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研究成果の概要（和文）：腫瘍内低酸素細胞は放射線抵抗性であり転移や治療後の再発原因として問題視されている。
我々は腫瘍内低酸素領域で誘発されるアポトーシスを非侵襲的，かつリアルタイムに可視化するシステムは治療探索に
有用なツールであると考え、そのシステム構築を目的とした。環状型ルシフェラーゼを低酸素応答プロモーターで制御
するアポトーシス可視化システムを構築し、二次元、三次元培養下で低酸素分圧下のみのアポトーシス細胞のリアルタ
ム可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：The presence of hypoxic regions within solid tumors is caused by an imbalance 
between cell proliferation and angiogenesis. Such regions may facilitate the onset of recurrence after 
radiation therapy and chemotherapy, as hypoxic cells show resistance to these treatments. The 
non-invasive real-time imaging system to monitor hypoxic cell apoptosis is considered to be useful system 
for screening and evaluation of therapeutic approaches targeting the hypoxic cells. We thus started 
developing the imaging system for hypoxic cell apoptosis. The imaging system in which cyclic luciferase 
gene was expressed under the control of the hypoxic responsive promoter has successfully made it possible 
to visualize real-time hypoxic cell apoptosis in vitro.

研究分野： 放射線生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 固形腫瘍には細胞増殖と血管新生の不均

衡に起因する低酸素細胞領域が存在する。こ

の領域は不十分な栄養状態と低酸素分圧下

であるため，生存した状態ではあるが細胞分

裂を一時停止した休止期細胞（Q 細胞）を多

く含む。また，近年，この領域はがん幹細胞

のニッチであるとも考えられている。放射線

治療は DNA に作用点を持つため，Q 細胞より

増殖細胞に強く殺細胞効果を示す。また，細

胞内の酸素濃度は放射線の生物効果の１つ，

酸素効果に影響を与えるため低酸素分圧下

ではDNAへの損傷が少ないことが知られてい

る。このため，低酸素細胞領域における Q細

胞は休止期による放射線抵抗性と弱い酸素

効果のため治療後においても残存する可能

性があり，再発の原因として問題視されてい

る。つまり，がん組織内に存在する低酸素領

域のアポトーシスを非侵襲的リアルタイム

に可視化するシステムは，その領域をニッチ

とするがん幹細胞を標的とした抗がん剤の

探索または，放射線分割照射条件，投与線量

の最適化等の放射線治療法の評価に有用な

システムと考えられる。 

 

２．研究の目的 
 腫瘍内低酸素細胞領域で誘発される細胞死

（アポトーシス）を非侵襲的，かつリアルタ

イムに可視化するシステムを構築すること。 

 

３．研究の方法 
(1)使用した細胞 

細胞には，ヒト由来の前立腺癌細胞 LNCap，

アフリカミドリザルの腎由来の CV-1 細胞を

SV40 複製開始点欠損株でトランスフォーム

し樹立した COS-7 細胞と Chang 肝細胞（HeLa

亜株）を用いた。これら細胞株は，10％牛胎

児血清を含む RPMI1640 培養液にて 37℃，5% 

C02環境下で培養をおこなった。 

(2)プラスミドの構築 

・アポトーシス可視化システムの構築 

構築した2つのアポトーシス可視化システム

の遺伝子構造を図 1に示す。アポトーシスカ

スケードにより活性化型に変化したカスパ

ーゼ 3（Casp3）により特異的認識切断される

アミノ酸配列 DEVD とタンパク分解促進配列

NDS をルシフェラーゼ（Luc）遺伝子下流に挿

入した NDS 付加型 Luc システムを構築した。

また，Luc 遺伝子を N 末端側と C 末端側に 2

分割後，プロテインスプライシングに関与す

る配列DnaEをそれぞれの断片末端に結合し，

2 断片配列間に DEVD 配列を挿入した環状型

Luc システムを構築した。 

・低酸素応答プロモーターの構築 

 構築した低酸素応答プロモーターを図2に

示す。環状型 Luc 遺伝子の上流に 4，6，12

の低酸素応答エレメント（HRE）と TATA box

を含むオリゴヌクレオチド配列を挿入し低

酸素応答プロモーターを構築した。また，高

い転写活性を有するプロモーターへの改良

のため TATA box 配列を CMV プロモーターコ

ア配列へ組み換えたプロモーターを構築し

た。 

（3）アポトーシス可視化株の構築 

 CMV プロモーターまたは HRE/CMV プロモー



ターコア配列により環状型Luc遺伝子を発現

制御するプラスミドをChang細胞染色体内に

導入した安定発現株，CMV 型アポトーシス可

視化株および低酸素応答型アポトーシス可

視化株を構築した。 

 (4)発光量測定 

 図 1または図 2に示す配列を有するプラス

ミドを，COS-7 細胞と Chang 細胞にそれぞれ

遺伝子導入した。酸素分圧を 0.1% O2 に調整

した低酸素環境下で細胞を培養後，カスパー

ゼ 3 を活性化する抗がん剤，エトポシド

（Etop），スタウロスポリン(STS)，マイトマ

イシン C（MTC），また低酸素分圧下のみでラ

ジカルを生成し細胞毒性を示す低酸素活性

化生体還元剤，ティラパザミン（TPZ）を細

胞に添加しアポトーシスを誘発した。発光量

の測定にはルミノメーターを用いた。各試料

の発現誘導率は大気酸素分圧下，薬剤非添加

試料の発光値を基準として算出した。 

(5)アポトーシス細胞のリアルタイムイメー

ジング 

 NDS 付加型 Luc システムを一過性に遺伝子

導入した細胞，CMV 型アポトーシス可視化株

および低酸素応答型アポトーシス可視化株

を用い，Etop，STS，MTC または TPZ でアポト

ーシスを誘発した。その後，ビートルルシフ

ェリン含有 PBS で培養液を置換し，ルミノイ

メージアナライザーを用いアポトーシス細

胞のリアルタイムイメージングをおこなっ

た。スフェロイド内におけるアポトーシス細

胞のリアルタイムイメージングには，三次元

培養プレートで3週間培養した低酸素応答型

アポトーシス可視化株のスフェロイドを用

い，上記と同様な方法でアポトーシスを誘発

後，ルミノイメージアナライザーを用いアポ

トーシス細胞の可視化をおこなった。 

 

４．研究成果 

(1)NDS付加型Lucシステムによるアポトーシ

ス細胞の可視化 

 NDS 配列を付加したタンパク質はプロテア

ソームによる分解を受け，細胞内発現が著し

く低下することが知られている。つまり，発

光基質ルシフェリン存在下，化学発光を触媒

する Lucの下流に NDS配列を付加したキメラ

タンパク質はその配列機能により発現量は

抑えられ，細胞としては低い発光量を示すと

予測される。一方，Casp3認識配列であるDEVD

を Luc と NDS 配列間に挿入したキメラタンパ

ク質は，アポトーシス実行時に Casp3 により

切断されるため，NDS 配列を介したタンパク

質分解が起こらず，細胞内に Luc が蓄積し発

光量が増大すると予測される。すなわち，こ

のキメラタンパク質を用いたシステムは，生

体内で引き起こされるアポトーシスを光信

号に変換し，それを検出することで非侵襲的

にアポトーシスのイメージングを可能にす

る。実際に Luc 下流に DEVD と NDS 配列を付

加したキメラタンパク質はアポトーシスに

より発光値を上昇させるのか検証するため，

抗がん剤である Etop と STS による Luc 発光

量変化を測定した。Etop 添加試料の発光値は

非添加試料と比較し，濃度依存的に上昇し

800μM においては約 75 倍と高い相対 Luc 発

現率を示した。STS 添加試料においても，濃

度依存的に相対 Luc 発現率は上昇した。つま

り，構築したキメラタンパク質はアポトーシ

スに応答し発光する機能を有すると考えら

れる。Etop 添加試料の発光値の経時変化に関

しては，添加 6時間後まで添加直後と比較し

発光値の有意差は認められなかった。しかし，

その後，発現値は上昇し 48 時間後の発現誘

導率は約 26 倍を示し，経過時間に伴い上昇

することが示された。構築した NDS 付加型ア

ポトーシス可視化システムを用い in vitro

でのアポトーシス細胞の可視化を試みた。

Etop 添加試料では細胞死が引き起こされる

ため，非添加試料と比較し細胞数が少ないに

も関わらず強い発光が検出され in vitro で

のアポトーシス細胞のリアルタイム可視化



に成功した。しかし，発光値の単位時間当た

りの上昇率は低く，生体内でのマクロファー

ジによるアポトーシス細胞の貪食処理過程

が短時間に行われることを考慮すると，NDS

付加型 Lucシステムによる生体内アポトーシ

スの可視化は困難であると考えられた。 

 (2)低酸素応答型環状Lucシステムの構築と

その発光特性 

 プロテインスプライシングとは，ポリペプ

チドのインテインが取り除かれエクステイ

ンが連結する反応過程である。小澤らは，Luc

を N末端側と C末端側に分割後，その配列間

に DEVD 配列を挿入し，Luc の N末端と C末端

をプロテインスプライシングにより結合す

る環状型Lucを合成しアポトーシスの可視化

を試みた。立体構造変化により環状型 Luc の

発光値は低いが，Casp3 により DEVD を切断さ

せることで活性の高い Luc が再構成し，アポ

トーシス細胞の可視化に成功した（A. Kanno 

et al., Angew. Chem. Int. Ed 2007, 46, 

7595-7599）。我々は，この環状型 Luc 遺伝子

を低酸素応答プロモーターで発現制御する

ことで低酸素細胞領域内のアポトーシス細

胞を非侵襲的にリアルタイムイメージング

できると考え，このシステムを構築し，その

誘導特性評価を行った。低酸素応答型アポト

ーシス可視化ベクターの開発のため，環状型

Luc 遺伝子上流にコードされる遺伝子発現調

整領域内の HRE 数を 4，6，12 と変化させた

ベクターを構築し，低酸素分圧下でアポトー

シス誘発により最も高い発光量を示すHRE数

の探索を行った。その結果，6 個 HRE を挿入

したベクターが，低酸素分圧下 STS 添加群で

4個または12個HREを挿入したベクターと比

較し高い発光量を示した（図 3）。また，Etop，

MTC や TPZ 添加においても同様な結果が得ら

れた。これらの結果より，6 個の HRE の組合

せが環状型Luc遺伝子を制御する配列とし最

適であると考えられた。しかし，上記実験に

用いた COS-7 細胞は非腫瘍原性のため，マウ

スに播種しても担癌マウスに至らず in vivo

実験への進展は望めない。このため，腫瘍原

性を有すChang細胞を用い発光量測定を行っ

た。COS-7 同様，低酸素分圧下 STS 添加群で

最も高い発光量を示したが，その値は低く in 

vivo イメージングへの応用は難しいと考え

られた。このため，基本転写レベルを向上さ

せる CMVプロモーターのコア配列を TATA box

と組み換えたプロモーター6HREs/CMVcore を

構築しプロモーター6HREs と発光量比較を行

った。その結果，6HREs/CMVcore の発光量は

6HREs と比較し約 4 倍向上し in vivo イメー

ジングを可能にする発光量となった。また，

この発光値は酸素濃度上昇と共に減少する

ことを確認した。 

（3）低酸素細胞アポトーシスのリアルタイ

ムイメージング 

 上記で構築したCMVプロモーターにより環

状型Luc遺伝子を発現制御する遺伝子カセッ

テ，または 6HREs/CMVcore プロモーターによ

り環状型Luc遺伝子を発現制御する遺伝子カ

セッテを染色体内に保持した安定発現株を

構築し，ルミノイメージアナライザーを用い

アポトーシス細胞の可視化をおこなった。そ



の結果，CMV 型アポトーシス可視化株におい

て，酸素分圧に関係なく STS 添加試料群は発

光値の上昇を認めた。また低酸素応答型アポ

トーシス可視化株においては，低酸素分圧下

STS 添加試料群のみで発光値の上昇を認め，

in vitroでの低酸素細胞アポトーシスのリア

ルタイム可視化に成功した（図 4）。スフェロ

イドは，酸素濃度，栄養濃度，また細胞膜上

の受容体の発現や糖代謝等，生体内の微小環

境に近い。このため，三次元培養プレートで

3 週間培養した低酸素応答型アポトーシス可

視化株のスフェロイドを用い，スフェロイド

内低酸素細胞領域おけるアポトーシス細胞

の可視化を試みた。イムノブロッティングの

結果，3週間培養したスフェロイドにはHIF-1

αの蓄積が認められ，低酸素細胞領域の存在

を確認した。このスフェロイドに STS を添加

した試料群は非添加試料群と比較し，明らか

に発光値の上昇を認め，スフェロイド内低酸

素領域のアポトーシス細胞のリアルタイム

可視化に成功した（図 5）。今後は，構築した

安定発現株を用い担がんマウスを作製し，腫

瘍内低酸素細胞領域で誘発されるアポトー

シスの可視化を試みる予定である。 
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2013.8] 

3. 鍵谷 豪，小川良平，畑下昌範，田中良和，

尾崎匡邦，山下 慶，中村美月，福田茂一，

松本英樹 アポトーシス可視化システム

の構築とその特性評価 –低酸素領域にお

けるアポトーシス細胞の可視化を目指し

て- 第５１回日本放射線腫瘍学会生物部

会学術大会 艮陵会館 記念ホール（宮城

県仙台市）2013.7.5-6 [第４２回放射線

による制癌シンポジウム，第５１回日本放

射線腫瘍学会生物部会学術大会講演要旨

集 p.48 2013.7] 

4. 鍵谷 豪，小川良平，畑下昌範，田中良和，

幸田華奈，尾崎匡邦，山下 慶，福田茂一，

松本英樹 ニトロオキシド化合物テンポ

ールを用いた低酸素細胞に対する殺細胞

効果の増強 –低細胞毒性ニトロキシド化

合物の探索と殺細胞効果増強の評価- 第

５０回日本放射線腫瘍学会生物部会学術

大会 健康文化村カルチャーリゾート 

フ ェ ス ト ー ネ （ 沖 縄 県 宜 野 湾 市 ）

2012.6.29-30 [第４１回放射線による制

癌シンポジウム，第５０回日本放射線腫瘍

学会生物部会学術大会講演要旨集 p.39 

2012.6]  
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