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研究成果の概要（和文）：研究代表者は細胞質のウイルスセンサーとして機能するRIG-I様受容体 (RLR) の刺激
因子がヒト肺癌細胞に対する放射線の致死効果を増強することをこれまでに見出したが，そのメカニズムについ
ては未解明である。本研究では，その機構解明に取り組み，RLR刺激因子が肺癌細胞の放射線抵抗性を制御する
ミトコンドリアリボソームタンパク質DAP3の発現を低下させることで，放射線致死効果を増強させることを明ら
かにした。加えて，RLR刺激因子と放射線の併用に加えて，アポトーシス誘導因子Fasリガンドを組み合わせるこ
とで，抗癌効果増強に成功した。

研究成果の概要（英文）：Although we found that agonist of RIG-I-like receptor (RLR) enhances 
radiation-induced cell killing effect in human lung cancer cells, it remains unknow the mechanisms. 
In the present project, we demonstrated that RLR agonist enhances radiosensitivity of lung cancer 
cells by decreasing mitochondrial ribosome protein DAP3 that regulates cellular radioresistance of 
lung cancer cells. In addition, we showed that additional treatment with apoptosis-inducing agent 
Fas ligand enhanced antitumor effects against the lung cancer cells co-treated with RLR agonist and 
ionizing radiation.  

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
本研究では，RLRの刺激因子による放射線感受性制御機構の解明に取り組み，ミトコンドリアリボソームタンパ
ク質DAP3がヒト肺癌細胞の放射線抵抗性を制御すること，RLR刺激因子がDAP3の発現低下を介して細胞の放射線
応答を制御していることを世界で初めて明らかにした。放射線応答におけるミトコンドリア関連因子の新たな役
割を示すことができたため，本成果の学術的意義は高いと考える。加えて，ヒト肺癌細胞に対する放射線増感の
標的や放射線致死効果を高めるための新たな戦略を見出すことができたため，本研究は放射線治療の発展に資す
る社会的意義のある研究であったと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Retinoic acid-inducible gene-I（RIG-I）様受容体 (RLR) は細胞質のウイルスセンサーとし

て機能し，ミトコンドリアを介して抗ウイルス応答を誘導する。また，近年では，RLR の活性化
による抗癌効果も明らかとなっており，RLR は癌治療の標的として期待されている。申請者はこ
れまでに，RLR 刺激因子がヒト肺癌細胞に対する放射線の致死効果を増強させることを見出した
が（Yoshino et al., Oncol. Lett., 2018; 15：4697-4705），そのメカニズムについては未解明
である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，RLR 経路が介在する放射線応答制御機構を解明するとともに，RLR 活性化と

放射線の併用による抗癌効果をより高めるための戦略を見出すことである。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞 
ヒト肺癌細胞 A549 は理研バイオリソースセンターより，H1299 は ATCC より購入した。A549 細

胞は 10%ウシ胎児血清含有 DMEM 培地で，H1299 細胞は 10%ウシ胎児血清含有 RPMI1640 培地で培
養した。 
 
（2）各種ノックダウン細胞の調製 
各種ノックダウン細胞の調製は，各タンパク（Mitofusin-1，Dynamin-related protein 1; Drp1，

Death-associated protein-3; DAP3，Fas）に対するSilencer Select Pre-designed siRNA（Ambion
社）と RNAiMAX (Invitrogen) を用いて行った。 
 

（3）細胞への放射線照射 
 放射線照射は X 線発生装置（MBR-1520R-3）を使用して行った。一部実験では，RLR 刺激因子
Poly(I:C)-HMW/LyoVec（InvivoGen）250 ng/ml（以後，Poly(I:C)）を照射一時間前に添加した。
また，アポトーシス誘導因子 Fas リガンドは X線照射 24 時間後に添加した。 
 
（4）Fas の細胞表面発現解析 
 細胞表面の Fas 発現は，各処理細胞（放射線照射，薬剤処理，またはその併用）を蛍光標識 Fas
抗体（BioLegend 社）で染色後，フローサイトメーターCytomics FC500（ベックマンコールター
社）を用いて解析した。 
 
（5）細胞死解析 
 細胞死解析は，各処理細胞（放射線照射，薬剤処理，またはその併用）を蛍光標識 Annexin V
及びヨウ化プロピジウムで染色後，フローサイトメーターCytomics FC500 を用いて解析した。 
 
（6）各種タンパクの発現解析 
タンパク発現解析はウエスタンブロット法に解析した。ローディングコントロールとして，β

-actin を使用した。DAP3 の抗体は Sigma-Aldrich 社より，その他抗体は Cell Signaling 
Technology Japan より購入した。 
 
（7）DAP3 の mRNA 発現解析 
 DAP3 の mRNA 発現は Power SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems Inc.)と Step One 
Plus™ system (Applied Biosystems Inc.)を用いたリアルタイム RT-PCR 法にて解析した。 
 
４．研究成果 
（1）RLR 刺激因子による放射線応答制御におけるミトコンドリア動態制御因子の関与の検討 
 ミトコンドリア動態が RLR の抗ウイルス応答に重要な働きをすることが報告されているため，
まず，ミトコンドリア動態制御因子に着目して解析を行った。Poly(I:C)，X 線照射，および併
用処理細胞におけるミトコンドリア融合因子（Mitofusin-1 及び Optic atrophy protein 1）及
びミトコンドリア分裂因子 Drp1 のタンパク発現を解析したところ，Poly(I:C)処理群では Drp1
のタンパク発現が顕著に低かった。そこで，Drp1 の発現抑制 A549 細胞を調製し，放射線誘発細
胞死を評価したが，Drp1 の発現抑制による放射線誘発細胞死の増強は認められなかった。以上
の結果より，ヒト肺癌細胞に対する RLR 刺激因子の放射線応答制御におけるミトコンドリア動
態制御因子の関与は低いと考えられた。 
 
（2）RLR 刺激因子による放射線応答制御におけるミトコンドリアリボソームタンパク DAP3 の関
与の検討 



 次に，放射線感受性との関連が知られているミトコンドリアリボソームタンパク DAP3 に着目
し，解析を進めた。DAP3 のタンパク発現解析により，Poly(I:C)処理がヒト肺癌細胞の DAP3 発
現を低下させることが明らかとなったため，DAP3 の発現を抑制した A549 及び H1299 細胞を調製
し，放射線誘発細胞死を評価した。その結果，DAP3 の発現抑制により放射線誘発細胞死が増強
すること，そして DAP3 発現抑制細胞では Poly(I:C)による放射線致死効果増強が減弱すること
が明らかとなった。これら結果より，DAP3 がヒト肺癌細胞に対する RLR 刺激因子の放射線応答
制御に関与していることが示された。 
 
（3）RLR 刺激因子によるミトコンドリアリボソームタンパク DAP3 の発現制御機構の探索 
 次に，Poly(I:C)による DAP3 のタンパク発現低下のメカニズムについて検討した。まず，DAP3
の mRNA 発現を解析したところ， Poly(I:C)処理群における DAP3 の mRNA 発現は対照群と同程度
であったことから，Poly(I:C)は転写制御非依存的に DAP3 のタンパク発現低下を引き起こすと
考えられた。そこで，mRNA の翻訳の抑制に関わるリン酸化型 eukaryotic initiation factor-
2α(eIF-2α)のタンパク発現を解析したところ，Poly(I:C)処理群では，DAP3 の発現低下に先立
ちリン酸化型 eIF-2αの発現増加が観察された。以上より，Poly(I:C)はリン酸化型 eIF-2αを
増加させることで，DAP3 の mRNA の翻訳を抑制し，DAP3 のタンパク発現を低下させることが示唆
された。 
 
（4）RLR 刺激因子と放射線の併用による抗癌効果を高めるための Fas に着目した戦略 
 Poly(I:C)はデスレセプターFas 非依存的に放射線誘発細胞死を増強することがわかったため
（Sato et al., Mol. Med. Rep., 2018; 18：5286-5294），Poly(I:C)と放射線の併用に加え，
Fas リガンド処理を行うことで抗癌効果がさらに高まるのではと作業仮説を立てた。その仮説を
検証したところ，期待した通りに，Poly(I:C)と放射線で併用処理したヒト肺癌細胞（A549 及び
H1299）をさらに Fas リガンドで刺激することで，アポトーシスを含む細胞死をさらに増強させ
ることに成功した。さらに，Fas の発現抑制細胞を用いた実験から，この細胞死増強は Fas に依
存すること，また Fas リガンド誘発アポトーシスの増強は Poly(I:C)に対する細胞応答ではな
く，放射線に対する細胞応答に起因することが明らかとなった。 
 
（5）まとめ 
 本研究により，RLR 刺激因子は放射線抵抗性を制御するミトコンドリアリボソームタンパク
DAP3 の発現を低下させることで，ヒト肺癌細胞の放射線致死効果を増強させることが明らかに
なった。加えて，RLR 刺激因子と放射線の併用に加えて，アポトーシス誘導因子 Fas リガンドを
組み合わせることで，抗癌効果のさらなる増強に成功した。 
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