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研究成果の概要（和文）：RhoGDIbetaは細胞内シグナル伝達分子のひとつで、ヒトなどの哺乳類では、上皮や血
球系の細胞に多く発現している。遺伝子が傷つくような外因性のストレスにより、RhoGDIbetaが切断された形の
変様型タンパク質が発現する。しかし、その機能は十分にわかっていない。本研究では、１）変様型タンパク質
が放射線照射後の生存細胞において長期にわたり発現すること、２）この発現は、細胞分裂の方向性制御に影響
を与えること、３）また、一方、放射線を全身照射したマウスの胸腺に変様型タンパク質が出現することから、
全身被曝の有無やその被曝の程度を予測可能にするマーカー開発に繋がる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：RhoGDIbeta is an intracellular signaling protein that regulates Rho family 
GTPases. RhoGDIbeta is highly expressed in epithelial and hematopoietic cells. When exposed to 
radiation, RhoGDIbeta is truncated at the N-terminus and translocated from the cell membrane to the 
cytoplasm. Here, we have demonstrated that the truncated protein is accumulated and affects mitotic 
spindle orientation via Cdc42 inhibition in radiation-exposed and regrowing HeLa cells. 
Additionally, we have found that the truncated protein can be detected in the thymus of mice after 
X-irradiation, suggesting its potential as biomarker for radiation risk assessment.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 放射線被曝　バイオドジメトリ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RhoGDIbetaは細胞内シグナル伝達分子のひとつとして、RhoファミリーGタンパク質を制御する。alpha、beta、
gammaの3種類が存在するRhoGDIの中で、RhoGDIbetaのみに3型カスパーゼ切断サイトが存在するが、その切断後
の生理機能には不明の点の多かった。本研究において、ゲノムストレス後の再増殖過程にある細胞に分裂軸制御
との関係において生理的機能のあることを見つけた学術的意義は大きい。また、また、その発現が、電離放射線
照射後の白血球に検出可能性であることを見つけており、放射線被曝後の健康管理に役立つ可能性を見出した点
での社会的意義も大きい。

※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 
(1) RhoGDIβの生理機能解明 
 RhoGDI（Rho GDP-dissociation inhibitor）は、細胞運動制御シグナルの分子スイッチとして機
能している RhoGTPaseファミリー分子群（Rho、Rac、Cdc42など）の阻害因子として知られる。
RhoGDIには α、β、γの３種類存在するが、その内、RhoGDIβは Racの阻害因子として知られ
ており、細胞膜への局在が知られる。また、RhoGDIβだけが活性型３型カスパーゼ基質となる。
アポトーシス誘導過程でＮ末欠失型の変様型タンパク質（ΔN-RhoGDIβ）が出現するため、
RhoGDIβは３型カスパーゼ下流分子として、アポトーシス実行に関係する機能が予測されてい
た。しかしながら、我々のこれまでの解析からは、RhoGDIβの発現によりアポトーシス感受性
を高める効果が見られるものの、アポトーシス細胞死を実行する効果は無く、また、非欠失型
変異 RhoGDIβ（Ｎ末欠失型が出現しない非欠失型変異体）遺伝子を導入した細胞にも、アポト
ーシス感受性を下げる効果は見られるものの、明瞭なアポトーシス誘導抑制効果は見られない。
このことから、ΔN-RhoGDIβ は、他の多くの機能未知の３型カスパーゼが標的とする基質の切
断産物と同様、切断された後には積極的な機能は無く、単に、本来の機能（この場合は Rac阻
害活性）を喪失させる効果をもたらしか結果の残った分断化ジャンク断片に過ぎないであろう
とする考えが主流であった。しかしながら、一方において、RhoGDIβは血球系で非常に高いタ
ンパク質の発現があり、種々のストレスに応答して３型カスパーゼ活性化によって切断される
こと、また、ΔN-RhoGDIβ の強制発現は、ゲノムストレス誘発アポトーシス感受性の増大をも
たらすことなどから、ΔN-RhoGDIβに固有の「gain-of-function」としての積極的な機能が存在す
るという考えも依然として残る。すなわち、ゲノムストレス暴露後の細胞内における
ΔN-RhoGDIβ の生理機能については不明の点が多く、３型カスパーゼ活性化によってスクラッ
プ化されたジャンクタンパク質か、それとも、３型カスパーゼ活性化に伴ってその下流におい
て生理機能を有する切断産物なのかは判然とはしていない。 
(2) 電離放射線被曝バイオマーカーの開発 
 近年の大規模原子力災害や国内外の原子力を取り巻く世界情勢から、放射線被曝管理の重要
性への認識が高まっている。放射線モニターリングや被曝線量の物理化学的な測定による個人
管理などに加えて、放射線被曝を生命科学の手法で臨床医学的にとらえることが可能であれば、
個人の放射線による健康リスク管理には、この上ない朗報である。生体への放射線影響の度合
いを具体的に知ることが出来れば、その後の健康管理に大いに役立つであろう。そういう目的
から、電離放射線被曝を臨床検査として実現させるために、現在までに、いくつかの方法が開
発されているが、この中で高感度なのは、歯や爪の核磁気共鳴による測定で長期間検出可能で
あるが、生検材料が得にくく、また、生物学的な影響の検出ではない。一方、染色体検査は有
用であるが、観察のために専門家を必要とするために実用的では無い。臨床検査の目的には、
リン酸化ヒストン（γ-H2A）のような蛋白質マーカーの開発が望まれるが、検出感度や検出可
能期間などの克服が必要であり、必ずしも成功している方法とは言えない。こういった状況の
中で、新しい放射線被曝のためのバイオマーカーの開発は望まれている。 
 
２．研究の目的 
(1) RhoGDIβの生理機能解明 
 本研究では、放射線照射後に生存し再増殖過程にある細胞の分裂軸制御様式について調べ、
その制御への ΔN-RhoGDIβのかかわりを解明することを目的とした。 
(2) 電離放射線被曝バイオマーカーの開発 
 マウス全身照射時の特に放射線感受性の高い臓器として知られる胸腺に注目し、
ΔN-RhoGDIβ が照射後に長期間検出可能などうか、新しい放射線被曝のためのバイオマーカー
として利用可能かどうかを検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) RhoGDIβの生理機能解明 
 RhoGDIβ とその N 末欠失型変様体（ΔN-RhoGDIβ）や３型カスパーゼ非切断型変異体
（RhoGDIβ(D19A)）、あるいは、short-hairpin RNAs (shRNA)によって RhoGDIβが抑制された細
胞株を樹立した。これらの細胞株を用いて、過剰チミジン添加による細胞同調培養法を用いて
分裂期にある細胞を集めた。また、ゲノムストレス（10 J/sqmの UVC）を与えた実験において
は、被曝後に生存して再増殖した細胞を集めて同様に分裂期にある細胞を集めた。これらの細
胞における分裂軸の方向性について、基底膜構成成分であるマトリゲルをコートしたシャーレ
上で細胞を固定後に DNA をヘキスト 33258 で染色し、同時に γ チュブリンでセントロソーム
を染色して共焦点レーザー顕微鏡によりセクショニング観察を行い、マトリゲルコート面に対
する分裂方向の角度を算出した。また、一方、Cdc42の活性は、活性化型 Cdc42のみと結合す
る p21-activated kinase-agarose beadsを用いた pull-down assayによって定量化した。 
(2) 電離放射線被曝バイオマーカーの開発 
 8-9週齢の C57BLマウスにゲノムストレス（5 Gyの X線全身照射）後、経時的に剖検後、胸
腺を摘出してタンパク質を抽出し、免疫ブロットによって ΔN-RhoGDIβの発現を調べた。 
 
４．研究成果 



(1) RhoGDIβの生理機能解明 
①細胞株の樹立： HeLa細胞に RhoGDIβと N末欠失型変様体（ΔN-RhoGDIβ）や３型カスパー
ゼ非切断型変異体（RhoGDIβ(D19A)）、あるいは、short-hairpin RNAs (shRNA)をトランスフェク
ションして、各群 20クローン以上をスクリーニングし、それぞれの安定発現株（stable clones）
を樹立した。 
②分裂軸方向性アッセイ系の確立：細胞外マトリックスの影響については、マトリゲルによっ
て最も分裂軸が安定し、細胞密度の影響は、高い場合に分裂軸が安定し、イマチニブにより、
分裂軸の方向性は乱れた。 
③ΔN-RhoGDIβによる分裂軸制御への影響： RhoGDIβの各種安定発現株で測定した結果、１）
full-lengthの RhoGDIβにおいても強制発現株では分裂軸が乱れる傾向にはあるが、コントロー
ルの細胞と統計上の有意な差を認めなかったものの、２）ΔN-RhoGDIβ は有意に分裂軸の方向
性を乱すことがわかった。 
④ゲノムストレスによる影響：ゲノムストレス後に生存し再増殖した細胞の分裂軸は乱れるこ
とがわかった。また、RhoGDIβ の発現を shRNA によってノックダウンした細胞株では、この
乱れが抑制されており、同時に、ΔN-RhoGDIβ の発現もノックダウンされていたことから、
ΔN-RhoGDIβ が HeLa 細胞のゲノムストレス後における分裂軸の乱れのひとつの原因であるこ
とが予想された。 
⑤ゲノムストレス後の分裂軸の乱れに対する ΔN-RhoGDIβ の関与：RhoGDIβ の発現を shRNA
によってノックダウンした細胞株はゲノムストレスによる分裂軸の乱れが抑制されているが、
この時に、切断型の RhoGDIβを発現させると分裂軸の乱れが誘導されたが、一方、３型カスパ
ーゼ非切断型変異体（RhoGDIβ(D19A)）の発現では、分裂軸の乱れが誘導されなかった。この
ことから、ΔN-RhoGDIβ が HeLa 細胞のゲノムストレス後における分裂軸の乱れに深くかかわ
っていることがわかった。 
⑥ΔN-RhoGDIβによるCdc42活性抑制効果：ゲノムストレス後のCdc42活性を測定したところ、
ゲノムストレスにより Cdc42活性は抑制されたが、RhoGDIβの発現を shRNAによってノック
ダウンした細胞株では、その抑制は起こらず、同様に、３型カスパーゼ非切断型変異体
（RhoGDIβ(D19A)）の発現においても抑制は起こらなかったが、full-lengthの RhoGDIβの発現
では、ゲノムストレスにより Cdc42活性は抑制された。このことより、ΔN-RhoGDIβがゲノム
ストレス後の Cdc42活性の抑制に関与していることがわかった。 
⑦ゲノムストレス後の Cdc42活性と分裂軸制御：樹立した各細胞株について、Cdc42の恒常的
活性型変異体（Cdc42（G12V））を発現させたところ、shRNA によってノックダウンした細胞
株、各細胞株に空のベクター、あるいは３型カスパーゼ非切断型変異体（RhoGDIβ(D19A)）を
発現させた細胞株（これらの細胞株ではゲノムストレスでの分裂軸の乱れは起こらない）以外
の細胞株、すなわち、ゲノムストレスでの分裂軸の乱れが起こる全ての細胞株において、ゲノ
ムストレス後の分裂軸の乱れは抑制された。すなわち、ゲノムストレス後に生存して再増殖し
た HeLa 細胞においては、ΔN-RhoGDIβによる Cdc42 活性の抑制効果が分裂軸の乱れの原因と
なっていることがわかった。 
(2) 電離放射線被曝バイオマーカーの開発 
①HeLa細胞での長期放射線応答シグナル（細胞内被曝記憶分子＝ΔN-RhoGDIβ）の検出：HeLa
細胞にゲノムストレス（10 Gyの X線）後に培養を続け、生存細胞及び再増殖細胞を集めてタ
ンパク質抽出を行い、ΔN-RhoGDIβ の発現を経時的に調べた実験では、照射後 144 時間目（6
日目）まで ΔN-RhoGDIβの発現が観察されていた。そこで、更に、長期間の観察を行ったとこ
ろ、照射後 13日目まで発現を認めることがわかった。 
②マウス胸腺系細胞株（p53-/-の 1B1C4細胞と p53+/+の 3SB細胞）での長期放射線応答シグナ
ル（細胞内被曝記憶分子＝ΔN-RhoGDIβ）の検出：1B1C4細胞と 3SB細胞にゲノムストレス（10 
Gy の X 線）後に培養を続け、生存細胞及び再増殖細胞を集めてタンパク質抽出を行い、
ΔN-RhoGDIβ の発現を経時的に調べた実験では、1B1C4 細胞は照射後 48 時間目で高い
ΔN-RhoGDIβ発現を認め、その後の再増殖過程において 144時間目（6日目）まで ΔN-RhoGDIβ
の発現が観察された。この発現の持続は、HeLa細胞における観察結果と相似していた。これに
対して、3SB細胞では、照射後 6時間目に高い ΔN-RhoGDIβ発現を認めたものの、その後、発
現は無くなった。また、この時、3型カスパーゼの発現は持続しており、RhoGDIαの発現も認
めた。このことから、ΔN-RhoGDIβ はアポトーシスが実行されて細胞死が起こる以前の早期に
発現が無くなることがわかった。すなわち、ΔN-RhoGDIβ はアポトーシス実行に関わる因子で
はなくて、むしろ、ゲノムストレス後の生存過程に関わる因子であるとする見方が有力である。 
③マウス全身照射での長期放射線応答シグナル（細胞内被曝記憶分子＝ΔN-RhoGDIβ）の検出：
全身照射後にマウスからの胸腺摘出によるタンパク質抽出で ΔN-RhoGDIβ を検出したところ、
照射後 6時間目において、高い発現を観察した。この結果は、p53+/+の 3SB細胞での結果と一
致する。そして、その検出感度も p53+/+の 3SB細胞で得られた結果と一致し、0.1 Gy程度の放
射線照射により検出可能であった。一方、5 Gy全身照射マウスにおいては、照射後 6時間目で
ΔN-RhoGDIβ の高い発現を観察したが、その後、144 時間目（6 日目）まで ΔN-RhoGDIβ の発
現が観察された。5 Gy全身照射マウスは、多くは体毛が白髪化するものの生存が可能であり、
被曝後の胸腺の再生時に ΔN-RhoGDIβが発現しているものと考えられた。実際に健康管理にお
いては胸腺を標的ことは出来ないので、現在、10 - 100 µl程度の微量末梢血による検査システ



ムを構築中であるが、予備実験においては、0.5 Gy程度の被曝検出が可能である。 
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