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研究成果の概要（和文）：放射線治療によるがんの根絶には、がん細胞の放射線耐性の抑制が必

要である。我々は X線反復照射で、ヒトがん細胞が放射線耐性を獲得することを明らかにした。

獲得放射線耐性は AKT/GSK3beta/cyclin D1 経路の恒常的活性化が原因で、AKT 阻害剤は放射線

耐性の抑制に有効である。 

本研究により、AKT、GSK3beta、cyclin D1 を分子標的に、放射線耐性を抑えたより有効な放

射線療法の確立が期待される。 

 

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that tumor radioresistance can be suppressed 

by down-regulation of AKT/GSK3beta/cyclin D1 pathway. Manipulation of cyclin D1 is useful 

to enhance the efficacy of radiotherapy.  
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研究分野：複合新領域 
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１．研究開始当初の背景 

放射線治療は、広範囲ながんを治療対象と

し、組織の機能温存性に優れている利点を持

つ。通常の放射線治療では、1 日 2Gy で総線

量 60Gy 程度の X 線を分割して照射する分割

照射法が用いられる。分割照射により照射の

間隔を設けることで、正常細胞の放射線傷害

からの回復を利用し、がん細胞を選択的に殺

すことが可能となる。しかし、がんの治癒線

量と正常組織における耐用線量を考慮し、治

療を行うため、がん細胞の放射線感受性によ

り治療の成否が決定される。 

放射線治療における最大の難問はがん細胞

の放射線耐性であり、がんの再発を引き起こ

し、放射線治療の失敗の原因となる。このた

め、がんの根絶にはがん細胞の放射線耐性の

分子機構を解明し、その克服が必要である。 

 

２．研究の目的 

これまでの放射線生物影響研究では、高線

量一回照射の放射線応答の解析が行われて

いる。しかし、一般的な放射線治療では分割
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照射が用いられ、分割照射の放射線応答の解

明が重要である。我々は分割照射の放射線応

答を解析し、がん細胞の獲得放射線耐性の分

子機構を解明することを研究目的とする。 

以上の解析から放射線耐性抑制のための標

的分子を明らかにし、放射線耐性を抑制した

より有効な放射線治療法の確立が可能であ

るかどうかを検討する。 

 

３．研究の方法 

 

（１） 放射線耐性細胞の樹立 

ヒト肝がん細胞株 HepG2とヒト子宮頚部がん

細胞株 HeLaに 0.5Gyの X 線を 12時間毎に１

月間分割照射し、分割照射細胞を作成した。

一月間分割照射した細胞（長期分割照射細

胞）は、放射線照射後の細胞死の誘導が抑制

され、親株と比較し放射線耐性を示した。 

我々はこの分割照射細胞を放射線耐性細胞

として使用した。 

 

（２） コロニーアッセイ 

細胞を培養ディッシュにまき、10 日間培養し、

顕微鏡下で５０個以上の細胞からなるコロ

ニー数を計測した。放射線照射後のコロニー

数の減少から、がん細胞の放射線感受性を解

析した。 

 

（３） ウエスタンブロッティング 

タンパク質のリン酸化や発現変化を、特異的

抗体を用いて、ウエスタンブロッティング法

で検出した。 

 

（４） 細胞死の解析 

細胞の核をヘキストで染色した後、蛍光顕微

鏡を用いて細胞の形態を観察し、死細胞を解

析した。TUNEL 法、アネキシン-PI 染色法を用

いて、細胞を染色し、DNA の断片化や細胞膜

の透過性を指標にアポートシス細胞、ネクロ

ーシス細胞を定量した。 

 

（５）ヌードマウスに作成したヒト腫瘍片に

おける抗腫瘍効果の検討 

ヒトがん細胞をヌードマウスの皮下に移植

し、ヒト腫瘍を作製した。移植片が 40mm

3

以

上の大きさで実験を開始し、放射線単独、

AKT 阻害剤単独、放射線と AKT 阻害剤併用

による抗腫瘍効果を腫瘍体積を測定し、検討

した。 

 

４．研究成果 

 

（１）サイクリン D1 過剰発現による放射線

耐性の獲得 

 

我々はがん細胞が分割照射によって一月

以内に放射線耐性を獲得し得ることを明ら

かにした。我々が樹立した獲得放射線耐性細

胞では、細胞周期の進行を制御する G1 サイ

クリン、サイクリン D1が過剰発現している。

サイクリン D1 の発現量はグリコーゲン合成

酵素リン酸化酵素 GSK3beta によるリン酸化

によって制御される。サイクリン D1 は

GSK3beta にリン酸化された後、核外に排出さ

れ、ユビキチン依存性に分解される。しかし、

獲得放射線耐性細胞では分割照射で誘導さ

れる DNA 損傷が DNA 損傷センサーである

DNA-PK を介して、AKT 経路を活性化する。AKT

は GSK3beta をリン酸化し、不活性化するた

め、GSK3beta によるサイクリン D1 の分解は

抑制される。このため、分割照射による AKT

経路の活性化によって、サイクリン D1 は過

剰発現する （図１）。 

サイクリン D1 は本来 G1 期に蓄積し、DNA

合成期（S 期）への進行を促進し、S 期にお

いて分解される。しかし、獲得放射線耐性細

胞では AKT 経路が活性化されサイクリン D1

の分解が抑制されるため、DNA 合成期におい

てもサイクリン D1 の発現が観察される。こ

のサイクリン D1 の発現異常は DNA 複製を阻

害し、DNA 損傷を誘導する。サイクリン D1 過

剰発現による DNA 損傷は DNA 損傷応答を誘導

し、DNA 修復機構が活性化される。このため、

獲得放射線耐性細胞では、放射線で新たに誘

導される DNA 損傷は既に活性化している DNA

修復機構によって素早く修復され、細胞死の

誘導が起こらず、放射線耐性を示す。 

図１に我々が明らかにした、サイクリン D1

過剰発現による獲得放射線耐性の分子経路

を示す。 

以上の結果により、がん細胞の獲得放射線

耐性はサイクリン D1 過剰発現が原因である

ことを明らかにした。サイクリン D1 過剰発

現は恒常的な DNA 損傷応答と効率的 DNA 修復

を引き起こし、がん細胞は放射線耐性を獲得

する。 

 

（２）AKT 阻害剤による獲得放射線耐性の抑

制 

 

がん細胞の獲得放射線耐性はサイクリン

D1 過剰発現が原因であることから、サイクリ

ン D1 を標的に放射線耐性の抑制が可能であ

ることが示唆された。我々はサイクリン D1

の siRNA や AKT 阻害剤を用いて、獲得放射線

耐性細胞のサイクリン D1の発現を抑制した。

これらの処理によって、親株と同様に獲得放

射線耐性細胞では放射線照射後に細胞死が

誘導され、放射線耐性を消失することを明ら

かにした。 

放射線耐性細胞をヌードマウスに移植し

たヒト腫瘍では、分割照射後に腫瘍体積が増

加することから、放射線耐性を示した。しか

し、放射線と AKT 阻害剤を併用することで、



 

 

腫瘍の放射線耐性は抑制されることから、

AKT/GSK3beta/サイクリン D1経路を標的に生

体内においても、放射線耐性の抑制は可能で

あることを明らかにした。 

以上の結果より、我々は分割照射による放

射線耐性には AKT/GSK3beta によるサイクリ

ン D1 過剰発現が原因であることを明らかに

した。この経路を標的にすることで、放射線

耐性を抑制した、新たな放射線治療法の確立

が期待される。 
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