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研究成果の概要（和文）：放射線照射を受けた細胞では損傷タンパク質や細胞小器官の蓄積により生理機能が阻
害されアポトーシスが誘導されることを防ぐため、オートファジーを活性化させているのではないかと仮定し、
その解明に向けて様々な実験を行ってきた。20GyのX線を照射されたヒト線維芽細胞は照射8日目にはほぼすべて
の細胞で老化することが分かった。また、照射後のLC3-IIタンパク質の発現量からオートファジー活性も上昇す
ることが分かった。このことから、照射で生じた損傷タンパク質や細胞小器官はオートファジーにより除去さ
れ、オートファジーが細胞の生理的機能の維持に大きな役割を担っていることを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We hipothisized that in irradiated cells, autophagy may be activated to 
avoid induction of apoptosis trrigerd by accumulation of the damaged proteins and  dysfunctional 
organelles. Therefore, we investigated activity of autophagy  in normal human diploid cells, hTERT 
BJ-5ta cells, exposed to 20 Gy X-rays. We found that irradiated cells guradually induced senescence 
and alomost of those cells showed senescent satete  at 8 days post-irradiation. We also found that 
activity of autophagy  was increased in response to X-irradiation from the results of LC3-II levels.
 These results suggested that induction of autophagy after irradiation may be involved in the 
elimination of damaged proteins and organelles.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 放射線　老化　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞老化は細胞死による組織の縮小や発ガンを回避することが可能である一方、様々な加齢性疾患と関係がある
ことが近年明らかになってきている。しかし、放射線治療を主眼とした放射線の細胞影響は主に細胞分裂能の喪
失により評価されてきたことから、放射線照射を受けた細胞が細胞分裂能は喪失したものの老化して生存してい
る場合の細胞の機能的評価はいまだ少ない現状にある。放射線誘発老化細胞は放射線治療後の晩期障害の発生と
も大いに関係すると考えられる。そのため、放射線誘発老化細胞の生理機能の一つとして、オートファジーの活
性について明らかにした成果は学術的、社会的に大きく貢献できる成果であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞が放射線を浴びると DNA だけでなくタンパク質や細胞小器官も損傷を負う。近年、照射に
より増殖能は失ったがアポトーシスを免れ固体中で“生存”し続ける細胞が多数存在することが
明らかになり、このような細胞では照射によって生じた異常タンパク質や機能低下した細胞小
器官が細胞自身の生存に大きな影響を与えると推測される。機能低下した細胞小器官や異常タ
ンパク質の蓄積は細胞の機能を阻害して後発的なアポトーシスを誘導する可能性がある。アポ
トーシスによる細胞の除去は組織の物理的なサイズの縮小を意味しており、生体にはこのよう
な危機的状況を回避するためのなんらかのシステムが存在するはずである。 
本研究では、放射線照射により生じた異常なタンパク質や細胞小器官を除去するために「細胞内
浄化システム」の活性が亢進し、アポトーシスが回避されているのではないかと考え、凝集した
タンパク質や細胞小器官などの細胞質成分を含めて分解することができるオートファジーに着
目した。オートファジーが異常タンパク質や機能低下した細胞小器官の蓄積によるアポトーシ
スを回避するための役割を担っていると仮定し、オートファジーの活性が放射線照射によりど
のように変化し、どのようにアポトーシスの回避に働いているのかを明らかにすることを目指
す。 
 
２．研究の目的 
オートファジーが放射線照射を受けた細胞を生存させるために、どのような役割をはたしてい
るのかについて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究ではすべての実験でヒト不死化線維芽細胞 hTERT BJ5-ta 細胞（以下 BJ-5ta 細胞）を使用
し、X 線 20Gy（線量率 1Gy/min）を照射後、測定時間までインキュベーター内（37℃、5％CO2）
で培養した。 
（１）放射線照射による細胞増殖の停止、および老化誘導の確認実験 
①EdU 取り込み実験 
EdU はチミジンの類似体で S 期の細胞に取り込まれる。放射線照射後の BJ-5ta 細胞を EdU 含有
培地で培養し、EdU を取り込んだ細胞を適当時間ごとに蛍光顕微鏡にて観察し、経時的な EdU の
取り込み量の変化を調べた。 
②SA-βガラクトシターゼ染色による老化細胞の検出 
放射線照射後、細胞を SA-βガラクトシターゼ（以下 SA-β Gal）で処理し、酸性条件下で培養
後に青色に呈色する細胞を老化細胞として検出した。 
③γ-H2AX フォーカス数の計測 
放射線照射した細胞をγ-H2AX 抗体により免疫染色を行い、蛍光顕微鏡にてフォーカス数を計測
した。 
 
（２）オートファジー活性の測定（LC3-II タンパク質の相対的濃度測定） 
オートファジーの誘導はオートファゴソームの形成と正の相関を示す LC3 タンパク質の発現量
をウェスタンブロッティングにて経時的にモニタリングすることで確認した。LC3-Ⅱとローデ
ィングコントロールとの比を測定し、オートファジーの活性を評価した。さらに、オートファジ
ー誘導経路で LC3 の上流にある Ulk1、およびリン酸化 Ulk1（Ser638）についてもその発現量を
ウェスタンブロッティングにて経時的に調べた。 
 
（３）放射線照射による異常タンパク質の増減の確認 
オートファジーで分解されるべきタンパク質や細胞小器官にはポリユビキチン鎖が付加される。
ポリユビキチン化タンパク質はリン酸化 p62 タンパク質と結合しているため、X線照射後のリン
酸化 p62（Ser403）タンパク質の経時的な発現量をウェスタンブロッティングで調べた。 
 
４．研究成果 
（１）放射線照射による線維芽細胞の老化 
EdU取り込み実験により細胞増殖能を調べたと
ころ、X線 20Gy を照射された BJ-5ta 細胞は照
射 2日目には EdU 取り込み細胞数が 2％以下と
なり、15 日経過後においても細胞数の増加が
みられなかったことから、細胞は照射により増
殖を停止したことが分かった（図 1）。また、放
射線照射により細胞が老化したかどうかをSA-
β Gal 染色により調べたところ、SA-β Gal 陽
性細胞数は照射後徐々に増加し、照射後 8日目
には 90％以上の細胞が陽性を示し（図 2）、細
胞の形態も大きく、扁平状に変化した。 



さらに、老化誘導の必須条件である DNA 損傷応答の
持続について、照射後 30 日までの各細胞あたりの
γ-H2AX のフォーカス数を調べたところ、30日後に
もほぼすべての細胞でフォーカスが観察されたこ
とから、照射細胞では DNA 損傷応答が持続している
ことを確認することができた。 
これらの結果から、X 線 20Gy 照射によりほぼすべ
ての細胞が老化状態で生存し続けることが明らか
となった。 
 
（２）放射線照射後のオートファジー誘導 
続いて放射線照射後のオートファジー関連タンパ
ク質の発現量を調べた（図 3、4）。 
LC3-IIの発現量は照射後急激に増加し、照射後1日
で最大量に到達した。しかし、その後は徐々に減少
し、照射後 6日目にはコントロールレベルまで低下した。その後再び増加し、照射後 30日目に
は 1 日目の最大発現量まで上昇した。また、オ
ートファジー誘導経路で LC3 の上流に位置する
Ulk1 についてもその発現量を調べたところ、
Ulk1 の発現量は照射後 30 日まで変化は見られ
なかったが、リン酸化 Ulk1（Ser638）の発現量
は照射後 2 日までは減少し、その後 6 日までは
上昇したが、10 日目以降再び減少した。この発
現変動は LC3-II と負の相関が認められた。 
これらの結果から、放射線照射によりオートフ
ァジーが顕著に誘導されることが明らかとな
り、その活性は一時的に減少したものの、照射
後 30 日目まで持続することが示された。 
 
（３）放射線照射後の p62 タンパク質の経時的発現 
アダプタータンパク質であるp62はポリユビキチン
化タンパク質と結合した後LC3との特異的結合を介
して、オートファゴソームに運ばれて恒常的に分解
される。放射線照射を受けた細胞内には放射線によ
り損傷を受けたタンパク質が多数存在し、これらの
損傷タンパク質はオートファジーにより分解され
ると予想された。しかし、本実験で得られた結果で
は、p62 タンパク質は照射の有無によらずほぼ一定
の発現量を示し、ポリユビキチン化タンパク質との
親和性上昇の指標となる Ser403 リン酸化 p62 の発
現量も照射による変化は認められなかった。 
（１）（２）（３）の結果から、X 線照射を受けた線
維芽細胞はアポトーシス等の細胞死を起こすことなく細胞分裂を永続的に停止し、老化が誘導
されることが明らかとなった。 
X 線照射直後からオートファジーが誘導されていることから、細胞が老化する前に X線照射によ
って生じた損傷した細胞小器官をオートファジーで除去し、その結果アポトーシス等の細胞死
が回避されていることが示唆される。さらに、老化後もオートファジーの活性は高く維持されて
おり、これは老化細胞の活発な生理機能の維持と何等かの関係があると考えられる。 
また、X線照射後の p62 の発現変動は見られなかったことから、照射により生じた損傷タンパク
質はオートファジー以外の分解系で除去されたと考えられる。X線照射により生じる主なタンパ
ク質損傷は DNA 損傷と同様に酸化的な損傷
である可能性があり、オートファジーで分
解されるような凝集したタンパク質にはな
りにくいことが考えられる。酸化タンパク
質は 20S プロテアソームにより分解されや
すい（A.M. Pickering, et al, 2012）こと
から、損傷タンパク質の分解経路としてオ
ートファジーよりもプロテアソームが優位
に働き、そのため p62 の発現に変化が見ら
れなかったと考えられる。 
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