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研究成果の概要（和文）：転写調節因子Id1はがんの病態に深く関与する有望な治療標的であるが、放射線応答
におけるId1の機能については不明な点が多い。本研究において、正常なp53を発現するA549細胞はId1ノックダ
ウンによる放射線増感効果を示した一方で、p53発現に異常のある細胞株ではほとんど増感効果を認めなかっ
た。A549細胞でのみX線照射により老化細胞の割合が顕著に上昇し、Id1ノックダウンはさらなる細胞老化の亢進
を引き起こした。またId1ノックダウンはX線照射後のp21発現を増強していた。以上から、Id1はp21の発現抑制
を介して放射線誘発細胞老化を抑制し、がん細胞の放射線抵抗性に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, inhibitor of differentiation/DNA binding 1 (Id1) has been reported
 to play an important role in cellular processes such as proliferation and metastasis in cancer 
cells. However, the role of Id1 in the radioresistance of cancer cells remains unclear. In this 
study, knockdown of Id1 by its specific siRNA enhanced radiosensitivity of A549 cells expressing 
wild-type p53, but had little effect on HeLa or HT29 cells with aberrant p53 status. The population 
of senescent cells remarkably increased after X-irradiation in A549 cells, and this increase was 
enhanced by knockdown of Id1. X-ray-induced expression of p21, a key regulator for cellular 
senescence, was significantly higher in Id1-knockdowned cells compared with control cells. These 
results indicate that Id1 contributes to the radioresistance of cancer cells via downregulation of 
radiation-induced senescence, suggesting that Id1 is a potent target to increase the effectiveness 
of cancer radiotherapy in some types of cancer.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 固形腫瘍　放射線　Idタンパク質　細胞老化　p53
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
特定の分子を標的とした分子標的治療は、

抗がん剤に比べ副作用の少ないがん治療法
として注目されている。 Inhibitor of 
differentiation/DNA binding (Id) タンパ
ク質は helix-loop-helix (HLH) 構造を持つ
転 写 調 節 因 子 で あ り 、 主 に basic 
helix-loop-helix (bHLH) 型転写因子と結合
する。bHLH 型転写因子は二量体を形成するこ
とで転写因子としての活性を獲得するが、
DNA 結合領域を持たない Id タンパク質は、
bHLH 型転写因子の二量体形成を競合的に阻
害し、その標的遺伝子の発現を抑制する。
bHLH 型転写因子ファミリーには myogenic 
differentiation 1 (MyoD1) や neuronal 
differentiation 1 (NeuroD1) といった分化
を促進する因子が多く属しており、よって Id
タンパク質の発現が高い場合には細胞は未
分化な状態に保たれる。 
 近年、Id タンパク質ががんの病態に深く関
与することが明らかとなっており、特に Id1
は有用ながん分子治療標的として注目され
ている。前述のように Id タンパク質は細胞
を未分化な状態に保持する機能を有してお
り、分化後の成熟した細胞においては発現が
低下している。しかし、乳がん、前立腺がん、
食道がん、膀胱がん、子宮頸がん、肝臓がん
ならびに肺がんといった様々ながんにおい
てId1の発現が異常に亢進していることが報
告されている。がんにおける Id1 の具体的な
機能は発がん、がん細胞の増殖、転移、浸潤
ならびに血管新生など非常に多岐にわたる。
このようにがんにおいてId1が重要な役割を
果たすことから、Id1 を標的としたがん治療
研究が行われている。しかしながら、Id1 の
がん細胞の放射線感受性への関与について
は未だ統一した見解が得られていない。 
 
２．研究の目的 
 前述のようにId1はがんにおいて重要な役
割を果たし、有望ながん治療標的として注目
されている一方、がん細胞の放射線応答にお
けるId1の役割に関する詳細な検討はほとん
どなされていない。そこで本研究では、特異
的阻害剤もしくはRNA干渉法によってがん細
胞における Id1 発現をノックダウンし、細胞
の放射線感受性にどのような影響が生じる
のか検討した。また、そのメカニズムを明ら
かにするために、放射線応答の一つである細
胞老化に着目し、同様に Id1 ノックダウンに
よる影響を評価した。 
 
３．研究の方法 
(１)細胞株および培養方法 
 ヒト肺腺がん由来 A549 細胞、ヒト乳腺が
ん由来 MDA-MB-231 細胞および MCF7 細胞、ヒ
ト胃腺がん由来 MKN45 細胞および MKN28 細胞、
ならびにヒト大腸腺がん由来 HT29 細胞の培
養には、10% FBS を含む RPMI1640 培地を用い

た。ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞、ヒト神
経膠芽腫由来 U251 細胞および U87 細胞、な
らびにヒト大腸腺がん由来SW480細胞の培養
には、10% FBS を含む DMEM 培地を用いた。各
細胞はウォータージャケット式インキュベ
ーターにて 37℃、5% CO2条件下で維持した。 
 
(２)試薬 
 LipofectamineTM RNAiMAX、Stealth RNAiTM 
siRNA Negative Control Low GC Duplex (以
後 Control siRNA と称す) ならびにヒト ID1
を標的とする 2 種類の Stealth RNAiTM siRNA
は Thermo Fisher Scientific Inc.より購入
した。抗 Id1 抗体、抗 p53 抗体、抗 p21 抗体、
抗 Actin 抗体、HRP 標識抗ヤギ抗体、HRP 標
識抗マウス抗体ならびにHRP標識抗ウサギ抗
体は Santa Cruz Biotechnology より購入し
た。抗リン酸化 p53 (Ser15) 抗体は Cell 
Signaling Technology より購入した。 
 
(３)X 線照射 
 X 線照射には X-RAD iR-225 (Precision 
X-Ray) を使用し、管電圧 200 kVp、管電流
15 mA、線源距離 650 mm、1.0 mm Al フィル
ター、線量率 1.37 Gy/min の条件で照射した。
X 線照射はターンテーブル上に細胞を置き、
回転させながら室温で行った。 
 
(４)siRNA の導入 
 トランスフェクションの前日に、抗生物質
を含まない 10% FBS 添加 RPMI1640 培地また
は DMEM 培地を用いて細胞を 35 mm プラスチ
ックシャーレに播種し、一晩培養した。その
後、LipofectamineTM RNAiMAX を用いて、
Control siRNA または siId1 を細胞に無血清
optiMEM 培地にてトランスフェクションした。
37℃、5% CO2条件下で 4時間培養後、10% FBS
になるよう RPMI1640 培地を加え、引き続き
20 時間培養した。その後、10% FBS、ペニシ
リンGカリウムならびにストレプトマイシン
を含む新鮮培地に交換し、各実験に使用した。 
 
(５)コロニー形成法 
 siRNA を導入した細胞を 60 mm プラスチッ
クシャーレに適当数播種し、37℃、5% CO2条
件下で 6 時間培養して細胞を接着させた後、
X線照射を行った。A549 細胞、HeLa 細胞なら
びに HT29 細胞ではそれぞれ 10、12 ならびに
14 日間培養した。メタノールを用いて細胞を
10 分間固定し、2%ギムザ染色液で一晩染色し
た。50 個以上の細胞を含むコロニーを計数し、
細胞生残率は非照射対照群のコロニー形成
率で標準化して算出した。得られた生残曲線
について、Origin 8.6.0J を用いて直線‐二
次式モデルに従ってフィッティングを行い、
D10 (生残率を10%とするのに必要な線量) を
算出した。 
 



(６)ウエスタンブロット法 
 細胞をスクレイパーまたはトリプシン処
理により回収し、遠心後のペレットを Lysis 
buffer に溶解した。リン酸化 p53 検出用サ
ンプルについては Lysis buffer に 1/100 量
のホスファターゼ阻害剤カクテルを添加し
て使用した。-80℃で凍結後に融解し、20,000 
g、4℃で 15 分間遠心し上清を回収した。タ
ンパク質濃度を Bio-Rad Protein Assay Kit
を用いて定量し、各試料中のタンパク質濃度
を統一させた。SDS-PAGE 用試料調製緩衝液 
で調整後、3 分間加熱処理を行って泳動試料
とした。試料を SDS-PAGE により分離し、ニ
トロセルロース膜に転写した。5%低脂肪スキ
ムミルクを含む TBST により室温で 1 時間ブ
ロッキングした。各一次抗体を 4℃で一晩処
理した。続いて HRP 標識二次抗体と室温で 1
時間反応させた。化学発光基質として
Western Lightning Plus-ECL を使用し、画像
解析装置 (LAS 4000 mini) にて撮影した。
得られたバンド強度の解析には MultiGauge 
software (富士フィルム) を用いた。 
 
(７)Senescence-associated-β-galactosid
ase (SA-β-gal) 染色による老化細胞の検出 
 siRNA を導入した細胞を新しい 35 mm プラ
スチックシャーレに接着させた後、X 線を照
射 し た 。 SA-β-gal 染 色 は
Senescence-β-Galactosidase Staining Kit 
(Cell Signaling Technology) を使用して製
造元のプロトコルに従って行った。観察およ
び画像の取得にはBZ-9000 (KEYENCE) を用い
た。老化細胞の割合は細胞200個あたりのSA-
β-gal 染色陽性細胞を計数することで評価
した。 
 
４．研究成果 
(１)各種細胞株におけるId1タンパク質発現 
 はじめに様々な種類のヒト由来がん細胞
株について、Id1 発現量の評価をウエスタン
ブロットにより行った。評価した 10 種類の
細胞株のうち、MCF7 細胞および SW480 細胞を
除く細胞株において明瞭なバンドが観察さ
れた (図 1)。Id1 の高発現が認められた細胞
株のうち、上皮系腫瘍に由来し、それぞれが
ん抑制因子 p53 の発現状態が異なる A549 細
胞、HeLa 細胞ならびに HT29 細胞を以後の実
験に使用した。A549 細胞は野生型 p53 を正常
に発現している細胞である。HeLa 細胞は野生
型p53遺伝子を有するがヒトパピローマウイ
ルスに由来する E6 タンパク質を発現してお
り、これが p53 を分解するためタンパク質レ
ベルでのp53発現量の非常に低い細胞である。
また、HT29 細胞は DNA 結合領域に存在する
273 番目のアルギニンがヒスチジンに変異し
た変異型 p53 を発現する細胞である。 
 

 
(２) Id1ノックダウンによる細胞の X線感受
性への影響 
 Id1 ノックダウンががん細胞の放射線感受
性に与える影響を評価するため、A549 細胞、
HeLa 細胞ならびに HT29 細胞を用いてコロニ
ー形成法を行った (図 2)。図中のブロットは
再播種時の Id1 発現量を表し、また各生残曲
線 の D10 お よ び 増 感 比  [D10(Control 
siRNA)/ D10(siId1)] を示した。どの細胞株
においても、siRNA の導入により Control 
siRNA に対し 40%以上の Id1 発現抑制効果が
確認された。生残曲線について、全ての細胞
においてトランスフェクション試薬のみを
導入した Mock 群および Control siRNA 導入
群の両群間に大きな差は認められなかった。
A549 細胞 (野生型 p53) において、Control 
siRNA 導入群の D10 が 5.79 Gy であったのに
対し、siId1 #2 および#3 導入群はそれぞれ
4.53 Gy および 4.71 Gy と低下した (図 2A)。
増感比は siId1 #2 および#3 についてそれぞ
れ 1.28 および 1.23 となり、Id1 ノックダウ
ンによる放射線感受性の上昇すなわち放射
線増感効果が観察された。HeLa 細胞 (野生型
p53/E6) では Control siRNA、siId1 #2 なら
びに#3導入群のD10がそれぞれ5.98 Gy、5.96 
Gy ならびに 6.21 Gy となった (図 2B)。siId1 
#2 および#3の増感比はそれぞれ 1.00 および
0.96 であり、放射線増感効果は認められなか
った。HT29 細胞 (変異型 p53) の D10 は
Control siRNA、siId1 #2 ならびに#3導入群
についてそれぞれ 5.81 Gy、5.09 Gy ならび
に 5.51 Gy となった (図 2C)。siId1 #2 およ
び#3の増感比はそれぞれ1.14および1.05で
あり、放射線増感効果はほとんど認められな
かった。以上のように、p53 を正常に発現す
る A549 細胞においては Id1 ノックダウンに
よって放射線感受性が上昇することが示さ
れた。以降の実験では、A549 細胞においてよ
り強い放射線増感効果を示した siId1 #2 を
使用した。また、siRNA 以外に Id1 の特異的
阻害剤とされるカンナビジオールでの放射
線増感効果も検討したが、薬剤単独での毒性
が強く、はっきりとした増感効果を示すこと
はなかった（データ未掲載）。 
 
(３) Id1ノックダウンによる X線照射後の細
胞老化への影響 



  
Id1 発現抑制による放射線感受性上昇の機

序を明らかにするため、まずアポトーシス誘
導および細胞周期に対するId1ノックダウン
の影響を評価した（データ未掲載）。これは
Id1 がアポトーシス誘導に抑制的に働くこと
でタキソールなどの抗がん剤に対する抵抗
性に関与しているという報告や、Id1 が細胞
周期調節を介して放射線感受性に関与して
いる可能性を示した報告に基づき、両者の関
与を検証したものである。アポトーシスにつ
いては 20 Gy の X線照射後 0、24、48 ならび
に 72 時間の時点でアポトーシス細胞の割合
を定量した。細胞周期については 10 Gy の X
線照射後 0、24 ならびに 48 時間の時点で細
胞周期分布を解析した。結果、両方の実験に
おいて、対照群と siId1 #2 導入群との間に
顕著な差は認められなかった。したがって、
本研究で観察されたId1ノックダウンによる
放射線感受性の変化に、アポトーシス誘導の
増強や放射線感受性期にあたる細胞周期へ
の細胞分布の増加は関与していないことが
示唆された。 
そこで、続いて Id1 ノックダウンによる放

射線増感効果における細胞老化の関与につ
いて評価した。細胞老化はアポトーシス、ネ
クローシスならびに分裂期崩壊とともに、放
射線によって誘発される主要な細胞死の一
つとされ、特に p53 を正常に発現する細胞に
おいてはp53-p21経路によって高頻度に生じ
ることが知られている。図 2に示したように
p53 の発現が正常な細胞および異常な細胞の
間で結果に差異が認められたことから、Id1
ノックダウンによる放射線感受性の上昇に
細胞老化が関与しているのではないかと考
え検証を行った。siRNA を導入した A549 細胞
および HeLa 細胞を新しいシャーレに再播種
し、6時間培養後に 10 Gy の X線を照射した。
照射後 0 (非照射群)、24、48、72、96 なら

びに 120時間の時点で SA-β-gal 染色を行っ
た。SA-β-gal 染色は老化細胞が pH 6.0 付近
においても β-ガラクトシダ―ゼ活性を示す
ことを利用した検出法である。pH 6.0 の条件
下で X-gal を基質として反応させ、加水分解
後の生成物により青色を呈した細胞を老化
細胞として定量した (図 3A、B)。A549 細胞
において、Control siRNA 導入群は SA-β-gal
染色陽性細胞の割合が照射後経時的に上昇
し、120時間後の時点で62.5±3.2%であった。
siId1 #2導入群は陽性細胞の割合の上昇がさ
らに顕著であり、48 時間以降 Control siRNA
導入群に比べ有意に高く、照射後 120 時間で
は 83.8±2.8%となった。一方、HeLa 細胞で
は、同様に経時的な上昇が認められたものの
A549 細胞に比べその程度は小さく、照射後
120 時間の時点で Control siRNA 導入群およ
び siId1 #2 導入群についてそれぞれ 12.3±
2.2%および 21.2±4.5%であった。以上から、
A549細胞で観察されたId1ノックダウンによ
る放射線感受性の上昇について、細胞老化の
促進がその原因の一つであることが示唆さ
れた。また HeLa 細胞のように p53 発現に異
常を持つ細胞においてはId1の発現の有無に
関わらず放射線誘発細胞老化が起こりにく
く、放射線感受性に影響しなかった可能性が
考えられる。 

 
(４)Id1 ノックダウンによる X 線照射後の細
胞老化関連タンパク質発現への影響 
 細胞老化の誘導経路は現在まで複数報告
されているが、最も主要な経路の一つとして
p53-p21 経路が挙げられる。図 3に示した Id1
ノックダウンによる細胞老化への影響をさ
らに詳細に検討するため、p53 リン酸化レベ
ル、p53 発現量ならびに p21 発現量の評価を
行った。p53 リン酸化レベルは、DNA 損傷応
答における主要なリン酸化部位である 15 番
目のセリン残基について評価した。先の実験
と同様に A549 細胞および HeLa 細胞に siRNA
を導入した後、10 Gy の X 線照射を行った。



照射後 0 (非照射群)、24ならびに 96 時間の
時点で細胞を回収し、p-p53 (Ser15)、p53、
p21 ならびに Id1 をウエスタンブロットによ
り検出した (図 4)。A549 細胞では p53 リン
酸化レベル、p53 および p21 発現量がいずれ
も X 線照射によって顕著に上昇した。p53 リ
ン酸化レベルおよび p53 発現量については
Control siRNA と siId1 #2 導入群の間で差は
認められなかった。p21 については Control 
siRNA 導入群に比べ siId1 #2 導入群で照射後
96 時間まで発現の上昇が維持される傾向が
認められた。一方、HeLa 細胞では p-p53 およ
び p53が X線照射後においてもほとんど検出
されず、E6 タンパク質の機能により p53 が分
解を受けたためと考えられる。p53 の下流メ
ディエーターである p21 についても、siId1 
#2導入群ではX線照射後に若干の上昇が認め
られたものの A549 細胞に比べその発現量は
低かった。 

 
X線照射後のA549細胞におけるId1ノック

ダウンによるp21発現への影響についてさら
に詳細に検討するため、照射後の細胞のサン
プリング間隔を細かく取り、同様の実験を行
った (図 5)。図 4と同様に p53 リン酸化レベ
ルおよび p53発現量については Id1ノックダ
ウンによる影響は認められなかった (図 5B、
C)。p21 については X 線照射後の発現量が
Control siRNA 導入群に比べ siId1 #2 導入群
で高くなる傾向が認められ、照射後 24 時間
の時点では有意な上昇が観察された (図 5D)。
以上から、A549 細胞での Id1 ノックダウンに
よるX線照射後の細胞老化亢進とともに、p21
の発現上昇が生じていることが示された。 
 Id1 の放射線応答における役割については
関連する知見が極めて少なく、その詳細な機
構もほとんど解明されていない。したがって、
本研究の結果から、ある種のがん細胞におい
て Id1 が放射線抵抗性に関与していること、
またそのメカニズムとして放射線誘発細胞
老化への抑制的な関与が示唆されたことは、
共に新しい知見である。また、現在までに検
証されているId1を標的としたがん分子標的
治療に加え、放射線療法との併用によるさら
なる治療の効率化を図るうえでも重要な知
見であると考えられる。細胞老化に至るシグ
ナル経路について本研究では Id1 と p53-p21
経路の関連について検証したが、p16-Rb 経路
などp53-p21経路以外の細胞老化誘導機構に

ついても今後解析をする必要がある。 
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