がん細胞の増殖を抑制する。CDKN2A は内因性の遺伝子不

安定性を監視し排除するサーベイランスシステムとして機能していると考えられ、機能欠損は発が

んにつながる。30～40％の乳がんは p14の機能を欠損し、膵がんの 90%以上は、変異・遺伝子欠

損により p16 機能を欠損していると言われている。放射線治療において、p16 は DNA 損傷応答シ

グナルを受けて、細胞老化を誘導し、細胞増殖を抑制する。p14は p53依存性のアポトーシス誘導

をサポートする。そのため、p16/ p14 欠損はアポトーシス・細胞老化抵抗性を誘導する。すなわち

CDKN2A変異ガンは悪性度が高いガンであり、CDKN2A変異に応じた治療法の適応が望まれる。

本研究では、CDKN2A変異がん細胞に対する重粒子線の生物効果を評価した。 

３．研究の方法 

ヒト由来の正常細胞と CDKN2A 野生型の骨肉腫細胞株 U2OSの培養細胞と、CDKN2Aに変異を

有するヒト由来乳がん細胞株 MCF7,ヒト由来膵癌細胞株 MIA-Paca2 を用い、ゲノム編集により

CDKN2A の cDNAを強制発現させて、放射線応答への影響を評価した。放射線照射は低線エネ

ルギー付与放射線(LET)としてＸ線および、ガンマ線を照射し、高 LET 放射線として約 70 kev/μ

mの炭素イオン線、200 kev/μmの鉄線を照射した。照射後、細胞内 p53を始めとする DNA損傷



応答因子のリン酸化および発現量を WB 法にて解析した。細

胞死形態は、細胞膜表面の AnnexinV 発現をフローサイトメー

ターにて観察した。細胞老化はβガラクトシダーゼ染色を顕微

鏡にて観察した。 

４．研究成果 

CDKN2A 正常細胞 HFLIII および U2OS の p53 は放射線照

射後、3-4時間後にリン酸化されその後８時間は安定的高発現

が維持される。この p53 の発現量の変化はＸ線と炭素イオン線

で大きな差は観察されなかった。一方で、MCF7 はガンマ線応

答により、p53 発現が照射後 4 時間をピークに上昇し、その後

発現低下、数時間後に再度上昇する「p53 振動」を繰り返す現

象が観察された。MCF7に重粒子線を照射すると、p53発現は振

動しながらも高いレベルを維持されていた（図２）。この p53 振動

は、DNA損傷応答因子、ATR阻害剤によって、p53発現上昇が

阻害されたため（図３）、ATR を介した p53 の安定化によるものと

示唆された。 

CDKN2A 正常細胞 HFLIII と U2OS ではＸ線と炭素イオン線に

よる初期アポトーシス誘導率に有意な差は認められなかった。

MCF7 と MIA-Paca2 では、X 線照射によるアポトーシスに

抵抗性を示し、炭素イオン線・鉄線による細胞死と有意な

差を認めた（図 4）。MCF7 の重粒子線によるアポトーシス

は ATR 阻害剤によって抑制された（図 4）また、MCF7 に

炭素イオン線を照射後、p21 の mRNA の上昇が認められ

（図 5）、細胞内老化が観察された（図６）。ガンマ線、Ｘ線

では細胞内老化は誘導されなかった。MCF7 に野生型

CDKN2A を導入した細胞では、Ｘ線照射により、p53 の高

発現が維持され、またアポトーシス、細胞老化誘導の有意

な上昇が認められた。炭素イオン線に誘導されるアポトーシス（図 4）、細胞老化はいずれもATR阻

害剤によって抑制された（図 7）。 

このことから、重粒子線は、ATRを高度にリン酸化することにより、p16/p14非依存性に p53の安定

化を維持し、アポトーシス、細胞老化を誘導していることが明らかになった。 
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