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研究成果の概要（和文）：これまでの解析から、長期の放射線照射では、ミトコンドリア由来の活性酸素による
酸化ストレスの影響が大きいことを報告している。本研究では、活性酸素の標的酵素の一つとしてAKTの脱リン
酸化酵素protein　phosphatase 2A(PP2A)を同定し、放射線によるAKT恒常的活性化の原因であることを明らかに
した。AKT恒常的活性化は、AKT経路の下流の細胞周期制御因子サイクリンD1の発現を亢進する。サイクリンD1の
発現異常は、DNA複製阻害によるDNA損傷の形成で、ゲノム不安定性を誘導する。以上より、放射線によるゲノム
不安定性誘導に関わるAKT/サイクリンD1経路異常の分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of repeated exposure to low-dose radiation in 
normal human fibroblasts. Long-term low dose fractionated radiation (FR) with 0.01 Gy/fraction or 0.
05 Gy/fraction for 31 days caused persistent accumulation of mitochondrial reactive oxygen species 
(ROS). Excess ROS promoted oxidative inactivation of protein phosphatase PP2A which in turn led to 
disruption of normal negative feed-back control of AKT/cyclin D1 signaling in cells treated with 
long-term FR. The resulting abnormal nuclear accumulation of cyclin D1 causes growth retardation, 
cellular senescence and genome instability in low-dose irradiated cells. The antioxidants provided 
protection against the harmful cell cycle perturbations induced by low-dose long-term FR. 
Our study highlights a specific role of mitochondrial ROS in perturbation of AKT/cyclin D1 cell 
cycle signaling after low-dose long-term FR. 

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
福島原発事故以降、人の放射線影響の社会
的関心は高く、低線量・低線量率放射線被ば
くによる健康への影響解明が求められてい
る。これまで、広島・長崎原爆被爆者、チェ
ルノブイリ原発事故被災者、高自然放射線地
域の住民の疫学調査により、ヒトの放射線影
響に関する重要な科学的知見が提供されて
いる。しかし、低線量・低線量率の放射線影
響については未解明な部分が多く、特に、長
期間の放射線被ばくの影響については、その
評価の元となるデータ自体が乏しいのが現
状である。 
我々はこれまでヒトがん細胞を用いて、1
月間の長期放射線による細胞応答を解析し、
細胞の生存に関わる AKT 経路の恒常的活性
化と下流の細胞周期制御因子サイクリン D1
の発現亢進が、放射線治療で問題となるがん
細胞の放射線耐性に関わることを明らかに
し た (Shimura et al. Oncogene 2010, 
29:4826-4837)。このサイクリン D1の発現亢
進は長期低線量放射線照射したヒト正常細
胞においても再現性良く観察された
(Shimura et al. Cell Cycle 2014, 
13:1248-1255)。サイクリン D1は、DNA合
成期(S 期)に発現が低下する。しかし、長期
放射線を照射した細胞では、S 期においても
サイクリン D1の発現が観察され、DNA複製
を阻害し、DNA 損傷を誘導する (Shimura 
et al. Cell Cycle 2013, 12(5):773-782)。サイ
クリン D1 による DNA 損傷は、放射線によ
るゲノム不安定性の誘導に関与することが
考えられる。以上のことから、長期放射線被
ばく影響を理解する上で、AKT/サイクリン
D1 シグナル経路の制御異常の分子機構の解
明が重要であると考える。 
活性酸素は、放射線照射直後や遅延的にミ
トコンドリアから活性酸素が増加すること
が知られている。活性酸素は、シグナル物質
としての働きを持ち、細胞内のシグナル経路
を制御している。一方、過剰な活性酸素は、
脂質、タンパク質、DNA を酸化し、酸化ス
トレスを誘導し、発がん、老化、様々な疾病
（糖尿病、メタボリックシンドローム、心疾
患、神経疾患など）の原因となる。AKTの脱
リ ン 酸 化 酵 素 protein  phosphatase 
2A(PP2A)は、活性酸素により活性化部位の
システイン残基が酸化され不活性化される。
このため、PP2A が活性酸素の標的分子で、
活性酸素による PP2Aの不活性化で AKTの
負の制御機構が働かないことが、AKT恒常的
活性化の原因であることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、長期放射線被ばくの影響
を理解するため、AKT-サイクリン D1シグナ
ル経路異常の分子機構や放射線による酸化
ストレスの生物影響の解明に取り組んだ。放
射線による PP2A への影響を解析し、AKT
の恒常的活性化に、PP2A が関与するかどう

かを検討した。放射線照射後の酸化ストレス
について、ミトコンドリアによる活性酸素の
生成とPP2Aの酸化不活性化について解析を
行った。以上により、AKT-サイクリン D1シ
グナル経路に焦点をあて放射線照射後の初
期過程の分子レベルの変化を捉え、放射線影
響を予測する新たな評価の指標の同定と放
射線影響の高感度検出に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
3-1. 用いた細胞 
ヒト胎児肺由来二倍体繊維芽細胞 (MRC-5, 
TIG-3) は、財団法人ヒューマンサイエンス
振興財団から購入し、フラスコ内で、-MEM
にウシ胎児血清を加えた培養液中で、培養し
た。 
 
3-2. X線照射 
日立製 150-kVp X-ray generator (Model 
MBR-1505R2)で 0.5 mm Cu+0.1 mm Alフ
ィルターを用いて、線量率 0.7 Gy/min で細
胞に照射する。分割照射のスケジュールは 1
回あたり 0.01 Gy、または 0.05 Gyの X線を
1日 2回、1週間に 5日のスケジュールで 31
日間、それぞれ総線量 0.46 Gyと 2.3 Gyを
照射した。 
 
3-3.活性酸素の測定 
細 胞 内 の 活 性 酸 素 量 を 還 元 型 2',7' 
–dichlorofluorescin diacetate (DCFDA)で染
色し、活性酸素で酸化され蛍光を発する陽性
細胞をフローサイトメーターで定量した。ミ
トコンドリアから発生するスーパーオキシ
ド（O2-）を生細胞浸透性 で、ミトコンドリ
アへの選択性を持つMitoSOX™ Red 試薬で
染色し、フローサイトメーターで定量した。 
 
3-4. 放射線によるAKT恒常的活性化の分子
機構の解析 
PP2Aの活性を、市販の PP2A detection kit
を用いて、以下の方法で測定した。細胞の抽
出液から PP2A抗体で免疫沈降により PP2A
タンパクを回収した。PP2A によって、合成
ペプチドから遊離したリン酸の量をマイク
ロプレートリーダーで 620nm の吸収波長を
測定し、PP2A の酵素活性を定量した。放射
線により、PP2A の活性が低下するかどうか
を検討した。 
 
3-5．2次元電気泳動を用いた分子間ジスルフ
ィド架橋の検出 
1 次元目を非還元状態、2 次元目を還元状態
で、電気泳動し、PP2A の抗体を用いたウエ
スタンブロティング法によりPP2A内のシス
テイン残基のジスルフィド架橋を解析し、
PP2Aの酸化を検出した (図１)。 
 
 
 
 



 
3-6．ミトコンドリア酸化損傷の検出 
ミトコンドリア DNA(mtDNA)を精製した後、
HPLC（高速液体クロマトグラフィー）で
DNA 酸化損傷指標である 8-oxoguanosine 
(8-OHdG)の量を定量した。もう一つの酸化
損 傷 の 指 標 で あ る 脱 塩 基 部 位 AP 
(apurinic/apyrimidinic) siteは、Nucleostain 
DNA damage quantification kitを用いて、
定量した。 
膜電位の低下した機能不全のミトコンドリ
アは、parkinにより標識され、選択的に分解
される。このミトコンドリアのオートファジ
ーであるマイトファジーにより、ミトコンド
リアの質が保たれている。膜電位に依存して
染色されるミトコンドリア染色試薬
MitoTraker Deep Red と parkinの二重染色
で、健康なミトコンドリアと損傷を持つミト
コンドリアをそれぞれ検出した。 
 
3-7. AKT恒常的活性化による生物影響の解
析 
多くのがん細胞で AKT 経路の活性化が観察
され、AKTの制御異常が発がんに関わること
が知られている。長期放射線照射による AKT
恒常的活性化が正常細胞に及ぼす生物影響
を、細胞増殖、微小核の形成、細胞死、細胞
老化を指標に検討した。細胞死の解析は、ア
ネキシン V 染色でアポトーシスの細胞を検
出し、フローサイトメーターを用いて、陽性
細胞を定量した。細胞老化は、Bio Vision 社
Senescence Detection Kit を 用 い て 、

β-galactosidase（SA-β-Gal）活性を指標に，
老化細胞を組織化学的に検出した。 
 
４．研究成果 
これまでのヒト正常線維芽細胞を用いた
解析から、1か月の低線量放射線で、DNA損
傷と DNA 修復の指標である -H2AX と
Rad51のフォーカス形成が観察され、慢性的
に DNA 損傷応答が誘導される。さらに、損
傷応答に必要なエネルギーを供給するため、
エネルギー生産の副産物としてミトコンド
リアから持続的に活性酸素が発生すること
を明らかにした（Shimura et.al. Oncotarget 
7 (3):3559-70, 2016）。活性酸素は、細胞内の
抗酸化物質グルタチオンを消費し、長期放射
線照射後にグルタチオン量が減少する。この
ため、細胞内の酸化還元(レドックス)制御機
構が破綻し、長期低線量放射線照射細胞では、
活性酸素の蓄積による酸化ストレスを誘導
す る （ Shimura et.al. Oncotarget 7 
(3):3559-70, 2016）。放射線による O2-の増加
は、近傍に存在するミトコンドリアを酸化し、
照射細胞のミトコンドリアに酸化損傷を誘
導すると考えられる。mtDNA の酸化損傷に
ついては、DNA の酸化損傷の指標である脱
塩基部位と 8-oxoguanosine (8-OHdG)の量
を測定して検討した。非照射細胞の mtDNA
と比較して分割照射した細胞のmtDNAに脱
塩基部位と 8-OHdG の量の増加が観察され
た。健康なミトコンドリアを MitoTraker 
Deep Redで、膜電位が低下したミトコンド
リアを parkin でそれぞれ区別して検出し、
放射線によるミトコンドリア酸化損傷の程
度を検討した（図 2）。 
 



さらに、活性酸素の標的酵素として、PP2A
を同定した。活性酸素は PP2Aの活性化部位
のシステイン残基を酸化し、不活性化する。
このため、AKTの負の制御機構が機能せず、
AKTが恒常的に活性化する。AKTシグナル
経路の下流のサイクリン D1 の分解が抑制さ
れる。サイクリン D1の発現異常は、DNA複
製阻害を介した DNA 損傷を誘導し、細胞老
化やゲノム不安定性の誘導に関与する。抗酸
化剤 N-アセチルシステインを用いて、放射線
照射後の PP2Aの不活性化と AKTの恒常的
活性化を抑制することが可能である。以上の
ことから抗酸化剤は、放射線防護に役立つと
考えられる。 
これまで、低容量の慢性ストレスに対する
細胞応答は、バックグランドのストレスの影
響や反応が小さいことから、解析が困難であ
った。今後は、AKT経路の制御異常を指標に、
低線量長期放射線による被ばく影響を高感
度に検出し、放射線による健康影響の解明が
期待される。また、活性酸素の発生源である
ミトコンドリアは、酸化ストレスによる損傷
を受けることが予想される。酸化ストレスに
よるミトコンドリア機能低下を検討し、長期
低線量放射線影響を検討する必要がある。 
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