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研究成果の概要（和文）：ヒト食道癌細胞株10株で、放射線に対するIC50は1.58Gyから9.28Gy

の範囲であった。一方、これらの腫瘍株でNPRL2蛋白は発現を認めず、Rad51蛋白は、全ての
腫瘍株で強発現を認めた。以上よりNPRL2あるいはRad51発現量と放射線感受性に相関関係は
なかった。ヒト食道癌細胞株に対するNPRL2ベクターの腫瘍増殖抑制効果は約30％でありIC20

の放射線治療の併用で、抑制効果は60％前後まで増強された。我々が作製したRad51-siRNAベ
クターは、Rad51の発現抑制効果はほとんど認めなかった。放射線治療とNPRL2ベクターの併
用効果におけるメカニズムを検討するため、1)control群、2)放射線療法(IC20)、3)NPRL2群、
4)NPRL2+放射線療法の4群を設定した。NPRL2+放射線療法群は他群と比較して、DNA damage 

pathwayが活性化され、著明なG2停止とアポトーシスを認めた。 

 

研究成果の概要（英文）：In 10 human esophageal cancer cell lines, the IC50 of radiation ranged from 

IC50 1.58Gy to 9.28Gy. There were no expression of NPRL2 protein in these cell lines, on the other 

hand, Rad51 protein showed strong expression in all cell lines. The levels of NPRL2 or Rad51 

expression did not correlate with radiosensitivity. Tumor growth inhibition rate of NPRL2 vector was 

about 30% for human esophageal cancer cells, and combination therapy of NPRL2 vector and IC20 of 

radiation therapy enhanced this inhibitory effect to around 60 percent. We prepared some Rad51-siRNA 

vectors, however, these Rad51-siRNA vector did not inhibit expression of Rad51 protein. To investigate 

the mechanism of combined effect of NPRL2 vector, we made four groups; 1) control group, 2) 

radiation therapy (IC20), 3) NPRL2 group, 4) NPRL2 + radiotherapy. NPRL2 + radiation therapy group 

activated DNA damage pathway, and showed a strong G2 arrest and apoptosis, compared with the other 

group. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)Chromosome 3p21.3 regionに属する遺伝子
はヒト前癌段階で様々な遺伝子異常による
発現欠損が認められ、腫瘍抑制遺伝子の機能
を持つと考えられている(Ji L, Cancer Res 

2002;62:2715)。近年、申請者は 3p21.3遺伝子
の一つ NPRL2が 40種の非小細胞肺癌細胞株
における蛋白発現量とシスプラチンの感受
性に強い相関があり、NPRL2 非発現癌を用い
た胸膜播種モデルにおいて NPRL2 遺伝子導
入はそれ自体強い腫瘍抑制遺伝子としての
働きがあり、シスプラチンとの併用において
アポトーシスを介した劇的な相乗効果をも
たらすことを証明した(Ueda K, Cancer Res 

2006; 66: 9682)。さらに NPRL2 遺伝子導入に
よる過剰蛋白発現は、非小細胞肺癌細胞株で
DNA damage pathwayの重要分子である Chk2, 

Chk1 の活性化を誘導し、Chk2 ノックアウト
細胞では NPRL2 の腫瘍抑制効果は完全に消
失することが確認された。以上より、NPRL2

蛋白は DNA damage pathwayを活性化するメ
カニズムにおいて必須である可能性が示唆
された(Ueda K, PLos One 2010; 5: pii: e11994)。 
(2)癌細胞ではDNA損傷作用剤に対してDNA

障害修復遺伝子が過剰発現しているため細胞
周期停止やアポトーシスへの進行が阻害され
治療効果に耐性が生じる。最近、シスプラチ
ン処理した癌細胞におけるDNA障害修復遺伝
子Rad51発現の増加、Rad51の強発現によるシ
スプラチン抵抗性が確認され、これら癌細胞
にRad51のsiRNA（RNA干渉）を導入すると、
シスプラチン感受性が10倍以上に増強される
ことが報告された(Ito M, J Gene Med 2005;

7:1044)。これらの結果はNPRL2遺伝子がDNA

損傷作用剤の耐性を解除するメカニズムとし
てRad51を含むDNA障害修復遺伝子の発現を
抑制している可能性が示唆される。 

(3)癌細胞におけるプログラム細胞死はアポ
トーシスが大部分だと考えられてきたが実
際臨床データでは DNA 損傷作用剤で誘導さ
れる癌細胞死におけるアポトーシスの比率
は高くないことが判明した(Cancer Biology & 

Therapy 2003;2:477)。そしてオートファジー
の癌細胞死に対する働きが注目を集めこの
細胞死の概略が明らかにされつつある
(Nature Review Cancer 2005;5:726)。 

 

２．研究の目的 
食道癌に対する補助療法における放射線

療法の有用性は数多く報告されてきている。
これらの療法による癌細胞死のメカニズム
は癌細胞の DNA 損傷を介して起こるアポト
ーシスよるものであるとされているが、それ
ぞれの癌細胞に対する放射線療法の感受性
を同定できるマーカーは見つかっていない。
また、大きな問題点として DNA 損傷作用剤
に対する強力な耐性と全身副作用の出現が

あり、未だにこれらの問題は解決されていな
い。そこで今回我々は以下のことについての
検討を行う。 

(1)新規癌抑制遺伝子NPRL2とDNA障害修復
遺伝子Rad51の蛋白発現と放射線感受性の相
関関係について詳細に調べ、治療効果を予想
できる有効なマーカーであるか否かを検討
する。 

(2)NPRL2非発現食道癌に対する NPRL2遺伝
子導入が放射線治療の効果を相乗的に増強
するかを検討する。そして、そのメカニズム
を解析するため DNA damage pathwayの重要
分子の活性化を明らかにした上でアポトー
シス（タイプ１細胞死）の強力な誘導を認め
るかを詳細に検討する。また最近注目を集め
ているオートファジー（タイプ２細胞死）の
関与はあるかを詳細に検討する。 

(3)腫瘍特異的に Rad-51-siRNA を導入し、
NPRL2+放射線療法に併用することの治療効
果増強を検討する。 

 

３．研究の方法 
1. ヒト食道癌細胞株におけるヒト食道癌細胞株におけるヒト食道癌細胞株におけるヒト食道癌細胞株におけるendogenousのののの

NPRL2発現量と放射線療法感受性、発現量と放射線療法感受性、発現量と放射線療法感受性、発現量と放射線療法感受性、Rad

51発現量との相関関係の検討：発現量との相関関係の検討：発現量との相関関係の検討：発現量との相関関係の検討： 

ヒト食道癌細胞株を10種RIKEN BioResourc

e Centerより購入し、Western blottingでまず
NPRL2の発現レベルを同定し、放射線療法
に対するIC50とIC20をXTT assay (Cell Prol

iferation Kit II, Roche Molecular Biochemc

als)で測定する。これらの相関関係はSpearm

an Rで検定する。さらにRad51の発現レベル
も同定し、NPRL2発現、放射線療法感受性
との相関関係を検定する。 

 

2. NPRL2遺伝子導入による遺伝子導入による遺伝子導入による遺伝子導入によるDNA損傷修復遺損傷修復遺損傷修復遺損傷修復遺
伝子の発現量の検討：伝子の発現量の検討：伝子の発現量の検討：伝子の発現量の検討： 

NPRL2非発現食道癌細胞株にNPRL2ベクタ
ーをtransfectionし、3日後にDNA損傷修復遺
伝子（Rad51, Rad52, Rad50）の発現量をWe

stern blottingで定量し、NPRL2のDNA損傷修
復に対する作用を明らかにする。 

3. 細胞増殖抑制・細胞周期停止・アポトーシ細胞増殖抑制・細胞周期停止・アポトーシ細胞増殖抑制・細胞周期停止・アポトーシ細胞増殖抑制・細胞周期停止・アポトーシ
スにおける放射線治療とスにおける放射線治療とスにおける放射線治療とスにおける放射線治療とexogenous NPRL

2の併用効果の検討（の併用効果の検討（の併用効果の検討（の併用効果の検討（in vitro）：）：）：）： 

1)control群、2)放射線療法(IC20)、3)NPRL2群、
4)NPRL2+放射線療法の4群を設定する。Day0:

NPRL2発現食道癌株とNPRL2非発現食道癌株
をそれぞれ2種ずつseedする。Day1:NPRL2ベ
クターをDC-nanoparticleに包埋して、細胞に
transfectionする。Day2:細胞にCDDPあるいは
放射線処理を行う。Day4:細胞・蛋白を回収し
効果判定。腫瘍増殖抑制効果はtrypan blue e

xclusion assayで評価し、細胞周期・アポト
ーシスはAPO-BRDU KIT (BD Biosciences 

Pharmingen)を用いてFACSで検討する。カス
パーゼの活性化はWestern blottingとApoAle



rt caspase profiling assay (BD Biosciences)

でCDK/cyclin複合体はImmunoprecipitationで
検討する。 

4. DNA damage pathwayに関する重要分子に関する重要分子に関する重要分子に関する重要分子
の検討：の検討：の検討：の検討： 

上記の実験3と同様のプロトコールでDay4に
計4群の細胞よりそれぞれ蛋白を回収する。ま
ずWestern blottingでDNA damage pathwayが
活性化されると発現するP-ATM, γ-H2AX, P-

Chk2, P-Chk1の発現量を検討する。γ-H2AXに
関しては免疫細胞染色でも比較する。また、C

hk1, Chk2においてはK-LISA Checkpoint Ac

tivity Kit (EMD Biosciences)を用いてKinas

e Activityを測定する。 

5. siRNA発現プラスミドベクターの作製：発現プラスミドベクターの作製：発現プラスミドベクターの作製：発現プラスミドベクターの作製： 

Rad51,に対するsiRNA配列を様々な情報源か
らそれぞれ３種類設定し、siRNA発現ベクタ
ーに挿入し作製する。これらのベクターを食
道癌細胞株にtransfectionし、Western blotting

でRad51の発現抑制効果を検討し、最適なsiR

NAを決定する。しかしながら、現在までの経
験上siRNA発現ベクターをDC-nanoparticleに
包埋してtransfectionした場合、十分な発現抑
制効果が得られないことがほとんどである。
そこで本研究では、HVJ Envelope vector (Ge

nomONE-Neo: 石原産業株式会社)を用いて、s

iRNAをtransfectionすることを検討している。
HVJ Envelope vectorはセンダイウイルスを完
全に不活化、精製し外膜の細胞融合能だけを
残したものに、transfectionしたい分子を封入
し膜融合を介して細胞に導入するツールであ
り、siRNAを高効率で導入し特異的かつ顕著
に目的蛋白発現を抑制する(J Immunol 2003;1

70:3653)。そして食道癌細胞株でこのHVJ En

velope vectorの有用性を検討する。 

 

４．研究成果 
食道癌細胞株における食道癌細胞株における食道癌細胞株における食道癌細胞株におけるendogenousななななNPRL2

・・・・Rad51発現量と放射線感受性の相関関係：発現量と放射線感受性の相関関係：発現量と放射線感受性の相関関係：発現量と放射線感受性の相関関係：
ヒト食道癌細胞株10株で、放射線に対する
IC50をXTT assayで測定した。IC50はそれぞれ
1.58Gyから9.28Gyの範囲であった。一方、そ
れぞれの腫瘍株のNPRL2蛋白発現を3種類の
NPRL2抗体を用いてWestern blotで検証した
が、一律にほとんど発現を認めなかった。
Rad51蛋白発現レベルは、全ての腫瘍株で強
発現を認めた。以上より、NPRL2あるいは
Rad51発現量と放射線感受性に相関関係は認
めなかった。 

NPRL2ベクター・ベクター・ベクター・ベクター・Rad51-siRNAベクターの効ベクターの効ベクターの効ベクターの効
果：果：果：果： 

ヒト食道癌細胞株（TE1, TE3）にNPRL2ベク
ターを、DC-nanoparticleに包埋してtransfection

を行うと、導入効率は約25％で腫瘍増殖抑制
効果は約30％であった。IC20の放射線治療を
併用し相乗効果を検討した結果、抑制効果は
60％前後まで増強された。また、Rad51に対

する3種類のsiRNA配列を設定し、それぞれの
siRNA発現ベクターを作製した。これらをヒ
ト食道癌細胞株（TE1, TE3）にtransfectionし
たが、Western blotでRad51の発現抑制効果は
ほとんど認めなかった。また、IC20の放射線
治療にRad51-siRNAベクターを併用しても、
腫瘍抑制効果の増強は認めなかった。 

細胞周期停止・アポトーシス・細胞周期停止・アポトーシス・細胞周期停止・アポトーシス・細胞周期停止・アポトーシス・DNA damage 

pathwayにおける放射線治療とにおける放射線治療とにおける放射線治療とにおける放射線治療とNPRL2ベクタベクタベクタベクタ
ーーーーの併用効果の検討：の併用効果の検討：の併用効果の検討：の併用効果の検討： 

1)control群、2)放射線療法(IC20)、3)NPRL2群、
4)NPRL2+放射線療法の4群を設定した。細胞
周期・アポトーシスはAPO-BRDU KIT (BD

 Biosciences Pharmingen)を用いたFACSに
おいてNPRL2+放射線療法群は著明なG2停止
とアポトーシスを認めた。また、Western blot

tingでこの群における有意なカスパーゼ3, 9

活性化の上昇とIPでCDK/cyclin複合体の形
成増加を確認した。次に、Western blottingで
DNA damage pathwayが活性化されると発現
するP-ATM, γ-H2AX, P-Chk2, P-Chk1の発現
量を検討した結果、NPRL2+放射線療法群は他
群と比較して著明な増加を認めた。また、同
群ではChk1, Chk2におけるKinase Activityの
上昇を認めた。 

オートファジー増強の確認：オートファジー増強の確認：オートファジー増強の確認：オートファジー増強の確認： 

Atg8の哺乳類ホモロブの１つであるLC3に
は細胞質に存在するLC3-Iフォームとオー
トファゴソーム膜に結合したLC3-IIフォー
ムの２つのフォームが存在しており、オー
トファジーはLC3-IをLC3-IIに変換する。し
たがってLC3-IIの多寡はオートファジーの
程度とよく相関する。また、NPRL2と同じ
くChromosome 3p21.3に属する101F6遺伝子
を用いた研究でアポト−シスと伴にオート
ファジーが誘導されることが証明された。
そこで、NPRL2遺伝子導入が放射線による
LC3-II 発 現 を 増 強 す る こ と を Western 

blottingで確認した（図1）。 

                        LacZ           NPRL2 

 

LC3-I 

LC3-II 

（図（図（図（図 1）））） 

 

本研究結果のまと本研究結果のまと本研究結果のまと本研究結果のまとめ：め：め：め：以上より、NPRL2 ベク
ターは DNA damage pathwayの活性化を介し
て強力な細胞周期停止・アポトーシスを引き
起こすことで食道癌放射線治療の効果を増
強することが、本研究で証明された。 
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