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研究成果の概要（和文）：高次構造を形成しリン酸化部位に結合する人工合成RNAアプタマーを用いて、がん細胞の放
射線感受性を制御する新しい放射線増感法を開発する。これまで、DNA-PKcsの自己リン酸化クラスターに結合するRNA
アプタマーを、SELEX法を用いて合成・選択してきた。RNA分子を細胞に直接投与することで、一部に放射線感受性の増
強が認められていた。本研究では、ウイルスベクターによる導入を検討し、がん細胞の放射線感受性をより高めるもの
の探索を試みた。またRNA工学を用いた遺伝子治療と、ライブセルイメージングによりDNA損傷と細胞周期を評価するシ
ステムを構築し、新しいがん放射線治療法のイノベーションを目指す。

研究成果の概要（英文）：RNA aptamers are artificial synthetic ribonucleic acids that form a higher-order 
structure and bind phosphorylated sites of specific protein. We will develop novel cancer therapy by 
utilizing RNA aptamers for controlling radio-sensitivities of malignant cells during radiation therapy 
for cancer. We tried making RNA aptamers against phosphorylated sites of DNA-PKcs by SELEX, and produced 
specific molecules to DNA-PK. Some of the RNA enhanced sensitivity of radiation for U2OS cells. In this 
experiment, we also try to construct an expression system of RNA aptamers using lenti-virus RNA 
expression vector, and try to find a good candidate molecule for therapy. Furthermore, for developing 
better radiation therapy, we combine RNA technology and live cell-imaging technology for evaluating DNA 
damage and cell cycle progression.

研究分野：放射線腫瘍学
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  ３版



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
	
 高齢化社会が進展していく中で、がんに罹
患する人が増えてきている。生活の質 QOL 
(Quality of Life)を損なうことなくがんの治
療が可能となる放射線療法のより一層の推
進が求められている。このことは、厚生労働
省のがん対策推進基本計画にも取り上がら
れている。さらには放射線治療に抵抗性を占
めるがんに対しても、放射線療法の効果を高
める生物学的増感法が求められ、分子標的創
薬の重要性が注目されている。 
	
 放射線照射によって DNA 損傷が細胞に生
じ、その結果 DNA 損傷応答が引き起こされ
ることが知られている。DNA損傷を認識し、
そのシグナルを伝達し、細胞の損傷応答（細
胞周期チェックポイント、DNA 修復、アポ
トーシスによる細胞の除去、クロマチン修飾
など）が発現される。その過程には複数の経
路が複雑に組み合わさっている。さらには、
相同組み換え（HR）修復と非相同末端結合
（NHEJ）修復の２つが中心となり損傷した
DNA の修復を担っている。その過程では、
キナーゼによる多くのタンパク質のリン酸
化が重要な働きをなしている。 
	
 我々は、NHEJ 修復経路にある DNA-PK
を不活化させた癌細胞が放射線感受性とな
り、がん放射線治療が有効となることを明ら
かにしている。また、DNA-PKcsの自己リン
酸化クラスターが放射線感受性に大きく影
響していることを確認している。さらに、ノ
ックインマウスを用いた研究では、２カ所の
クラスターの変異によりDNA-PKcsがDNA
断端から脱離せず、NHEJ 修復のみでなく
HR 修復も制御して、重度のＤＮＡ修復不全
を引き起こすことが示されている。 
	
 近年、生体分子である RNAを人工合成し、
細胞に導入することで、種々の生体機能の調
節が可能となっている。 shRNA(short 
hairpin RNA: 単一の標的遺伝子 mRNA を
分解し、単一遺伝子の発現を抑制 )、
miRNA(microRNA: 複数の標的遺伝子の翻
訳を抑制･分解することで、細胞の増殖や分
化、機能を制御する)、Antagomir(miRNAの
阻害剤) などが知られている。本研究では、
自己リン酸化に特異的に結合し阻害反応を
示す RNA アプタマーの開発を試み、リン酸
化部位に結合するアプタマーの合成に成功
している。RNA アプタマーと PARP 阻害剤
や shRNA などを種々の組み合わせて投与す
ることにより、種々の DNA 損傷応答経路を
ブロックし、がん特異的な放射線増感療法の
開発を試みる。 
	
 また、導入したアプタマーのみならず、
種々の増感効果を示す薬剤に対して、細胞に
対する効果を評価するシステムが必要とな
る。特に分子標的創薬のターゲットになって
いる DNA 損傷を直接的に評価することがで
きれば、より迅速にかつ的確に創薬が進むと
考えられる。最近の技術として、ライブセル
イメージングを用いた生きたがん細胞にお

いて、DNA 損傷の形成を定量評価するシス
テムの開発を行った。 
 
２．研究の目的 
	
 高次構造を形成しリン酸化部位に結合活
性を有する人工合成した RNA アプタマーを
用いて、がん細胞の放射線感受性を制御する
新しい放射線増感法を開発する。これまで、
DNA-PKcs の自己リン酸化クラスターに結
合する RNAアプタマーを、SELEX法を用い
て合成・選択する手法の確立を行ってきた。
リン酸化部位に結合する RNA 分子を細胞に
直接投与することにより、一部に放射線感受
性が増強している可能性が認められた。これ
らに関して、さらに RNA 配列を分子進化に
より変化させ、より強い結合・増感効果を持
つものをスクリーニングしていく。さらに、
ウイルスベクターによる導入の検討を行い、
がん細胞に効率的の導入でき、その結果とし
て放射線感受性をより高めるものを探索し
ていく。また、この放射線増感作用を細胞の
放射線に対する細胞の生存率としてだけで
はなく、ライブセルイメージングを用いて直
接的に生きた細胞で DNA 損傷を検出し、そ
の効果を判定するシステムの構築を進めて
いく。がん放射線治療の際の増感療法として、
RNA 工学を用いた遺伝子治療と、既存の阻
害剤の分子標的創薬の併用療法開発のため
の評価法を構築し、新しいがん放射線治療法
のイノベーションを目指す。 
 
３．研究の方法 
	
 <SELEX法> 
	
 SELEX 法を適宜ラウンドを繰り返し行い、
DNA-PKcs-Ser2609残基、-Thr3950残基、
-Thr2647残基、-Ser3821残基の、それぞれ
のリン酸化ペプチドに対する RNA分子を選
別した。アプタマーの選別の確認は転写終了
後にナノドロップで計測した RNA濃度、及
び選別終了時における RNA精製時のエタノ
ール沈殿における白色の沈殿物の有無を目
視にて判断した。 
<シークエンス> 
	
 平滑末端ベクターpUC118 の HincII 制限
酵素部位に、SELEX 法より回収した RNA
アプタマー候補分子の鋳型 DNA を組み込み、
Ligation反応の後に、transformationを行っ
た。lacZ部位にアプタマー候補鋳型 DNA配
列がインサートされた白色コロニーを 30 個
ピックアップし、振盪培養の後に大腸菌を回
収し、アルカリ融解法でプラスミドを精製し
た。精製したプラスミドを EcoRI、HindIII
で制限酵素処理を行い、アプタマー候補鋳型
DNA 配列が組み込まれているかをアガロー
ス電気泳動法にて確認した。その内の 24 ク
ローンを用いてシークエンスを行い、アプタ
マー候補鋳型 DNAの塩基配列を調べた。 
<放射線感受性> 
	
 以前の次世代シークエンサーで解析して
きたこれまでの結果と合わせ、リン酸化部位



に結合すると期待される RNA アプタマー候
補分子を最終的に判断し、複数個を候補とし
て検討を進めた。そのうちの Apt-DNA- 
PKcs_S2041-2 、 _T2638-2 、 _T4102-1 、
_T4102-5、ならびに_T4102-5 をランダム領
域のみ搭載したコントロール 2’-フルオロ化
RNA アプタマーの合成を外注委託した。こ
れを U2OS 細胞に Transfection し、放射線
を 1Gy、2Gy、3Gy、4Gy照射することによ
りその感受性の変化を比較した。6cm dish 3
枚を 1 セットとして 4 回実施した。
Transfection 後の放射線照射していない細
胞の細胞数を 100％として、放射線増感効果
を検討した。	
 
<レンチウイルスベクターの構築> 
	
 Apt-DNA-PKcs_S2041-2 、 _T2638-2 、
_T4102-1、_T4102-5、ならびにコントロー
ルの５つのアプタマーをレンチウイルスベ
クターシステム系で細胞に発現するために、
BLOCK-iT Inducible H1 Lentiviral RNAi 
System(invitorgen 社	
 Cat.no K4925-00, 
V488-20)を用いてベクター構築を行った。そ
れぞれのアプタマーの配列を有する DNA オ
リゴを合成して、それをマニュアルに従い
pENTR/H1/TO Entry Constractベクターに
クローニングを行った。そのベクターをさら
に pLenti4/BLOCK-iT-DEST ベクターと組
み替えることにより、レンチウイルスベクタ
ー pLenti4/BLOCK-iT Expression Const 
ractを構築した。	
 
<レンチウイルス作成とウイルス力価計測> 
	
 レンチウイルスベクターを 293FT 細胞へ
トランスフェクションすることにより、その
培養上澄にレンチウイルスを構築し、ウイル
スを回収する。その後、細胞を U2OS細胞な
らびに Hela 細胞に感染させ、その力価の計
測を行った。 
<ライブセルイメージングによる DNA 損傷
と細胞周期の検出システムの構築> 
	
 細胞周期を廻っている細胞に対して、その
細胞周期の位置と誘発された DNA 損傷を定
量的に評価するシステムの構築を目指した。
U2OS 細胞に、PCNA-DsRed の赤色蛍光融
合タンパク質を発現させることにより、細胞
周期の S期において顆粒状に DNA複製部位
が発色され、S 期が同定できる。また、生細
胞のタイムラプスイメージで観察すること
で、分裂終了後から S期に入るまでを G1期、
S 期終了後から分裂開始までを G2 期、分裂
している過程で、細胞の形態が変化している
期間をM期とすることで、細胞周期のすべて
の位置を確定することができる。 
	
 一方 DNA損傷は、DNA２本鎖切断部位の
近傍のヒストンに結合する 53BP1-GFPの緑
色蛍光融合タンパク質を発現させることに
より、DNA２本鎖切断損傷を検出できる。 
	
 このU2OS由来細胞U2RDP-LE53-21を、
CO2 インキュベーター内に共焦点レーザー
顕微鏡ユニットを組み込んだ装置でタイム
ラプス撮影を行い、細胞周期の特定の位置に

おける DNA 損傷の形成過程を同時に評価で
きるシステムの構築を目指した。 
	
 顕微鏡撮影は、自動化して撮影可能である
が、多量の動画像からなる顕微鏡画像を高速
にかつ的確に解析するソフトはなかった。今
回の研究で、オープンソースの ImageJプロ
グラムにマクロを組み込んで、画像解析を自
動化・高速化するソフトの開発を行った。 
	
 
４．研究成果	
 
今回の研究では、まず始めにリン酸化され

たペプチド配列を用いて、SELEX 法により
選別・取得した RNAアプタマー候補分子が、
ターゲット分子に対して特異的な結合能を
有するかを検討した。 
得られたアプタマーの鋳型となる DNA を

プラスミドベクターにクローニングしてシ
ークエンスを行い配列の確認を行った。しか
しながら非特異的な配列がほぼすべての分
離したクローンに含まれ、親和性の高い特異
的なものを得ることができなかった。プラス
ミドでのクローニングというバイアスと、
SELEX 法ではリン酸化ペプチド部位に特異
的に結合する分子を選別することは困難な
ことが考えられた。 
レンチウイルスベクターに組み込んだア

プタマー配列より、レンチウイルスベクター
を 293FT 細胞に導入することにより、高い
感染能を持ったレンチウイルスベクターの
アプタマー発現系の構築を試みた。しかしな
がら、得られたレンチウイルスには十分な感
染力価を得られず、今回用いた U2OS 細胞、
Hela 細胞に十分なアプタマーを発現させる
ことはできなかった。今後、さらにレンチウ
イルスベクター系の改良を行い、高力価を持
ち高効率にアプタマーを導入できるレンチ
ウイルスの構築を目指していく。 

 
	
 これまでにすでに得られ、次世代シークエ
ンスの解析結果より、RNA アプタマー候補
鋳型 DNA 分子 Apt-DNA-PKcs_S2041 は 8
種類、_T2609は 5種類、_T2638は 6種類、
_S4026は 5種類、_T4102は 9種類のユニー
クな配列をもつアプタマー候補が得られて
きている。これらに関して、合成 RNA アプ
タマーを細胞に導入することにより、細胞の
放射線感受性が上昇しているものをいくつ
か選び出すことに成功している。しかしなが
ら、導入効率の問題で、顕著な差は確認され
ていない。この導入効率の問題を解決するた
めに、siRNAを効率に導入できるレンチウイ
ルスベクター系で、アプタマーRNA を発現
するシステムの構築を試みた。	
 

DNA-PKcs のリン酸化は IR による DSB
修復と細胞生存に重要である。特に 2056 ク
ラスターと 2609 クラスターリン酸化部位は
放射線感受性に関連したリン酸化部位であ
り、この部位に mutation を加えると放射線
高感受性になることが報告されている。
Apt-DNA-PKcs_S2041-2 がターゲットとし



ているDNA-PKcs Thr2638残基は2609クラ
スターに属しているリン酸化部位である。つ
まり、Apt-DNA-PKcs_T2638-2 が標的部位
である DNA-PKcs Thr2638リン酸化部位に
結合し、下流のプロテインキナーゼにシグナ
ルを阻害することによって放射線感受性が
増し、細胞の生存率が低下した可能性が考え
られる。また、自己リン酸化後の脱リン酸化
反応を阻害している可能性も存在する。
DNA-PKcsはDNA損傷部位に結合して自己
リン酸化、あるいは他のキナーゼによりリン
酸化される。その後に、脱リン酸化されるこ
とによりそのコンフォメーションが変化し、
DNA 損傷部位から離れることによって修復
が進むと言われている。RNA アプタマーに
より脱リン酸化が阻害される可能性も考え
られる。DNA-PKcs Ser4102残基に関して述
べると、vivoにおける機能的なことはよく分
かっていない。これまでは Apt-DNA-PKcs_ 
S4102-1、Apt-DNA-PKcs_S4102-5導入細胞
が放射線感受性を示したことから、
DNA-PKcs Ser4102 残基は何らかの生理的
機能を持っている可能性が考えられていた。
今後は、より力価の高い RNA アプタマーの
レンチウイルス発現系を構築し、将来的には
新しいがん放射線治療増感剤としての利用
を目指していく。 
	
 分子標的創薬で放射線感受性を増感させ
る薬剤の評価のために、ライブセルイメージ
ングによる DNA 損傷と細胞周期の検出シス
テムの構築を目指した。細胞周期と DNA 損
傷を感知するセンサー細胞の構築には成功
している。この細胞を使ってライブセルイメ
ージングを行い、細胞周期位置と DNA 損傷
を同時に検出できるようになっている。この
検出した動画像から、より効率的に迅速に定
量化した情報を得る必要がある。今回は画像
解析ソフトウェア ImageJを用いて、解析の
高速化・迅速化を進めた(図１)。 

	
 （図１） 
この解析の結果、細胞周期のプロファイリン
グ化に成功している。種々の異なる DNA 損
傷誘導剤により、細胞周期の乱れを検出する
ことが可能になっている（図２、図３）。今
後、このプログラムの解析精度を高め、より
高速に自動化した解析プログラムを構築し、
放射線増感剤の創薬に資するシステムの開
発を進めていく。 
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