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研究成果の概要（和文）：細胞生存シグナル伝達因子を標的とした NBS1-siRNA、XIAP-siRNA に

よる変異型 p53 細胞優位な放射線増感のメカニズムについて調べた。その結果、(1)p53 タンパ

ク質と細胞生存シグナル伝達のキータンパク質である AKT タンパク質が細胞内で結合している

こと、(2) AKT 阻害剤（Wortmanin、LY294002）によって正常型 p53 細胞と変異型 p53 細胞の両

細胞に放射線増感が見られることが分かった。これらの結果から、変異型 p53 細胞優位な放射

線増感の一因として、p53 と AKT 間のタンパク質結合が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to examine the mechanism that contributes to 
radio-sensitization by NBS1-siRNA or XIAP-siRNA observed more effectively in human lung cancer 
cells having mutated p53 than in those having wild-type p53. This study showed that (1) p53 associates 
with AKT intracellularly and (2) AKT inhibitors (Wortmannin, LY294002) enhances radio-sensitivity in 
both of wild-type p53 and mutated p53 cells.  From these results it was suggested that the association 
between p53 and AKT is a cause of the predominant radio-sensitization observed mutated p53 cells.   
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１．研究開始当初の背景 
ヒトがんの約半数に p53遺伝子の変異が見

られ、変異型 p53 をもつ患者は治療効果も低
く、治療予後も悪いとされている。実際、培
養細胞において、変異型 p53 遺伝子を持つが
ん細胞は放射線・温熱・抗がん剤に対して抵
抗性を示すことをこれまで報告してきた
(Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 

1997： Apoptosis, 2002： Anticancer Res., 
2002.)。臨床的にも、p53 遺伝子型ががん治
療の先行指標となりえることが示唆されて
いる（J. Cancer Res. Clin. Oncol., 1998; 
Br. J. Cancer, 1999; Cancer, 2000）。この
ような背景から、正常型 p53 細胞を保有する
患者に対しては比較的良好な治療効果を期
待することができる。しかしながら、変異型
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p53 細胞を保有する患者に対するより効率の
良い治療法についてはまだ充分に検討され
ていない。これまで、変性タンパク質構造を
正常なタンパク質構造に戻すはたらきのあ
る分子シャペロン(グリセロール、C末端 p53
ペプチド)を用いることにより、変異型 p53
タンパク質に正常型 p53タンパク質の正常機
能を回復させ、正常型 p53 細胞と同程度にま
で変異型 p53 細胞の放射線・温熱・抗がん剤
感受性を高めることができることを報告し
てきた（Radiat. Res., 1999; Int. J. Radiat. 
Biol., 1999; Brit. J. Cancer, 2000）。本
研究課題ではさらに、変異型 p53 がん細胞を
標的とした RNA 干渉法による新たな放射線・
温熱・抗がん剤増感法について検討した。 
 
２．研究の目的 
NBS1 標的 siRNA （NBS1-siRNA）および XIAP
標的 siRNA （XIAP-siRNA）は非小細胞肺がん
細胞（H1299）の放射線感受性を高めること
を既に報告した（Radiat. Res., 2006; Oncol. 
Rep., 2008）。興味深いことにこれらの細胞
生存シグナル伝達因子を標的とした siRNA 
による放射線増感効果は変異型 p53を導入し
た H1299 細胞(H1299/mp53)の方が正常型 p53
を導入した H1299 細胞(H1299/wtp53)よりも
顕著であった。この結果は、変異型 p53 細胞
優位な放射線増感を得るには細胞生存シグ
ナル伝達因子の発現を抑制することが有効
な手段であることを示唆している。この変異
型 p53 細胞優位な放射線増感メカニズムにつ
いて検討した。 
 
３．研究の方法 
p53 タンパク質による細胞生存シグナル伝

達因子の抑制がどのようなメカニズムで生
じているのかを検討するため、p53 タンパク
質と細胞生存シグナル伝達の中心的な役割
を果たしている AKT タンパク質が細胞内で結
合しているかを免疫沈降法、Western blot 法
によって調べた。本研究では正常型あるいは
変異型 p53 遺伝子を p53 欠損ヒト肺がん細胞
（ H1299 ） に 導 入 し た H1299/wtp53 、
H1299/mp53、H1299/neo 細胞あるいは変異型
p53 遺伝子を導入したヒト舌扁平上皮がん細
胞（SAS）用いた。p53 タンパク質と AKT タン
パク質が結合していることが分かれば、p53
依存的放射線感受性の一因が正常型 p53 タン
パク質による AKT 活性阻害であることが推
察できる。さらに、AKT 阻害剤（Wortmanin、
LY294002）による放射線増感効果をコロニー
形成法により H1299/wtp53 と H1299/mp53 で
比較した。 
 
４．研究成果 
(1) p53 タンパク質と細胞生存シグナル伝
達の中心的な役割を果たしている AKTタンパ

ク質が細胞内で結合していることが免疫沈
降法によって明らかとなった（図１）。 

 
図１. ヒト非小細胞肺がん細胞における p53と AKT の結
合 
全細胞抽出液を p53 リン酸化セリン 15 認識抗体によっ
て免疫沈降後、AKT 認識抗体で Western blot した結果、
H1299/wt p53 と H1299/mp53 に AKT バンドが見られたが
H1299/neo（p53 欠損）には見られなかった。この結果か
ら、リン酸化 p53 と AKT は細胞内で結合していることが
示唆される。さらに、放射線照射後の AKT バンドは上方
にややシフトしているため、放射線照射によって AKT は
リン酸化していることが示唆される。 

 
(2)  AKT の阻害剤である Wortmanin と
LY294002 を用いて AKT 活性阻害が及ぼす p53
依存的放射線感受性への影響を p53遺伝子導
入した舌扁平上皮がん細胞(SAS)と非小細胞
肺がん細胞(H1299)で調べた。その結果、SAS
及び H1299 の正常型 p53 細胞と変異型 p53 細 
胞ともに Wortmanin ならびに LY294002 によ
り放射線感受性が p53非依存的に増強された
（図２）。 
 

 
図２. AKT 阻害剤、Wortmannin（A）、LY294002（B）に
よる放射線増感効果 
放射線増感が SAS 細胞（A）および H1299 細胞（B）の正
常型 p53 細胞、変異型 p53 細胞で p53 非依存的に見られ
る。 

 
 (3)  以 上 の 結 果 か ら 、 NBS1-siRNA/ 
XIAP-siRNA による変異型 p53 細胞優位な放
射線増感の一因として、p53 と AKT 間のタン
パク質結合が示唆された。 
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