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研究成果の概要（和文）：重度な低酸素状態におけるDNA修復酵素の発現/活性の亢進の制御機構を明らかにする
ために、ヒト脳腫瘍細胞株T98GおよびA172を用いて、ストレス応答性の転写因子Sp1とFoxO3aの役割を検討し
た。重度な低酸素状態では、ATM、Sp1、AMPKαの発現が増加したが、FoxO3aは増加しなかった。AMPKαを発現抑
制すると、ATMとSp1が抑制され、細胞周期分布に影響を与えずに、放射線抵抗性が有意に低下した。Sp1の発現
抑制ではAMPKαは抑制されなかったが、ATMは抑制された。これらの結果から、重度な低酸素状態における放射
線抵抗性に新規経路AMPK/Sp1/ATMが寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the regulatory mechanism of increased DNA double-strand repair 
enzymes ATM and DNA-PKcs expression and activity in severe hypoxia, we examined the role of the 
stress-responsive transcription factors Sp1 and FoxO3a using the human glioblastoma cell lines T98G 
and A172. Severe hypoxia increased the expression of ATM, Sp1, and energy sensor AMPKα, but not 
FoxO3a. Knockdown of AMPKα decreased ATM and Sp1 expression in severe hypoxia and significantly 
reduced radioresistance without affecting the cell cycle distribution. Knockdown of Sp1 decreased 
ATM expression, but not AMPKα. These results reveal a novel AMPK/Sp1/ATM pathway contributing to 
radioresistance under severe hypoxia.

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
低酸素細胞は放射線抵抗性であり、その存在が癌の放射線治療成績に影響を与える。本研究は、低酸素性癌細胞
における放射線抵抗性の原因として、重度な低酸素状態がDNA修復酵素やエネルギーセンサーAMPK、およびスト
レス応答性の転写因子に及ぼす影響を解明しようとしたもので、従来のモデルとは異なる。本研究により、低酸
素状態のヒト脳腫瘍細胞株において、新規経路AMPK/Sp1/ATMが放射線抵抗性に寄与することが明らかになり、特
にAMPKを分子標的とすることで低酸素性癌細胞を選択的に放射線増感させることを実証した。これらの研究成果
は、より効率的な癌の放射線治療に向けて新たな知見を提供する。

※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 
（１）腫瘍内では血管新生が行われるが、腫瘍が成長するにつれ、腫瘍血管の成長ががん細胞の
増殖に間に合わず血管から離れた領域が生じる。そのような領域は、血管から酸素や栄養が供給
されず、酸素濃度が著しく低くなる。特に、酸素濃度が 1％未満の重度な低酸素状態では、細胞
は放射線抵抗性を示すことが明らかになっている（引用文献①）。低酸素状態の細胞の放射線抵
抗性には、酸素存在下でのラジカルといった化学的な修飾に加えて、生物学的な因子が関与して
いると考えられるが、重度な低酸素状態における放射線抵抗性を制御する詳細な分子機構は明
らかになっていなかった。これまでの多くの研究により、腫瘍の低酸素化は放射線治療後の患者
の予後不良と相関することが明らかにされており、放射線治療の成績向上のためには、低酸素性
がん細胞の放射線抵抗性の分子機構を明らかにしていくことが重要である。 
（２）従来、低酸素細胞の放射線抵抗性の生物学的な要因としては、低酸素誘導因子 1 (Hypoxia 
Inducible Factor-1、HIF-1) が重要と考えられてきた。しかし、腫瘍血管から離れた領域のうち、
壊死周囲領域（壊死と低酸素の境界）では HIF-1 の発現が低下すること（引用文献②）、低酸素
かつ低グルコース環境下では HIF-1 の転写活性が低下すること（引用文献③）、そして研究代表
者らのグループにおいても、低酸素かつ低栄養状態では HIF-1 の発現が消失することが明らか
になっている（引用文献④）。そのため、臨床的な低酸素状態での放射線抵抗性に対する HIF-1
の寄与は限定的であり、別の分子機構が存在すると考えられた。 
（３）これまでに研究代表者らは、肝がん細胞株 HepG2 において、低酸素状態における放射線
抵抗性と、低酸素かつ低栄養状態における放射線抵抗性では有意な差が見られないことを示し、
とりわけ低酸素状態に着目をして解析を続けてきた（引用文献④）。重度な低酸素状態のヒト線
維芽細胞においては、DNA 二重鎖切断修復酵素である ATM および DNA-PKcs の発現が亢進し、
活性化することを明らかにしている （引用文献⑤）。また、エネルギーバランスセンサーである
AMPK や、がん原遺伝子 Src シグナル伝達経路、生存シグナル Akt が重度な低酸素状態で発現が
亢進し、活性化していることを示した。低酸素状態において、DNA2 重鎖切断酵素に対する Src
情報伝達経路の役割を調べるために、低酸素環境下の LM217 に対して Src 特異的な阻害剤を用
いたところ、ATM および DNA-PKcs の活性化は抑制されたが、依然として発現は高いままであ
った（引用文献⑤）。一方、AMPKαを抑制した場合は、ATM の発現および活性の亢進は顕著に
抑制された。本研究課題は、重度な低酸素状態による放射線抵抗性の原因解明を目的として、低
酸素がストレス応答性の転写因子に及ぼす影響、並びに AMPK や Src シグナル伝達経路が転写
因子を介して、DNA2 重鎖切断修復酵素の発現・活性の亢進を制御するまでの機序の解明を目指
すものである。 
 
２．研究の目的 
（１）がん細胞において、重度な低酸素状態が、DNA2 重鎖切断修復酵素である ATM・DNA-
PKcs、およびエネルギーセンサーAMPKα、Src、ストレス応答性の転写因子 Sp1 および
FoxO3a に及ぼす影響を明らかにする。 
（２）重度な低酸素状態にあるがん細胞において、AMPKα や Src シグナル伝達経路が転写因
子を介して、DNA2 重鎖切断修復酵素の発現・活性の亢進を制御するかを検証し、放射線抵抗
性への影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞としては、ヒトグリオーマ細胞株 T98G および A172 を用いた。 
（２）がん細胞における酸素濃度は 0-6%である（引用文献⑥）。また、酸素濃度が 0.1％未
満の重度な低酸素状態では、細胞は放射線抵抗性を示す。そのため、本研究課題においては、
可能な限り臨床的に放射線抵抗性のがん細胞がおかれている低酸素状態に近づけた。具体
的には、Modular incubator chamber (Billups-Rothenberg) を用いて、各細胞株を酸素濃度 0.05%
未満の低酸素環境下で 12 時間、または 24 時間培養した (37℃、5%CO2)。このような条件
下で、ATM、DNA-PKcs、Akt、Src、AMPKα、Sp1、FoxO3a の発現量または活性に関与する
部位のリン酸化に及ぼす影響を解析した。タンパク質の発現およびリン酸化を指標とした
活性については、Western blotting により評価した。 
（３）細胞の生存率については、細胞の増殖能、コロニー数を指標とした Clonogenic cell 
survival assay で評価をした。 
（４）細胞周期は、propidium iodide (PI) 染色による DNA 量を指標として、フローサイトメ
トリー (FACSCanto II flow cytometer system) を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）まず、研究代表者は、ヒトグリオーマ細胞株 T98G および A172 をそれぞれ重度な低酸



素環境下 (< 0.05%O2)にお
き、ATM、DNA-PKcs の発
現と活性化を調べたとこ
ろ、いずれの腫瘍細胞株に
おいても顕著に亢進するこ
とを明らかにした（図１）。
HIF-1 は軽度な低酸素環境
下においても誘導された
が、ATM の発現の亢進は重
度な低酸素環境でのみ認め
られた。また、エネルギーバ
ランスセンサーAMPKα、
Akt、Src 情報伝達経路も重
度な低酸素環境下の腫瘍細
胞株で活性化することを明らかにした（図２）。 
 
（２）次に、ATM の発現制御を担う
転写因子の探索をおこなった。細胞
ストレス応答の転写因子である Sp1
や FoxO3a は、放射線照射による
DNA 損傷時に ATM と相互作用する
ことが報告されており（引用文献⑦
⑧）、細胞の生存に転写因子が重要な
役割をもつことが示唆されていた。
そのため、T98G および A172 を用い
て、重度な低酸素状態が、Sp1 および
FoxO3a の発現に影響を与えるかを
検証したところ、Sp1 は重度な低酸
素状態で発現が亢進したが、FoxO3a
の亢進は認められなかった。また、
Sp1の発現抑制によりATMの発現が
抑制されたが、FoxO3a では抑制され
なかった（図２）。さらに、 Sp1 の発
現抑制は、AMPKαの発現および活
性化には影響を与えなかったが、
AMPKα の発現抑制は Sp1 の発現を
抑制した。これらの結果から、重度
な 低 酸 素 状 態 に お け る
AMPKα/Sp1/ATM という新規な情報
伝達経路が明らかになった。 
 
（３）AMPKα の発現抑制が Sp1 お
よび ATM の発現を抑制することか
ら、上流因子として考えられる
AMPKα が、低酸素状態のがん細胞の
放射線抵抗性に寄与しているかを検
討した。AMPKα の発現を抑制したと
ころ、低酸素状態の T98G の放射線
抵抗性は、有意に減少した(図３) 。
この AMPKα の抑制による放射線
抵抗性の低下は、細胞周期の分布
の変化が原因ではないことが示唆
された。一方、Sp1 の発現を抑制し
たところ、酸素濃度や放射線の照射
線量に関わらず、細胞は致死であっ
た。これらの結果から、AMPKα の抑
制により低酸素状態のがん細胞を特
異的に放射線増感できることが示さ
れた。 
 
（４）以上のことから、研究代表者は、重度な低酸素状態における AMPKα/Sp1/ATM という新
規な情報伝達経路を示し、AMPKα の発現抑制によりヒトグリオーマ細胞株の放射線抵抗性を有
意に減少させられることを明らかにした。Sp1 および ATM の上流因子である AMPKα を標的分

図１．重度な低酸素状態において、AMPKα の発現抑制が ATM、
DNA-PKcs、Sp1、FoxO3aに与える影響。Nx; Normoxia. Hx; Hypoxia. 

図２．重度な低酸素状態において、Sp1、FoxO3a、または
AMPKα の発現抑制が ATM、DNA-PKcs、Src、EGFR、Akt
に与える影響。Nx; Normoxia. Hx; Hypoxia. 



子とすることで、臨床的に低酸素環境下にあるがん細胞を特異的に放射線増感できることが示
唆された。一方で、重度な低酸素状態で活性化した DNA-PKcs、Akt、Src 情報伝達経路は、AMPKα
の発現抑制では応答しなかった。そのため、ATM に加えて、DNA-PKcs 等が新規な情報伝達経
路を介して放射線抵抗性に関与していると考えられる。低酸素状態での DNA-PKcs の活性化機
構や Akt 情報伝達経路が明らかになれば、AMPK 阻害剤との併用で、低酸素状態の癌細胞をよ
り特異的に放射線増感することができる可能性が考えられる。 
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