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研究成果の概要（和文）：癌の放射線治療において放射線抵抗性細胞の存在は重要である。低酸素細胞は必ず低
栄養状態にあることから低栄養状態も放射線抵抗性に関与していると考えられる。低酸素/低栄養状態での放射
線抵抗性を選択的に解除する分子標的として細胞内栄養センサーmTORに着目した。通常、低栄養状態の細胞にお
いてmTOR活性は抑制され放射線抵抗性を示すが、肝癌細胞においてmTORは活性化され放射線高感受性を示した。
肝癌細胞のmTORの発現抑制によって放射線高感受性が抑制されmTORの放射線抵抗性への関与が示唆された。肝癌
細胞においてmTORは低栄養状態での放射線抵抗性の選択的解除に関与する可能性が本研究によって示唆された。

研究成果の概要（英文）：The presence of radiation resistant cells in solid human tumors is one of 
the most important factors for radiotherapy. In solid human tumors, it is well known that hypoxia 
causes cellular radioresistance and that tumor hypoxia is consistently associated with nutrient 
starvation conditions. To identify molecular targets for selective regulation of radioresistance 
under hypoxic/nutrient starvation conditions, mTOR, known as nutrient sensor, was focused. Under 
nutrient starvation conditions, mTOR activity is thought to be inhibited and cells show 
radioresistance. Liver cancer cell lines, however, showed that mTOR activation and increased 
radiosensitivity under nutrient starvation conditions. Inhibition of mTOR expression by siRNA 
suppresses the increased radiosensitivity under nutrient starvation conditions. This study 
demonstrates for the first time that nutrient starvation conditions activate mTOR and increase 
radiosensitivity through mTOR activation in liver cancer cell lines.

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
 (1)癌の放射線治療において放射線抵抗性

細胞の存在は重要であり、近年では癌幹細胞

の放射線抵抗性が話題となっている。一般に

癌幹細胞は血流から遠い位置にあるため低

酸素状態にあり、低栄養状態でもあることが

知られている。低酸素状態が細胞の放射線抵

抗性に関与することはよく知られているが、

低栄養状態と細胞の放射線感受性との関係

は不明な点が多い。(2)古典的な放射線生物学

では、培養細胞において培地を生理食塩水に

置き換えるなど過酷な条件に細胞を置くと

放射線抵抗性となることが知られており“潜

在的致死損傷からの回復”(Potential Lethal 

Death Repair: PLDR)と呼ばれているが、そ

の分子機構は明らかでない。(3)癌幹細胞と

PLDRという 2つの放射線抵抗性の原因とし

て、低酸素/低栄養状態が共に重要な要素と考

えられる。 
 
２．研究の目的 
 免疫抑制剤/抗癌剤ラパマイシンの酵母に

おける標的たんぱく質 TOR(target of 

rapamycin)の哺乳類のホモログである

mTOR は 複 合 体 1(mTORC1) お よ び

2(mTORC2)を形成する。ラパマイシンは

mTORC1 を特異的に抑制することが知られ

ており、mTORC1 は低酸素・低栄養などの

ストレス状態において、細胞増殖を停止させ、

オートファジーの活性化において中心的な

役割を果たすことが報告されている。また、

ラパマイシンによる放射線増感効果や上流

に位置する AMPK の低栄養状態における放

射線抵抗性の選択性も報告されており、

mTOR の系の阻害によって放射線抵抗性の

癌細胞を選択的に増感できる可能性が考え

られる。しかし、低栄養状態が mTOR の活

性および放射線感受性に与える影響に関し

て不明な点が多い。癌幹細胞や PLD/PLDR 

での放射線抵抗性に関与している可能性も

考えられる。本研究の目的は、低栄養状態で

の放射線抵抗性に対する mTOR の関与を明

らかにし、癌幹細胞等の低栄養状態での放射

線抵抗性を選択的に解除する分子標的を探

求することである。 
 

３．研究の方法 
 SV40 でトランスフォームしたヒト繊維芽

細胞 LM217、ヒト肝癌細胞 HepG2 および

HuH6を用いた。各細胞株を通常培地および

低栄養培地（グルコースおよび血清なし）で

それぞれ一定時間培養し、immunoblot によ

るタンパク質のリン酸化解析およびコロニ

ーフォーメーションアッセイによる放射線

感受性解析を行った。mTOR活性化の抑制に

は rapamycinおよびmTOR siRNAを用いた。

FACS解析を行い、低栄養状態による細胞周

期への影響を解析した。 
 

４．研究成果 

 ヒト肝癌細胞株 HepG2 および HuH6 を低栄

養処理したところ、低栄養状態にもかかわら

ず mTOR の活性化が認められ、コントロール

のヒト繊維芽細胞株LM217においては活性化

が抑制されていた。また、mTORC1 によって活

性化される p70S6K も HepG2 および HuH6 細胞

においては活性化され、LM217 細胞において

は抑制されていた。低栄養状態の HepG2 およ

び HuH6 細胞において mTORC1 が活性化される

ことが示唆された。 

低栄養状態の放射線感受性への影響につい

て各細胞株の生存率を解析したところ、

LM217 は通常培養時に比べ放射線抵抗性を示

したが、HepG2 および HuH6 細胞は放射線高感

受性を示した。mTORC1 の活性化の変化と放射

線感受性の間に相関がある可能性が示唆さ

れた。 

次に mTOR の活性化に関連する上流の作用

因子として mTOR 活性を抑制する AMPK および

mTOR活性を亢進するAktの活性化を解析した

ところ、どちらもコントロール細胞を含む全

ての細胞株において活性化されていた。また、

mTOR 活性化に関連する別の作用因子として

報告のあるATMおよびHIF1αの活性化も解析

したが、mTOR 活性化との関係は認められなか

った。低栄養状態における mTOR の活性化に

は Akt の活性化が関与しており、細胞によっ

て異なる作用をしている可能性が考えられ

る。 

mTORC1 の放射線感受性への関与を明らか

にするため、HepG2 細胞に対して低栄養状態



におけるラパマイシンまたは mTOR siRNA に

よる mTOR 特異的な抑制を行い、放射線感受

性解析を行った。結果、ラパマイシンおよび

mTOR siRNA の両方で低栄養状態における

HepG2 細胞の放射線感受性の低下が認められ

た。mTORC1 が HepG2 細胞の低栄養状態におけ

る放射線高感受性に関与する可能性が示唆

された。 

細胞周期解析も行ったところ、LM217 細胞

において低栄養状態において放射線抵抗性

に関わるS期の細胞の割合は減少していたが、

HepG2およびHuH6細胞においては低栄養状態

において S 期の細胞の割合は増加していた。

低栄養状態による細胞周期への影響が各細

胞株の示した放射線感受性の変化に関与し

ている可能性は考えにくい。以上の結果より、

低栄養状態の肝癌細胞において mTORC1 は活

性化され、放射線高感受性の誘導に関与する

可能性が示唆された。 
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