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研究成果の概要（和文）：がん抑制因子として知られるp53は，放射線腸管障害に対する抵抗性因子として機能
することが知られている。本研究では，放射線腸管障害を効果的に防ぐp53制御性の防護剤候補化合物として見
出された5-キノキサリノール（5QX）について，放射線防護活性評価，ならびに作用機序解析を行った。5QXは
p53依存的に放射線細胞死を抑制し，細胞死に拮抗するp53標的遺伝子であるp21の発現を増加させるなど，放射
線腸管障害に対する有効性を示唆する成果が得られた。さらに，マウス放射線胃腸管症候群を再現良く誘導可能
な照射系が構築できたことから，現在，放射線腸管障害に対する本化合物の有効性について検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：Tumor suppressor p53 is known as a protective factor against 
radiation-induced intestinal injury. In this study, we investigated the radioprotective activity and
 action mechanism of 5-quinoxalinol (5QX) that is discovered as a candidate for novel p53 regulatory
 agent effectively suppressing the injury. 5QX inhibited radiation cell death in a p53 dependent 
manner and upregulated CDKN1A encoding radioprotective p53-target gene p21, which suggested that 5QX
 is effective for suppressing the injury. Furthermore, we developed an irradiation system that 
reproducibly induces radiation gastrointestinal syndrome in mice. Detailed investigations are 
currently in progress to demonstrate protective effect of 5QX against the injury in mice.

研究分野：放射線生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線腸管障害は現代医療をもってしても克服が困難とされ，骨盤部放射線治療において根治に必要な投与線量
を大きく制限する要因となっている。この制限を克服するために，腫瘍には作用せず，正常組織にだけ効果を発
揮する放射線防護剤の開発が求められている。5QXは放射線細胞死をp53依存的に抑制し，放射線腸管障害に有効
とされるp21の発現を増加させるなど，骨盤部放射線治療における有望な防護剤としての可能性が示された。今
後，マウスを用いた個体レベルでのp53依存的な腸管保護効果を実証することで，当該治療における理想的な防
護剤候補化合物としての有用性を実証できるものと考えられた。

※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 
放射線災害時の放射線障害の防止や，放射線療法における正常組織の防護の観点から，効果的
な放射線防護剤の開発は重要である。特に骨髄，腸管は放射線高感受性の組織として知られ，こ
れらを効果的に保護する防護剤が求められる。被ばく後の生体内初期応答因子として知られる
p53 は，細胞の自滅であるアポトーシスを誘導し，骨髄抑制などの障害発生に関与する。研究代
表者の所属研究室では先行研究によって強力な p53 阻害作用をもつオルトバナジン酸ナトリウ
ム（バナデート）が見出され，マウス全身照射後の骨髄死に対して生存率を劇的に改善させるこ
となどが明らかにされていた（Morita A et al., Cancer Res. 70, 257-265, 2010）。他方，腸
上皮において p53 は非アポトーシス性の分裂死に対する抵抗性因子として機能するとされる
(Kirsch DG et al, Science 327, 593-596, 2010)。したがって，バナデートのような p53 阻害
性の防護剤は，放射線腸管障害に対して高い有効性が期待できないと示唆された。そこで，研究
代表者の所属研究室では，p53 分子内の亜鉛結合部位を標的とする化合物の合成・探索を進め，
24Gy の高線量照射後でも腸管障害を効果的に防ぐことができる 5-クロロ-8-キノリノール
(5CHQ)を見出した(Morita A et al., Mol. Cancer Ther. 17, 432-442, 2018)。5CHQ は p53標
的遺伝子のうち，放射線細胞死を抑制する p21 の発現を亢進させ，細胞死を促進する PUMA の発
現を抑制する「p53 調節剤」として作用する。この成果から，放射線腸管障害を防ぐためには p53
の転写因子としての機能を調節することが有効であると考え，より効果的に腸管障害を防ぐ新
規 p53 調節剤の探索に着手した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，5CHQ 以上に放射線腸管障害を効果的に抑制可能な p53 調節剤候補化合物と
して見出された，5CHQ 誘導体である 5-キノキサリノール（5QX）（図 1A）について，放射線防護
剤としての有用性を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）5QX の放射線防護活性評価と作用機序解析 
研究協力者である青木 伸 教授（東京理科大学）より，5CHQ に類似した化学的性質を有する
新規防護剤候補化合物として 5QX が提供され，詳細な活性評価を実施した。ヒト T細胞白血病細
胞株（MOLT-4，p53 野生型）およびその形質転換細胞株を用い，種々の分子生物学的手法によっ
て 5QX の詳細な放射線防護活性評価ならびに作用機序解析を行った。すなわち，色素排除試験に
より 5QX の抗放射線細胞死活性を評価し，また p53 をノックダウンした形質転換細胞株を用い
てその活性が p53 依存的であるかを調べた。さらにウェスタンブロッティング，qRT-PCR により
X線照射後の 5QX 処理細胞における p53 標的遺伝子発現について調べた。 
 
（２）放射線腸管障害を誘導する照射系の構築 
 5QX の腸管保護効果を個体レベルで検証するため，マウスに対して放射線腸管障害を誘導する
照射系の構築に取り組んだ。腸管障害はマウス全身を均一に照射する全身照射，または腹部を局
所的に照射する腹部照射によって誘導できるが，前者の方法では腸管障害と骨髄障害が併発す
る。全身照射後の腸死は骨髄移植によって抑制でき，骨髄障害は腸死を増悪する要因であると考
えられている(Terry NH and Travis EL. Int J Radiat Oncol Biol Phys. 17, 569-573, 1989)。
したがって，腸死相当量の全身照射後の生存率上昇を防護効果の指標とした場合，使用する防護
剤が骨髄組織あるいは腸組織のいずれに対して保護効果を有しているのかなど，実験結果の解
釈が複雑化する。そこで，骨髄障害を回避しつつ腸管障害を再現良く誘導可能な照射系として亜
全身照射法を構築し，その妥当性を評価した。すなわち，1.8 cm 厚の鉛で雌性 ICR マウスの前
半身を覆いつつ，背腹方向に X線を亜全身照射した（図 2A）。照射後の生存率，骨髄および腸管
組織の病理所見などを指標に，腸死を特異的に誘導できるか検討した。 
 
４．研究成果 
（１）5QX の p53 依存性放射線防護活性と p53 標的遺伝子発現への影響 
 培養細胞を用いた抗放射線細胞死活性の評価では，5QX は 5CHQ と同等の防護効果を示すこと
がわかった（図 1B）。また，5QX 単独で処理した培養細胞について，p53 標的遺伝子の mRNA 発現
を解析したところ，放射線腸管障害の抑制に有効とされる p21 をコードする CDKN1A，細胞死促
進性分子である PUMA をコードする BBC3 の発現が増加するなど，5QX は p53 を作用標的としてい
る可能性が示唆された（図 1C）。そこで，MOLT-4 とその形質転換体を用いた防護活性評価を実施
したところ，5QX は p53 依存的に防護効果を発揮することがわかった（図 1D）。さらに，5QX で
処理した照射細胞における p53 標的遺伝子の発現を調べたところ，5QX は p21 を増加させる一方
で，PUMA を減少させるなど，5CHQ と同様に p53 標的遺伝子を放射線防護的に発現調節する作用
を有することがわかった（図 1E）。 
 



 
 

 
 
図１ 5QX の放射線防護活性評価と p53 標的遺伝子発現への影響 
A: 5QX の化学構造。 
B: MOLT-4 を用いた色素排除試験により，5QX および 5CHQ の高放射線細胞死活性をについて比
較評価した（P** < 0.01）。 

C: MOLT-4 とその形質転換体である，既知の遺伝子配列と相補鎖を形成しない shRNA 発現ネガ
ティブコントロール細胞株 Nega，shRNA 発現ベクターによって p53 をノッククダウンさせ
た KD-1，KD-1 株に shRNA 抵抗性 p53 発現ベクターを導入し再び p53 を発現させた R-p53-1
を用い，10 Gy-X 線照射に対する 5QX（80 µM）の p53 依存的防護活性の有無を調べた（P* < 
0.05）。 

D: 5QX または 5CHQ で処理した MOLT-4 に X線照射を行い，p53 標的遺伝子発現の変化をウェス
タンブロッティングで調べた。 

E: 5QX または 5CHQ 単独で処理した MOLT-4 について，p21 をコードする CDKN1A，PUMA をコー
ドする BBC3 の mRNA 発現量を qRT-PCR によって調べた（P* < 0.05）。 

 
 
（２）亜全身照射による放射線腸管障害の誘導 
 構築した照射系によって亜全身照射されたマウスは放射線腸死が生じる典型的な時期（照射
後 10 日付近）で死亡した（図 2B）。鉛でマウス前半身を覆うことで，顕著な腸管障害および後
脚骨髄損傷を誘導しつつも，前脚骨髄組織は良好に維持されたことから，本照射系では骨髄死に
至る全身的な骨髄抑制を回避し，腸管障害を誘導できると考えられた（図 2C，2D）。現在，本照
射系において 5QX の防護活性を個体レベルで詳細に検討している段階である。さらに，全身的に
p53 を欠損する遺伝子改変マウスを用い，その防護効果が p53 依存的であるかについても検討を
進めている。 
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図 2 亜全身照射による放射線腸管障害の誘導 
A: 深麻酔下のマウス前半身を 1.8 cm 厚の鉛で覆い，背腹方向に X線を亜全身照射した。 
B: 生理食塩水を投与したマウスは 25 Gy の亜全身照射後に腸死の典型的な時期に死亡した。 
C: 25 Gy 亜全身照射 7日後に空腸組織の HE染色を行った。亜全身照射により空腸上皮は激し
く損傷していた。 

D: 亜全身照射 7日後に前脚および後脚の骨髄組織の HE染色を行った。亜全身照射により後脚
骨髄細胞はほぼ完全に消失していたが，前脚骨髄細胞は良好に維持されていた。 
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