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研究成果の概要（和文）：がんの放射線抵抗性克服は重要な課題であるが、未だ細胞の放射線感受性を調節する
因子については不明な点が多く残されており、放射線治療において大きな問題となっている。そこで本申請では
がん細胞の放射線抵抗性獲得に関わる遺伝子をスクリーニングし、そのメカニズムの解析を行った。
その結果得られた遺伝子の一つが、HIF-1を活性化することでグルコース代謝をペントースリン酸経路優位なも
のに変化させ、細胞内レドックス状態を還元状態にすることで放射線抵抗性に寄与することを見出した。今後、
この遺伝子をターゲットとした阻害剤を用いることで、がんの放射線抵抗性克服につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Overcoming the radioresistance of cancer is an important issue. However, 
regulatory factor for radiosensitivity of cells are still unclear. That is a major problem in 
radiation therapy. Therefore, we screened the genes involved in the regulation of radiation 
resistance of cancer cells and analyzed their mechanisms.
One of candidate genes induce radioresistance by the increase in antioxidant property through 
changing intracellular redox status. Cancer cells acquire antioxidant phenotypes through metabolic 
reprogramming including acceleration of pentose-phosphate pathway in a HIF-1 dependent manner. We 
expected that inhibitors targeting this gene will be used to overcome the radioresistance of cancer.

研究分野： 放射線腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
近年、放射線治療装置の機能が高度化して、
がん局所に対して大線量の放射線を照射で
きるようになってきている。しかしながら、
例え大線量の放射線照射を行ったとしても、
がんはしばしば再発し、遠隔転移を引き起こ
す。この原因の一つとして、一部のがん細胞
の高い放射線抵抗性が示唆されている。これ
まで、放射線感受性に関わる因子として、細
胞周期の調節因子や DNA 損傷修復系、腫瘍
内低酸素など、様々な因子が見出されている
が、未だ細胞の放射線感受性を調節する因子、
その因子がどのようにして放射線抵抗性を
引き起こすのかについては不明な点が多く
残されており、放射線治療において大きな問
題となっていた。 
 
２．研究の目的 
そのような背景のもと、本研究では正常細胞
にがん遺伝子などを導入して作成する人工
がん細胞などをターゲットに、レンチウィル
スライブラリーを用いて cDNA 発現ライブ
ラリーを導入、放射線抵抗性を獲得した細胞
から導入された遺伝子を回収することでス
クリーニングを行い、放射線抵抗性に関わる
遺伝子の網羅的探索を行う。また、放射線抵
抗性に関わることが知られる HIF-1 の活性
を制御する因子を、同様にライブラリーを用
いて探索することにより、HIF-1 の活性化因
子を探索、前述した放射線抵抗性を獲得した
遺伝子のスクリーニング結果と比較するこ
とによって、HIF-1 を活性化する因子が放射
線抵抗性に及ぼす影響を調べる。 
これらの系を通じて、細胞の放射線抵抗性に
関わるメカニズムの解明と、新たな化学放射
線併用療法の治療ターゲットの探索に挑ん
だ。 
 
３．研究の方法 
（1）放射線抵抗性に関わる遺伝子のスクリ
ーニング 
cDNA 発現ライブラリーや shRNA ライブラ
リーをがん細胞に導入し、放射線抵抗性を獲
得する遺伝子や、低酸素応答の制御に関わる
遺伝子の探索を行った。また、細胞を低酸素
条件で培養した際に上昇する遺伝子を、マイ
クロアレイ法を用いて解析を行い、低酸素で
上昇してくる遺伝子のうち、放射線抵抗性に
関わる遺伝子の探索を行った。また、二つの
解析結果を相互に比較することで、低酸素に
よる放射線抵抗性に関与する因子の探索を
試みた。 
 
（2）放射線抵抗性獲得メカニズムの解析 
上記のスクリーニング方法で得られてきた
遺伝子について、過剰発現やノックダウンを
行うことによって、細胞周期の制御や細胞内
レドックスの制御など、放射線抵抗性に関わ
ることが知られている経路について、
Propidiumiodide（PI）を用いた細胞周期解析

や定量的リアルタイム PCR 法による遺伝子
発現解析、細胞内レドックス状態の指標とな
る NADPH/NADP 比や細胞の抗酸化物質であ
るグルタチオンの酸化、還元状態の比
（GST/GSSG 比）の解析などを行うことによ
って、当該遺伝子がどのようなメカニズムに
よって放射線抵抗性の獲得に寄与するのか
検討を行った。 
また、上記の検討によって得られた知見より、
放射線抵抗性を担うことが予測された経路
について、遺伝子の knock-down や阻害剤な
どを用いることで、実際に該当経路が放射線
抵抗性獲得に寄与しているかどうかを確認
した。 
 
４．研究成果 
（1）放射線抵抗性に関わる遺伝子のスクリ
ーニング 
本研究の中で cDNA ライブラリー、shRNA ラ
イブラリーを用いて遺伝子のスクリーニン
グを行うことによって、放射線抵抗性に関わ
る遺伝子の探索を行った。 
その結果、いくつかの候補遺伝子が得られた。
得られた候補遺伝子の中には、放射線抵抗性
に関わることが知られているシグナル経路
に関連した遺伝子や、放射線抵抗性との関係
があることが知られている低酸素によって
誘導される遺伝子なども得られた。このこと
から、これらの遺伝子は、今回の放射線抵抗
性に関わる因子の探索という本スクリーニ
ングにおいて、有望な候補遺伝子であること
が予想される。 
 
（2）放射線抵抗性獲得メカニズムの解析 
上記のスクリーニングによって得られてき
た遺伝子のうち、HIF-1 活性にも影響を及ぼ
すことが判明した遺伝子の一つに着目し、過
剰発現ベクターや shRNA 発現ベクターの構
築を行った。これらのベクターをがん細胞に
導入し、該当遺伝子の発現をコントロールす
ることによって、放射線に対する感受性が変
化することを確認した。 
さらに、当該遺伝子を過剰発現した細胞を詳
細に解析した結果、GSH/GSSG 比が増大して
いた。このことから、該当遺伝子は細胞内レ
ドックス状態を還元状態に変化させること
によって、放射線抵抗性の獲得に寄与するこ
とが示唆された。 
さらに、この GSH/GSSG 比の増大がどのよう
なメカニズムによるものか解析を行った結
果、当該遺伝子の過剰発現によって、
NADPH/NADP 比の増大、ペントースリン酸
経路の有意な亢進が起こっており、ペントー
スリン酸経路によって生成される NADPH に
よって、細胞内の還元型グルタチオン量が増
加することによって、細胞の抗酸化能が亢進、
放射線抵抗性を獲得していることが示唆さ
れた。 
ペントースリン酸経路を介した抗酸化能亢
進と放射線抵抗性獲得の関与を検討するた



めに、ペントースリン酸経路の律速酵素とし
て知られる G6pdx の阻害を行った。その結果、
当該遺伝子の過剰発現によって引き起こさ
れる NADPH/NADP 比、GSH/GSSG 比の増大、
ならびに放射線抵抗性の亢進が見られなく
なった。このことから、この当該遺伝子によ
る放射線抵抗性の獲得は、ペントースリン酸
経路が優位になり、その結果、抗酸化能が亢
進することによって引き起こされているこ
とが明らかになった。 
 
（3）放射線抵抗性獲得メカニズムにおける
HIF-1 の関与の検討 
また、当該遺伝子は HIF-1 活性の亢進も引き
起こすことから、当該遺伝子の放射線抵抗性
の亢進が HIF-1 活性を介して引き起こされて
いるかどうかを検討するため、HIF-1α を阻害
することによる放射線抵抗性の変化を調べ
た。その結果、この放射線抵抗性の亢進が
HIF-1α を knock down することによって失わ
れたことから、この放射線抵抗性の獲得が、
HIF-1 経路を介して引き起こされていること
が示された。 
この結果は、HIF-1 が代謝経路をペントース
リン酸経路優位なものにすることで、細胞内
レドックス状態を還元状態に保つこにより
放射線抵抗性に寄与することを示すデータ
である。 
今後、該当遺伝子に対する阻害剤などを開発
することによって、がんの放射線抵抗性克服
につながることが期待される。 
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