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研究成果の概要（和文）：シスチン輸送体の阻害剤であるスルファサラジン（SSZ）は、がん幹細胞内のGSH濃度
を下げ、抗癌剤や放射線治療が効きやすくなると期待される。そこで、本研究では、放射線誘発アポトーシスに
与えるSSZの影響について検討した。実験にはヒト白血病細胞Molt-4をモデル細胞に用いた。アポトーシスおよ
び関連指標を調べた。SSZ併用群ではＸ線照射群に比べて、アポトーシスが増強された。また、幹細胞の基礎的
特性を調べるためヒト羊膜由来の不死化した間葉系細胞および上皮性細胞について、Ｘ線照射および過酸化水素
に対する感受性の違いとその分子機構についても検討したところ、後者での酸化ストレス抵抗性が判明した。

研究成果の概要（英文）：Sulfasalazine (SSZ) is an inhibitor of the cystine-glutamate antiporter 
known to reduce intracellular glutathione level and increase cellular oxidative stress, giving its 
anti-tumor potential. SSZ enhanced radiation-induced apoptosis in Molt-4 cells via the involvement 
of both intrinsic and extrinsic apoptotic pathways. In addition, to understand characteristics of 
stem cells, the immortalized human amniotic mesenchymal cells (iHAMs) and immortalized human 
amniotic epithelial cells (iHAEs) were utilized. To reveal response of these cells against X-rays 
and hydrogen peroxide, intracellular reactive oxygen species (ROS), cell viability, and apoptois 
were examined. Intracellular ROS level significantly increased in iHAMs after treatment, 
consequently cell viability also significantly decreased in iHAMs, but not in iHAEs. 
Radiation-induced apoptosis was also higher in iHAMs. Furthermore, proteins related to oxidative 
stress were also determined and detailed mechanism was discussed.

研究分野： 放射線基礎医学
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１．研究開始当初の背景 
癌治療における放射線治療重要性が増し

ているが、克服すべき問題点の一つに、癌幹
細胞による放射線治療抵抗性がある。これは、
CD44 を介した酸化ストレス回避機構、即ちシ
スチン取り込みによるグルタチオン量上昇
による抗酸化能の亢進によることが報告さ
れている。また、最近の臨床報告として、高
圧酸素療法や過酸化水素(H2O2)を用いた増感
法の有用性が示され、がん細胞の活性酸素制
御が放射線治療に貢献することが明らかと
なってきた。 
申請者らは、放射線や温熱による、特にア

ポトーシスの増強について研究し、細胞内酸
化ストレスの亢進と放射線・温熱細胞死の増
強の関係について報告してきた(1-3)。これ
ら の 成果を 基 盤とし て 、レド ッ ク ス
（Reduction（還元）と Oxidation（酸化）を
合体させた化学用語で、酸化・還元反応の均
衡を意味する)制御が放射線による癌細胞死
とりわけ、癌幹細胞死に関係すると考え、本
研究を行った。 
 
２．研究の目的 
癌幹細胞のレドックス制御に基づいた放

射線増感治療法の創成を目的とする。そのた
め、人工的に癌幹細胞を作製し、これに有効
なレドックス修飾薬剤の探索と開発を行い、
治療効果の増強法の確立を目指すことにし
た。候補薬剤としてシスチン輸送体の阻害剤
であるスルファサラジン（SSZ）およびこれ
を構成している薬剤 5-アミノサリチル酸
（5-ASA）およびスルファピリジンとした。 
最近，再生医療法の細胞供給源として，分

娩後に廃棄される羊膜が新たな細胞源とし
て着目されている。羊膜は，胚盤葉上層由来
の羊膜上皮細胞，および胚外中胚葉の間葉系
細胞から構成されており，両方に多能性幹細
胞が含まれている。本学の再生医学講座では、
不死化した両細胞を樹立したので、これらの
酸化ストレス応答を調べることで、幹細胞の
特性を明らかにしようとした。 
 
３．研究の方法 
 細胞死についてはアポトーシスの機構解
明のため、実験にはヒト白血病細胞 Molt-4
を用いた。アポトーシス指標として、細胞膜
表面上へのフォスファチジルセリンの発現
DNA 断片化、形態変化、関連タンパク質の発
現等を検討した。CCK8 を用いて全細胞死、各
種蛍光試薬を用いて細胞内活性酸素種 
（ROS）生成についても調べた。また、関連
するタンパク質についても調べた。 
幹細胞研究のためには羊膜由来の不死化

した間葉系細胞と羊膜上皮細胞を用いて、さ
らに対照としてヒト皮膚繊維芽細胞を使用
した。 
 
４．研究成果 
人工的に癌幹細胞の作製を試みたが、樹立

することが困難であり、SSZ の効果の検証を
第一に実施した。また、放射線による ROS の
効果を比較するため、水溶液中では極めて大
量のROSを生成する大気圧プラズマについて
も検討した。SSZ 併用群はＸ線照射あるいは
He プラズマ処理群に比べて、用いたアポトー
シス関係の指標では同様の増強効果を示し
た(図 1)。但し、CCK8 を用いた測定では増強
の程度は低く、また、X線照射および He プラ
ズマ処理群での比較で、特に Fas の関与は前
者で認められたが、後者ではなく、作用機序
の違いが判明した。 

 
図１ スルファサラジン（SSZ）によるアポ
トーシス増強効果。 
SSZ の濃度は 0.25 mM,He-CAP(大気圧プラ

ズマ) １分間および放射線 2 Gy 照射後、6時
間後にDNA断片化を指標にアポトーシスを測
定した。 
 
構成薬剤である5-ASAおよびスルファピリ

ジンについて調べたところ、前者ではＸ線照
射あるいは He プラズマ処理で相加的増強が
認められたが、後者では有意な増強効果はな
かった。これより、相乗効果は SSZ によるシ
スチン輸送体の阻害効果により、5-ASA によ
る増強効果はキノン骨格による細胞内ROS産
生によるものと思われる。 
次に癌幹細胞の特性を探るために、多分化

能を有するヒト羊膜細胞由来の上皮系細胞
に注目して、放射線および酸化ストレスの代
表である過酸化水素処理に関する細胞応答
について調べた。酸化ストレスは癌やアルツ
ハイマー病、糖尿病などのさまざまな変性疾
患において、重要な役割を担っていることが
明らかになっている。酸化ストレスの主な原
因物質の ROS は、主にミトコンドリアで生成
され、細胞に取り込まれる酸素の多くはシト
クロム C で消費され H2O になるが、その過
程で ROS も同時に放出される。一方、細胞
はこれらの ROS に対抗する抗酸化系を有し
ている。ヒト羊膜細胞は受精後 8日目に胚盤
葉上層が二分して形成され、外胚葉由来の上
皮細胞と中胚葉由来の間葉系細胞からなる。
そのため幹細胞の特性を調べる材料として
も優れている。これらの細胞の抗酸化特性に
ついての詳細な報告はなく、酸化ストレスに



対する応答および分子機構を調べることは
幹細胞の特長を知る一助となる。 
本研究では酸化ストレスとして、X 線およ

び過酸化水素を用いた。細胞内 ROS 水準は間
葉系細胞で X 線（10 Gy）および過酸化水素
(0.05 mM) 処 理 後 に 有 意 に 増 加 し た 。
Viability は間葉系細胞とヒト皮膚繊維芽細
胞で有意に低下したが羊膜上皮細胞ではな
かった。Annxin V-FITC および PI 染色で調
べた放射線誘発アポトーシスは羊膜上皮細
胞に比べて間葉系細胞で有意に高かった。間
葉系細胞の特徴は caspase-3, Nrf2 (nuclear 
factor erythroid 2 related factor 2), お
よび TrxR-1 (thioredoxin reductase -1)の
高い発現と放射線による caspase-8 および
Bax の上向き調節であり、Bcl-XL, HO-1, Nrf2, 
および TrxR-1 の下向き調節である。これに
対して羊膜上皮細胞の特徴は極めて高い
SOD2 の発現と HO-1 発現、加えて放射線によ
る HO-1 発現の上向き調節である。放射線に
よる Bax の発現上昇は弱かった。羊膜上皮細
胞は SOD2 の高度な発現と HO-1 放射線による
HO-1 発現により、ROS に対して相対的に高い
抵抗性を示すのに対して、間葉系細胞は
caspase-3 の高い発現、Bax の上向き調節、
Nrf2, および TrxR-1 の下向き調節等により、
感受性を示すことが明らかとなった。これら
により、羊膜由来の間葉系および上皮系細胞
の ROS 応答が特徴づけられ、上皮由来である
癌幹細胞の性質の一端が明らかとなった。 
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