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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、DNA修復酵素であるATMおよびDNA-PKcsについて、複数の細胞株で低酸
素状態がこれら酵素の発現や活性化に影響を及ぼすことを明らかにした。また、低酸素状態では、Src、
Caveolin-1、EGFR、PDK1、AktおよびAMPKαの発現や活性が亢進することを見出した。Srcファミリー特異的な阻
害剤であるPP2や、AMPKαをターゲットとしたsiRNAの処理により、低酸素状態におけるATM、DNA-PKcsの活性の
亢進が抑制されることを明らかにした。また、ATMについては、低酸素状態における発現の亢進もAMPKαのノッ
クダウンにより抑制されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Severe hypoxia increased expression and activities of ATM, DNA-PKcs, Src, 
Caveolin-1, EGFR, PDK1, Akt and AMPKa. A specific Src inhibitor, PP2 suppressed activation of ATM, 
DNA-PKcs, Caveolin-1, EGFR and Akt under severe hypoxia. Treatment with siRNA for AMPKα suppressed 
activation of ATM and DNA-PKcs and increase of ATM expression under severe hypoxia.

研究分野：放射線生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の低酸素細胞の放射線抵抗性は、酸素存在下でのラジカル反応だけでは説明がつかないため、生物学的要因が
示唆されているが、低酸素における放射線抵抗性を制御する分子機序は明らかになっていない。本研究により、
低酸素性癌細胞において、ATM、DNA-PKcsがSrc、AMPKαを介して制御されていることが示唆された。ATM、
DNA-PKcsが放射線照射によって誘導されるDNA修復に重要な役割をもつことから、低酸素における放射線抵抗性
にこれら修復酵素の制御が重要である可能性が考えられる。これら研究成果は、効率の良い癌の放射線治療に向
けて新たな知見を提供する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）固形腫瘍内には、不十分な血管新生により十分に酸素が供給されない低酸素領域が存在
する。酸素濃度が 0.1％未満の低酸素状態では、腫瘍細胞は放射線抵抗性を示すことが知られて
いる（引用文献①）。放射線抵抗性の細胞の存在は、癌の放射線治療において重要である。癌の
低酸素細胞の放射線抵抗性は、酸素存在下でのラジカル反応だけでは説明がつかないため、生
物学的要因が示唆されているが、低酸素における放射線抵抗性を制御する分子機序は明らかに
なっていない。 
（２）腫瘍組織においては、低酸素状態の細胞は血管から遠く離れた領域に存在するため、低
酸素状態であるとともに必ず低栄養状態にあると考えられている。従来、低酸素細胞の放射線
抵抗性の原因は、酸素によるラジカル反応の修飾の他に低酸素誘導因子-1 (Hypoxia Inducible 
Factor-1, HIF-1) の関与が重要と考えられていた。しかし、近年では HIF-1は低酸素かつ低栄養
状態では発現しないことが明らかにされた（引用文献②、③）。低酸素状態が原因で放射線抵抗
性を示す腫瘍細胞は、低酸素かつ低栄養のために壊死したと考えられる細胞から、1~2 細胞分
程度の距離に位置することを考えると（引用文献④）、放射線抵抗性の低酸素細胞は低栄養のた
めに HIF-1を発現していないと考えられる。このため、臨床的低酸素状態での放射線抵抗に対
する HIF-1の寄与は極めて限定的と考えられる。 
（３）DNA2 重鎖切断修復酵素（ATM、DNA-PKcs）は、放射線照射によって生じた DNA2 重
鎖切断を修復することで、放射線抵抗性や細胞の生存に寄与する（引用文献⑤）。また、低酸素
状態において、DNA-PKcs リン酸化部位が、低酸素状態において亢進することが報告されてい
る（引用文献⑥）。このことは、低酸素状態による DNA2 重鎖切断酵素の活性化が放射線抵抗
性の誘導に寄与していること示唆するが、低酸素状態による DNA 修復酵素の活性化を制御す
る分子機序は明らかにされていない。また、低酸素状態では、細胞の生存シグナルに関与する
Aktが活性化することが報告されており（引用文献⑦）、細胞は、低酸素環境下で生き残るため
に種々の生存シグナルや DNA修復酵素を活性化させている可能性が高い。 
（４）低酸素による細胞の放射線抵抗性の獲得は放射線治療にとって重要なテーマである。本
研究課題では、低酸素による放射線抵抗性の原因解明を目的として、低酸素状態が DNA2重鎖
切断修復酵素の発現や活性に及ぼす影響、並びにその情報伝達経路の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
（１）低酸素状態が DNA2重鎖切断修復酵素である ATM・DNA-PK、および生存シグナル
Aktに及ぼす影響を明らかにする。 
（２）低酸素状態において DNA2 重鎖切断修復酵素である ATM・DNA-PK の活性化を制
御する情報伝達経路を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞としては、SV40でトランスフォームした正常ヒト線維芽細胞 LM217、LM205、
胎児由来の正常ヒト皮膚線維芽細胞 NHDFを用いた。 
（２）癌細胞における酸素濃度は 0-6%である（引用文献⑧）。また、酸素濃度が 0.1％未満
の低酸素状態で腫瘍細胞は放射線抵抗性を示すことから、本研究においても低酸素状態と
しては、可能な限り臨床的な放射線抵抗性細胞がおかれている低酸素状態に近づけた。具
体的には、各細胞株を酸素濃度 0.05%未満の低酸素環境下で 12時間、または 24時間培養
した。そのような条件下で、ATM、DNA-PKcs、Aktの発現量と活性に関与する部位のリン
酸化に及ぼす影響を解析した。タンパク質の発現およびリン酸化を指標とした活性につい
ては、Western blottingにより評価した。 
 
４．研究成果 
まず、LM217細胞、LM205細胞、NHDF細胞を用いて、低酸素状態が ATM,DNA-PKcsに及ぼ
す影響を検討した。その結果、いずれの細胞株においても低酸素処理をして 24時間後に、ATM、
DNA-PKcs の発現およびリン酸化が亢進した（図 1）。0.05%未満の低酸素状態では、ATM, 
DNA-PKcsの発現量は増加し、活性化することが示唆された。 
次に、低酸素状態に応答する DNA 修復酵素の上流因子の探索を行った。低酸素処理が、が
ん原遺伝子チロシンプロテインキナーゼ(Src) や、生存シグナル Akt、エネルギーセンサー
AMPKの発現および活性に与える影響を確認したところ、Src、Caveolin-1、EGFR、PDK1、Akt、
AMPKαの発現およびリン酸化が亢進した（図２）。Caveolin-1や EGFRは Srcと、PDK1は Akt
と直接相互作用し活性化するタンパク質として知られていることから、Src および Akt は、低
酸素状態で活性化していることが示唆された。一方、mTOR の発現および活性は抑制された。
pS2448-mTOR は、AMPKα の活性化に依存して抑制されることが知られていることから、
AMPKαは低酸素状態で活性化することが示唆された。 
 
 
 



図１．低酸素状態が ATM、DNA-PKcsに与える影響。 
A: LM217細胞において、低酸素処理（12時間、24時間）が ATM, DNA-PKcsに与える影響。
B: LM205細胞において、低酸素処理がATM, DNA-PKcsに与える影響。C: NHDF細胞において、
低酸素処理が ATM, DNA-PKcsに与える影響。Nx; Normoxia. Hx; Hypoxia. 
 

図２．低酸素状態が Src、Caveolin-1、EGFR、PDK1、Akt、AMPKα、および mTOR に与える
影響。 



A: LM217細胞において、低酸素処理（12時間、24時間）が Src, Caveolin-1, EGFR, PDK1, Akt
に与える影響。B: LM217 細胞において、低酸素処理が AMPKα, mTOR に与える影響。Nx; 
Normoxia. Hx; Hypoxia. 
 
 

Srcファミリー特異的な阻害剤である PP2を添加し低酸素処理をしたところ、ATM、DNA-PKcs、
Caveolin-1、EGFR、PDK1、Aktのリン酸化の亢進は抑制された（図３A）。また、AMPKαをタ
ーゲットとした siRNAで処理し低酸素処理をしたところ、低酸素状態においてATM、DNA-PKcs
のリン酸化の亢進は抑制された（図３B）。低酸素状態における ATM、DNA-PKcsの活性化の制
御は、AMPKαや Srcシグナル伝達経路を介していることが示唆された（図４）。また、ATMに
ついては、低酸素状態における発現の亢進も AMPKαのノックダウンにより抑制された（図３
B）。低酸素状態において、ATM と DNA-PKcs は異なる分子機構により発現制御が行われてい
る可能性がある。 
以上のことから、0.05%未満の低酸素状態では、DNA 二重鎖切断修復酵素である ATM や

DNA-PKcs の発現および活性が亢進し、それら活性化は Src や AMPKα を介したシグナル伝達
経路に依存していることが明らかになった。ATMや DNA-PKcsは放射線照射によって誘導され
る DNA二本鎖切断修復に重要な役割を担うことから、低酸素状態の腫瘍細胞においても、Src
や AMPKαを介した ATM、DNA-PKcsの活性化の制御機構が細胞の放射線抵抗性に関与してい
る可能性が考えられる。 
 
 



図３．低酸素状態において、Srcファミリー特異的な阻害剤である PP2または、AMPKαをター
ゲットとした siRNAが ATMおよび DNA-PKcsに与える影響。 
A: LM217細胞において、Srcファミリー特異的な阻害剤 PP2を添加後の低酸素処理（24時間）
が ATM, DNA-PKcsに与える影響。B: LM217細胞において、AMPKαをターゲットとした siRNA
の処理および低酸素処理（24時間）がATM, DNA-PKcsに与える影響。Ctrl; Control. Nx; Normoxia. 
Hx; Hypoxia. 
 

図４．低酸素状態において、Srcまたは AMPKαを介して ATMおよび DNA-PKcsを制御するシ
グナル伝達経路のモデル図 
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