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研究成果の概要（和文）： 

放射線照射によって DNA 二重鎖切断依存的に損傷シグナル伝達経路の活性化に伴って細胞死

など様々な生物反応が誘導されている。近年では、その損傷シグナルが増幅されることで効果

的に細胞死を誘導する事が示唆されてきた。本研究課題では損傷シグナルの増幅度合が正常細

胞に比べてがん細胞で低下している事、損傷シグナルの増幅に細胞周期依存性がある事を明ら

かにした。今後、シグナル増幅の詳細な分子機構が明らかになる事で、がん細胞特異的な放射

線増感作用を高め、効果的な放射線治療法の開発が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 
DNA double-strand breaks trigger activation of signal transduction pathways including 
induction of cell death. Recently, it is suggested that the amplification of DNA damage 
signaling could be related to the effective cell death induction. In this study, we 
revealed that the amplification of DNA-damage signaling was suppressed in tumor cell lines. 
We also demonstrated cell cycle phase-dependency in the amplification of DNA-damage 
signaling. 
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１．研究開始当初の背景 

 殺腫瘍細胞効果を期待する放射線療法で
は、放射線治療領域に必ず正常細胞が含まれ
る。そのため、正常細胞よりも放射線感受性
が高い腫瘍に対する放射線療法が効果的で
あると考えられるが、実際は正常組織と比較
した腫瘍の放射線感受性はほぼ等しいか、や
や感受性である事が知られている。 

 正常組織あるいは腫瘍由来の培養細胞を
用いてコロニー形成法による放射線感受性
試験を行うと、6 Gy 以上の高線量域で両者に

顕著な差が見られる。高線量域の放射線照射
を受けた正常細胞はコロニー形成能を失う
が、その一方で腫瘍細胞では高線量域におい
ても生存細胞が残っている。近年では腫瘍部
位への照射技術の向上により高線量小分割
照射法が採用されるようになっており、高線
量域におけるがん細胞の放射線抵抗性分子
機構の解明は、高線量治療時の放射線増感法
開発への応用が期待される。 

 正常線維芽細胞、あるいはヒト固形腫瘍由
来細胞株では高線量照射によって誘導され
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る主要な細胞死形態が、老化細胞と類似した
形態変化を伴う不可逆的増殖停止を特徴と
する老化様増殖停止である事を申請者のグ
ループは明らかにしてきた。高線量照射によ
って生じる損傷が修復されずに長期間にわ
たって残存すると、細胞周期チェックポイン
ト機構が持続的に活性化することで不可逆
的増殖停止を誘導する。この不可逆的な細胞
増殖の停止はコロニー形成能を消失させる
事から細胞死と見なされている。放射線照射
後のアポトーシス誘導頻度は正常線維芽細
胞で 10%未満、がん細胞では数十%程度であ
り、残る細胞死形態は老化様増殖停止である。
すなわち、老化様増殖停止が十分に誘導され
なかったがん細胞が本研究における放射線
抵抗性細胞の対象となる。 

 DNA 二重鎖切断は放射線によって生成さ
れる最も致死的な損傷である。そのため放射
線増感法の手段として、効果的な DNA 二重
鎖切断の導入が考えられてきた。近年では、
DNA二重鎖切断を鋭敏な方法で検出し、個々
の細胞単位での定量を可能とする手法が確
立された。DNA 二重鎖切断付近では様々な
DNA 修復関連因子、及びシグナル伝達因子
が集積し、加えて損傷付近のヒストンタンパ
ク質の修飾が明らかにされてきた。このよう
な因子を蛍光免疫染色法によって可視化す
る事で、例えば、53BP1 やリン酸化 H2AX

などがフォーカスと呼ばれる斑点状のシグ
ナルを核内で形成し、個々のフォーカスを
DNA 二重鎖切断として検出、定量すること
が可能となった。そこで、放射線感受性の異
なる様々ながん細胞において放射線照射後
の残存フォーカス数の検討が試みられたが、
放射線感受性との相関は見られない事が報
告されている。すなわち、DNA 二重鎖切断
の修復活性以外の要因によってがん細胞の
放射線抵抗性が付与される可能性が示唆さ
れる。 

 申請者のグループは放射線照射後にフォ
ーカスの大きさが継時的に増大する事、照射
数日後には巨大化したフォーカスのみが残
存し、照射数週間以降も残存している事、老
化様増殖停止誘導細胞でも巨大化フォーカ
スが残存する事を報告した。老化様増殖停止
の誘導で中心的な役割を担う p53 は ATM 依
存的なリン酸化を受けて活性化するが、ATM

も DNA 二重鎖切断領域で自己リン酸化によ
り活性化し、更にはリン酸化 ATM によるフ
ォーカスも継時的に巨大化することも確認
されている。リン酸化 ATM フォーカスのサ
イズは、ATM 依存的なリン酸化部位の一つ
である p53 セリン 15 部位のリン酸化レベル
と相関があった事から、放射線誘発フォーカ
スは DNA 二重鎖切断の局在を示すだけでは
なく、その大きさによって DNA 二重鎖切断
損傷シグナルの大きさを示す可能性が示唆

された。すなわち、巨大化フォーカスは DNA

損傷シグナルの増幅を示す可能性が考えら
れる。 

 正常細胞と野生型p53を発現するがん細胞
で、p53 が関与する反応の一つである G1 期
チェックポイント機構を活性化するために
必要な放射線量が異なる事が報告されてい
る。正常線維芽細胞では 2 Gy の放射線によ
り有意に G1 期停止が誘導されるが、野生型
p53 を発現している乳がん細胞株 MCF-7 で
は 2 Gy では顕著な G1 期停止が見られず、6 

Gy 以上の放射線量がこの増殖停止に必要で
ある事が示されている。MCF-7 でも高線量
放射線照射によって老化様増殖停止が誘導
されるため、正常細胞とがん細胞で見られる
p53 活性化の程度の違いが細胞死誘導能、す
なわち放射線感受性の違いとして示されて
いる可能性がある。本研究課題では正常細胞
とがん細胞における DNA 損傷シグナルの増
幅をフォーカスサイズの増大を指標に調べ、
フォーカス増幅に関与する因子を探索する。 

 

２．研究の目的 

(1) 正常細胞とがん細胞において、リン酸化
H2AX、及び 53BP1 による放射線誘発
フォーカスのサイズの変化を放射線照
射後から継時的に観察する事で、両者に
DNA 損傷シグナル増幅の程度に差があ
ることを検討する。 

 

(2) 放射線誘発フォーカスの巨大化に関与
する因子の探索を行い、がん細胞で抑制
されている経路を調べる。H2AX リン
酸化の意義としてクロマチン構造の弛
緩が考えられているが、癌細胞では
DNA あるいはヒストンタンパク質のメ
チル化酵素活性が高い事、あるいはポリ
コーム構成因子がリン酸化 H2AX 局在
部位へ集積する事が報告されており、が
ん細胞における局所的なメチル化活性
の亢進がフォーカス巨大化の抑制に機
能する可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 蛍光免疫染色による放射線誘発フォー
カスの可視化 
 正常細胞とがん細胞でのフォーカスサイ
ズの継時的変化を調べる目的で、正常細胞と
して hTERTで不死化した皮膚由来線維芽細胞
BJ-hTERT を、がん細胞として乳がん細胞株 
MCF-7、前立腺癌細胞株 PC-3 を用いた。カバ
ーガラス上に播種された各細胞は 2 Gy の X
線照射 1、6、12、24、72、120時間後に固定
された。細胞固定は 4 %パラホルムアルデヒ
ド溶液で 10 分間処理した後、0.5%トライト
ン X-100溶液を氷上で 5分間処理する事で膜
透過処理を行った。放射線誘発フォーカスの



検出はリン酸化 ATM (Ser1981)、リン酸化
H2AX (Ser139)、53BP1をそれぞれ特異的に認
識する 1次抗体、G2期細胞の検出には CENP-F
を特異的に認識する 1 次抗体を 5 %ドライミ
ルクを含むトリスバッファー (TBS-DT)で希
釈後、固定したサンプルにのせて 37˚C で 2
時間処理した。1次抗体は PBS-で洗浄後、2
次抗体として Alexa488、あるいは Alexa594
が結合しているマウスまたはウサギ IgG抗体
を TBS-DTに希釈した溶液をのせて 37˚C で 1
時間処理した。細胞核の対比染色は DAPI染
色を行った。 
 
(2) shRNA導入による Bmi-1 発現抑制株の作
成 
Bmi-1 に対する shRNA配列を含むレンチウィ
ルスベクターとエンベロープ、パッケージン
グベクターを 293Tへ導入 48時間後に培養上
清を回収、フィルターろ過後、MCF-7あるい
は PC3へ処理し、3 日間培養した。その後、
Bmi-1 に対する shRNAを安定的に発現する細
胞をピューロマイシン耐性細胞株として選
択した。Bmi-1の発現抑制は細胞核抽出物を
用いたウェスタンブロット法により確認後、
(1)で記載した方法によって蛍光免疫染色を
行った。 
 
(3) 生細胞イメージングによる細胞周期と
53BP1 動態の解析 
生細胞イメージングで利用される G2期の細
胞周期マーカーである mKO2-hGemininを
MCF-7 へ導入した細胞を作成した。G2期マー
カーの導入は(2)で記載した方法と同様にレ
ンチウィルスシステムを用いた。G2期マーカ
ー導入細胞は薬剤選択をせずに、mKO2を発現
しているクローンを単離した。単離された細
胞は更に、ヒト 53BP1の DNA 結合ドメイン断
片とその N末端側に mCherry を融合した
mCherry-BP1-2をレトロウィルスシステムに
より導入後、ピューロマイシンによる薬剤選
択によって mCherry-BP1-2が安定的に発現し
ている細胞を回収した。 
 
４．研究成果 
(1) がん細胞における放射線誘発フォーカ
スサイズ増大の抑制 
 正常細胞とがん細胞の間に、放射線照射後
の継時的なフォーカスサイズの増大過程差
が見られるかを検討した。2 Gyの放射線を照
射された正常細胞 BJ-hTERT 細胞では、照射 1
時間後では微細なフォーカスが細胞核の至
る所で多数観察された。その後、微細なフォ
ーカスは継時的に減少するが、照射 6時間後
では部分的にサイズが増大し始めるフォー
カスが観察され、その後の時間経過とともに
徐々にサイズが増大するフォーカスが多数
観察された。照射 72、120時間後では巨大化

したフォーカスのみが残存していた。 
 同様にフォーカスサイズの検討を MCF-7で
行った。MCF-7 でも照射 1 時間後では正常細
胞と同様に微細なフォーカスが観察され、照
射 3日後、あるいは 5日後に残存するフォー
カスは照射 1時間後のフォーカスに比べてそ
のサイズは増大していた。しかしながら、
MCF-7 で照射 72、あるいは 120時間後に観察
されたフォーカスのサイズは同じ条件で
BJ-hTERT で検出されるフォーカスサイズよ
りも小さいことがしめされた。よって、MCF-7
ではフォーカス巨大化が抑制されている事
から、DNA 損傷シグナル増幅機構が正常細胞
と比べて弱くなっている事が予想される。 
 正常細胞では照射 72、120 時間後ではほぼ
全ての細胞で巨大化フォーカスが検出され
るが、MCF-7 では照射直後に比べてサイズが
大きいフォーカスをもつ細胞に加えて、照射
直後と同程度の大きさを持つ細胞が観察さ
れた。前者の様式を示すフォーカスは細胞あ
たり 5個以下のフォーカス数として検出され
るが、後者の様式を示すフォーカスは細胞あ
たり 10 個以上のフォーカスを持っており、
DNA 損傷修復が前者のフォーカス様式を持つ
細胞と比べて遅い事が考えられる。このよう
に正常細胞と異なるフォーカス様式は、
MCF-7 以外にも PC3 前立腺癌細胞株で同様に
検出された事から、がん細胞では損傷シグナ
ルの増幅程度が正常細胞と比べて小さい事
が予想される。 
 
(2)がん細胞における Bmi-1 の発現抑制と放
射線誘発フォーカス形成への影響 
 がん細胞では、メチル化酵素活性が正常細
胞と比べて高い事から、DNA、クロマチンレ
ベルで高度なメチル化を受けている事が知
られている。H2AXのリン酸化はクロマチン構
造の弛緩と関連する可能性が示唆されてお
り、がん細胞における高度なクロマチンメチ
ル化は H2AX リン酸化反応を抑制し、結果的
に、フォーカスの巨大化を抑制する可能性が
考えられる。特にヒストンタンパク質のメチ
ル化に関与するポリコーム複合体の構成因
子で、がん細胞で発現が上昇している Bmi-1
は放射線照射後に斑点状の局在様式を示し、
その局在部位はリン酸化 H2AX フォーカスと
一致している事が報告された事から、放射線
照射後では DNA二重鎖切断付近での局所的な
ヒストンメチル化反応によって、放射線誘発
フォーカスの巨大化が阻害される可能性が
ある。そこで、Bmi-1 を shRNA の導入によっ
て恒常的にその発現を抑制した状態でフォ
ーカスの巨大化を検討した。 
 まず、MCF-7 で Bmi-1 の蛍光免疫染色を行
い、放射線照射後のリン酸化 H2AX フォーカ
スとの局在関係を調べた。非照射時では、
Bmi-1 の斑点状のシグナルが複数観察され、



これらはリン酸化 H2AX と局在が一致してい
なかった。放射線照射後では、Bmi-1 は非照
射時とほぼ同数の斑点状シグナルが観察さ
れた。また、そのシグナルは照射 1 時間後で
は特に両者の局在の一致は観察されず、照射
120 時間まで継時的に観察したが、いずれの
時間帯においても Bmi-1の検出様式に顕著な
違いは認められず、リン酸化 H2AX フォーカ
スとの局在も不一致であった。そのため、
MCF-7 同様に Bmi-1 を過剰発現している PC3
を用いて同様の検討を行った。PC3 において
も、Bmi-1 の検出様式は照射前後で変化がな
く、またリン酸化 H2AX とも照射後の時間に
よらず一致している Bmi-1は見られなかった。
そこで、各種固定法、あるいは複数の Bmi-1
に対する抗体など様々な組み合わせで Bmi-1
の検出を試みたが、リン酸化 H2AX と局在が
一致する Bmi-1 は検出されなかった。最後に
先行論文で使用された細胞、固定方法、1 次
抗体を用いて検出を行ったが、我々の手法で
は放射線照射後に Bmi-1 がリン酸化 H2AX フ
ォーカス部位と局在が一致するという結果
は再現できなかった。 
 Bmi-1 の DNA 二重鎖切断付近における局所
的な影響を調べる事が出来なかったため、核
内に広く存在している Bmi-1がフォーカスの
巨大化に及ぼす影響を検討した。そのため、
shRNA をレンチウィルスシステムによって導
入し、安定的に shRNA が発現している MCF-7
を薬剤選択により単離した。それぞれの単離
されたクローンから細胞核成分を抽出し、ウ
ェスタンブロッティングによって Bmi-1の核
内レベルを検討したところ、最も発現抑制さ
れていたクローンでは約 50%以上の抑制効果
が確認された。そこで、このクローンを用い
て放射線照射後のリン酸化 H2AX フォーカス
のサイズを検討したところ、sh-scrを導入し
た対照細胞と同様のフォーカスサイズであ
った事から、Bmi-1 のがん細胞での過剰発現
はフォーカス巨大化を阻害していない可能
性が示唆された。 
 
(3) フォーカス巨大化過程における細胞周
期依存性の検討 
 フォーカスの巨大化過程における細胞周
期の影響を検討するために、G2期で核内に蓄
積する事が知られている CENP-F を認識する
抗体とリン酸化 H2AX を検出する蛍光免疫染
色を行った。核内で CENP-F が検出される
CEPN-F 陽性細胞と核内への局在がみられな
い陰性細胞に区別して解析を行った。放射線
照射 1 時間後では CEPN-F 陰性、陽性細胞と
もに小さな点状のフォーカスが検出され、そ
の後の継時的変化を解析すると CENP-F 陰性
細胞のみで巨大化フォーカスが検出され、
CENP-F陽性細胞では照射 1時間後に観察され
るような点状のフォーカスが多数検出され

た。同様の結果は BJ-hTERTでも検出された。
そのため、細胞周期の G1 期で特異的にフォ
ーカスが増大している事が予想される。 
 そこで、53BP1 フォーカスの動態をより詳
細に、かつ細胞周期状態とカップリングして
解析するために生細胞イメージングを活用
した。そのため、生細胞イメージングで G2
期細胞周期マーカーとして利用されている
mKO2-hGemininを BJ-hTERTあるいは MCF-7に
導入し、mKO2-hGeminin を発現しているクロ
ーンを薬剤選択を用いずに単離した。その後、
53BP1 の動態を調べるために mCherry-BP1-2
を導入後、ピューロマイシンを使った薬剤選
択によって細胞周期と 53BP1の動態を解析で
きる細胞を樹立した。 
 放射線照射直後の mCherry-BP1-2が形成す
るフォーカスのサイズは、照射を受けた時点
での細胞周期によらずほぼ同一の大きさで
あった。G1 期で照射を受けた場合では、その
まま G1 期にとどまり続ける場合には
mCherry-BP1-2 のサイズは継時的に増大して
いく一方で、サイズが大きくならない細胞で
は次の細胞周期へ移行している事が示され
た。G2 期で照射を受けた場合には、G2 期に
とどまり続ける間は mCherry-BP1-2のサイズ
に変化はないが、G1 期へ細胞周期が移行する
とそのサイズが増大する事が明らかとなっ
た。また、放射線照射後では、特に今回用い
た線量域では Bj-hTERTの G2期照射細胞では
分裂期を介さずに G1 期へ移行する分裂期ス
キッピングが誘導されるが、分裂期の通過の
有無に関わらず mCherry-BP1-2 は G1 期でサ
イズが増大する事が明らかとなった。すなわ
ち、DNA損傷シグナルの増幅は G1期特異的に
起こっている事が示された。 
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