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研究成果の概要（和文）： 
細胞死に関する放射線、温熱および超音波の分子応答機構解明を検討した。HeLa細胞における

TAK1の安定的ノックダウンは、放射線によるコロニー形成能の低下とアポトーシスの割合も増

加させた。同細胞で DNA-PKを阻害は温熱アポトーシスを増強し、これに関係する遺伝子として

NR1D1 を同定した。さらに NR1D1 ノックダウンと温熱を併用すると、アポトーシスの増強効果

が得られた。超音波による細胞死については、DNA-PK/Akt経路が優位に働いて調節しているこ

とを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Molecular mechanism of cell death induced by ionizing radiation, heat or ultrasound was 
examined. Stable knockdown of TAK1 caused increase in subG1 fraction and apoptosis induced 
by X-rays in HeLa cells. Inhibition of DNA-PK increased heat-induced apoptosis in HeLa 
cells and the knockdown of an identified gene, NR1D1, also enhanced apoptosis. For the 
cell death induced by ultrasound, cell death signal is modulated by the balance between 
p53 and Akt via ATM and DNA-PK and the pathway of DNA-PK/Akt is predominant in sonicated 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 

超音波はその利用技術が進み、現代医療にお

いて診断領域のみならずがん治療や骨折治

療など、治療にも用いられるようになってき

た。当初、細胞に対しては Lysis（溶解）を

起こすだけと思われていた超音波も細胞内

の遺伝子発現を変化させ、アポトーシスやオ

ートファジーを誘導することも報告される
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ようになってきた。また、最近では、放射線

と同様に DNA二本鎖切断が起こることが判明

した。これらの知見は放射線や温熱と同様の

生物学的効果である。放射線や温熱は癌治療

に用いられており、その生体作用は異なる。

一方、細胞の損傷応答は共通性があるものの、

詳細な機構は依然不明な点が多い。  

 
２．研究の目的 

細胞死に関する放射線、温熱および超音波の

分子応答機構解明を目的とする。当研究室で

は放射線、温熱、および超音波誘発アポトー

シスについて細胞内活性酸素が、その増感と

防護に重要な役割を果たしていることを明

らかにしてきた。しかし、その制御機構、特

に分子間の相互関係について、体系的に十分

解明されたとはいいがたい。ここに用いた３

因子の作用機構は本質的に異なるが、DNA 二

本鎖切断の生成やアポトーシス実行過程は

共通している。問題は上流の細胞内情報伝達

にある。本研究では放射線、温熱、および超

音波によるアポトーシス(細胞死)の分子機

構と関連する遺伝子の相互作用について網

羅的遺伝子発現ネットワーク解析法により、

特に細胞内酸化ストレスによる制御に注目

して比較検討する。 

 

３．研究の方法 

実験にはヒトリンパ腫細胞株 U937、子宮癌由

来の HeLa細胞を用いた。細胞死はコロニー

形成法により検討を行った。アポトーシスを

カスパーゼ 3の切断と SubG1期の細胞の割合

を指標として定量した。細胞周期の変化はフ

ローサイトメトリーにて検討した。また遺伝

子発現変化を GeneChipを用いたマイクロア

レイにて解析した。 

 

４．研究成果 

(1)TAK1 による放射線誘発細胞周期停止と細

胞生存の促進 

Transforming growth factor beta 1 

activated kinase 1 (TAK1) は、NF-kB, p38 

MAPK, JNK などのリン酸化に関与し、種々の

ストレスに対して細胞保護的な役割を果た

すことが知られている。しかしながら、放射

線照射下における TAK1 の役割については不

明な点が多い。そこで我々は、TAK1を安定的

に発現抑制した HeLa 細胞を用いて、放射線

感受性および遺伝子発現変化について検討

を行った。TAK1 の安定的ノックダウン(KD)

は、放射線によるコロニー形成能の低下とカ

スパーゼ 3 の切断を促進し、SubG1 期の細胞

の割合も増加させた。また TAK1 KDにより放

射線により誘発される細胞周期の停止が部

分的に抑制されたことから、放射線感受性増

加の一因として TAK1 KDによるチェックポイ

ント機構の抑制が考えられる。一方で TAK1

の下流分子とされる NF-kB, p38 MAPK, ERK

リン酸化の誘導に関しては、TAK1 KD による

抑制は認められず、TAK1 KD による放射線感

受性の増加は他の標的分子が役割を担って

いると考えられる。GeneChip による網羅的遺

伝子解析手法により、TAK1 KD 細胞と対照細

胞において、放射線照射による細胞周期関連

遺伝子の発現変化に差が認められた。バイオ

インフォマティクスツールを用いてネット

ワーク解析を試みたところ、CDKN1A (p21) 

を中心とした遺伝子ネットワークが対照細

胞で同定された一方、TAK1 KD 細胞ではネッ

トワークが断片的であった。実際に対照細胞

において、p21 の発現を siRNA により抑制し

たところ、放射線による細胞周期の停止を抑

制し、SubG1 期の細胞の割合を増加させた。

以上より、TAK1は NF-kB、 p38 MAPK、ERKの

リン酸化状態にかかわらず、p21 の転写を介

して、放射線誘発細胞死に対して防御的に働



いているものと推測される。 

 

(2) 温熱による DNA損傷とアポトーシス 

温熱による p53を介したアポトーシス調節機

構は古くから研究されている。温熱に対する

感受性における ATMの関与は種間で差がある

ものと思われる。DNA-PK に関しては、その構

成因子である Ku サブユニットが特に熱感受

性であり、温熱処理後は一過的に機能が抑制

され、その後経過時間依存的にリン酸化能が

回復することが知られている。マウスの

DNA-PKcs/Ku 欠損株では温熱感受性が増加す

ることが報告されており、そのメカニズムと

して DNA-PKを介した転写因子 HSF1の活性調

節が示されている。しかし、ヒト細胞におい

ても DNA-PKが HSF1の活性化に寄与するかに

ついては疑問であった。そこで DNA-PK が温

熱誘発細胞死をヒト細胞株でも調節してい

るかどうか検証した。HeLa 細胞に、DNA-PK

特異的阻害剤である Nu7026および Nu7441を

前処理し、44℃で 60 分間温熱処理した。処

理後 24 時間時点で、薬剤併用群におけるク

ロマチン凝縮の割合の増加と切断型カスパ

ーゼ３発現の増加が認められた。DNA-PKcsを

標的とした siRNA(siDNA-PKcs)を導入した

HeLa細胞でも同様の現象が認められたが、一

方で HSF1 下流である HSP70 および HSP40 タ

ンパク発現の減少は認められなかった。

siRNA 導入後、温熱処理した HeLa細胞におけ

る遺伝子発現データを取得したが、HSP70 を

コードする HSPA1A/HSPA6、HSP40 をコードす

る DNAJB1, HSP27 をコードする HSPB1遺伝子

の mRNA発現量に関しては、いずれも DNA-PKcs

ノックダウン細胞で抑制が認められなかっ

た。このことから、DNA-PK を介した HSF1 の

調節はげっ歯類細胞のみに見られる現象で

あり、ヒト細胞では別の細胞死調節機構が存

在すると考えられた。そこで、コントロール

siRNAおよび siDNA-PKcsを導入した両細胞間

において、温熱処理 6時間後に発現変化する

遺伝子を網羅的に同定し、パスウェイ解析に

より遺伝子ネットワークを形成した。その結

果 NR1D1 や BIRC3を含む、アポトーシス抑制

に関連する遺伝子のネットワークを同定し

た。これらの遺伝子は、コントロール siRNA

導入細胞では温熱処理により発現上昇して

いたが、siDNA-PKcs導入細胞では発現上昇が

なかったことから、DNA-PKcs の下流として発

現調節を受けている可能性が高いと思われ

る。実際にこの分子群がアポトーシスの抑制

に寄与しているかを検討するために、ネット

ワーク内に含まれる NR1D1と BIRC3について

ノックダウンを試みたところ、温熱処理条件

下でアポトーシスの増強を認めた。 

 

(3)温熱による細胞周期チェックポイントの

活性化 

温熱が ATM や Chk2 を活性化する事はこれま

でに報告されているが、ATR-Chk1 の活性化や、

それらの G2/M arrest への関与はこれまで検

討されていなかった。そこで我々はまず、ヒ

トリンパ腫細胞株 Jurkatを 44℃で 30分処理

後、ATR のリン酸化が起こるかどうかを検討

した。興味深い事に、活性化の指標である ATR 

Ser428 部位のリン酸化は温熱処理直後から

観察され、ATM Ser1981 部位のリン酸化より

も早く起きていることがわかった。下流のエ

フェクター分子である Chk1や Chk2について

も同様に、Chk1 の Ser345 部位のリン酸化が

温熱処理直後から起こる一方、Chk2の Thr68

部位のリン酸化は温熱処理直後ではわずか

であった。Chk1 リン酸化は Ku55933処理でわ

ずかに減少するが、シザンドリン B や CGK733

の前処理により大幅に減少することから、温

熱による Chk1リン酸化についても、ATMより

ATR 依存的であることが明らかとなった。温



熱処理 12 時間後では、G2 期の細胞の割合は

未処理の細胞と比較して約 10%増加していた

が、Chk1 阻害剤 SB218078前処理や Chk1を標

的とした siRNA の導入によって、未処理の細

胞とほぼ同程度となった。一方、Chk1を抑制

した細胞群では SubG1期の細胞の割合が増加

していたことから、チェックポイント機構の

破綻により細胞死が誘発されたと考えられ

る。この現象は HeLa 細胞や前立腺癌細胞株

PC3、ヒト口腔扁平上皮癌細胞株 HSC-3 でも

同様に認められた。このことから、ATR-Chk1

経路が、温熱処理した細胞において、G2/M期

での細胞周期停止と細胞生存の促進に関与

していることが明らかとなった。これまで温

熱領域では、ATM に着目した研究がなされて

きており、我々も ATM 阻害剤による Chk1 の

リン酸化の減少や、Annexin V 陽性アポトー

シス細胞の割合の増加を確認している。しか

し、温熱処理した細胞では、ATR の活性化は

ATM よりも早期に観察される。また ATR を阻

害した場合には、Chk1 のリン酸化が ATMを阻

害した場合よりも抑制されることに加え、

Annexin V 陽性細胞の割合の増加も見られる

ことから、温熱誘発細胞死の制御には ATR が

重要な役割を担っていると考えられる。 

 

(4) 超音波による DNA二本鎖切断の誘発と細

胞死の関係 

超音波における DNA損傷に関連するアポトー

シス調節機構についての検討は殆どない。そ

こで p53 を欠失する U937 細胞、野生型 p53

を有する Molt-4細胞(Molt-4/V)、p53を安定

的に KD した Molt-4 細胞(Molt-4/shp53) を

用いて、ATMや DNA-PK が 

超音波誘発アポトーシスを調節しているか

検討した。U937 細胞に超音波を照射した場合

に、X線照射と同様、Aktの Ser473部位がリ

ン酸化されることが判明した。一方 Molt-4/V 

 

 

図 1.超音波による DNA損傷により活性化され

る細胞死のシグナル伝達。 

（左上）超音波照射後 1時間時点における Akt

のリン酸と、6時間における p53のリン酸化。

（左中・下）Ku55933および Nu7026が、超音

波照射した細胞の Aktリン酸化と細胞死に及

ぼす影響。（右）超音波による DNA 損傷を介

したアポトーシス調節シグナル。超音波によ

る二本鎖切断の特徴として、DNA-PKが ATM よ

りも強く活性化される結果、Akt による細胞

生存シグナルが優位となる。 

 

細胞に照射した場合には、照射後一過的にリ

ン酸化の減少が見られたが、Molt-4/shp53 細

胞では照射１時間で増加していることから、

既報の p53を介した Aktリン酸化抑制機構が

同様に働いていると思われる。Nu7026により

DNA-PKを抑制した時、いずれの細胞において

も Aktのリン酸化レベルが低下し、切断型カ

スパーゼ 3の増加、断片化 DNAの増加、およ

び SubG1 期の割合の増加が認められた。

DNA-PKに対する siRNAの導入によっても同様

の減少が認められたことから、超音波により

活性化した DNA-PK は、p53の有無にかかわら

ず、Akt をリン酸化することで細胞死を負に

調節していると考えられる。超音波照射した

Molt-4/V 細胞において、DNA-PK の p53 リン

酸化能は低く、照射６時間時点において

Nu7026による抑制は認められなかった。一方、

Ku55933 処理により照射後いずれの時点にお



いても p53のリン酸化が抑制された。しかし

Ku55933 前処理による切断型カスパーゼ３の

低下はあったが、Akt のリン酸化レベルも同

時に低下しており、死細胞の数に関しては減

少傾向で有意差は見られなかった。以上より、

ATMと DNA-PKを介した p53と Aktの活性化の

バランスによって、超音波による細胞死誘導

のシグナルが調節されているが、超音波照射

した細胞では DNA-PK/Akt 経路がより優位に

働いていると考えられる（図 1）。 
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