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研究成果の概要：固形腫瘍内に存在する低酸素領域は、癌の放射線抵抗性の一因である。我々

は、低酸素下では insulin-like growth factor(IGF)刺激によって癌細胞の放射線感受性が増

大することを見出した。本研究では、IGF による放射線感受性増大のメカニズムを詳細に検討

した。膵臓がん細胞 AsPC-1 では IGF 刺激によって誘導された小胞体ストレスおよびオートファ

ジーによって放射線感受性が増大することが明らかとなったが、小胞体ストレスとオートファ

ジーの直接的な関連は見出せなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

 
放射線治療は癌治療の有効な手段の一つ

であるが、その治療効率を高めるためには、
細胞が活発に分裂していることや組織内に
分子酸素が十分に存在することが重要であ
る。 

しかし、固形腫瘍の中には、腫瘍血管の構
築が不完全であることから栄養や酸素のい
きわたらない、いわゆる低酸素領域が存在す
る。この低酸素領域の癌細胞は、細胞分裂が
低下していることや、フリーラジカルの素と

なる分子酸素が欠乏していることから、放射
線治療抵抗性の一因となっている。 
我々の研究室では、低酸素領域の癌細胞に

も有効な治療法の開発を目標として研究を
進めている。 
 
 放射線照射による細胞死の様式は、一部ア
ポトーシスであることが知られているが、そ
のメカニズムは未だ明らかにされていない。
近年、放射線による細胞死に直接オートファ
ジーが関与していることが報告された。 
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AsPC-1

オートファジーは細胞内タンパク分解機
構の一つで、自食作用とも呼ばれている。細
胞内に隔離膜が現れ、細胞質を包み込んで二
重膜構造体（オートファゴソーム）を形成し、
後にリソソームと融合して（オートリソソー
ム）内部のタンパク質を分解する。オートフ
ァジーは、細胞内への異常なタンパクの蓄積
を防ぎ、栄養飢餓時にはアミノ酸をリサイク
ルするなど、細胞の恒常性維持に関与してい
る。一方で、オートファジーはアポトーシス
とは異なる形式の細胞死を誘発することも
知られており、2 型プログラム死と呼ばれて
いる。このオートファジーによる細胞死は、
アポトーシス抵抗性細胞で顕著に観察され
ている。癌細胞は一般的にアポトーシス抵抗
性であることから、オートファジーによる細
胞死を癌治療に応用できる可能性がある。 
  

こ れ ま で に 我 々 は 、 低 酸 素 下 で の
insulin-like growth factor (IGF) 刺激は
癌細胞の放射線感受性を増大させることを
見出してきた。 

本研究では、IGF 刺激による放射線感受性
の増大効果が小胞体ストレスを介したオー
トファジーの誘導によって得られたもので
あることを示し、また、オートファジーを誘
導することで低酸素下での放射線感受性を
増強することを目標とした。 
 
 
２．研究の目的 
  

我々はこれまでに、無酸素下(0%O2)でのIGF
刺激は膵臓がん細胞 AsPC-1 に小胞体ストレ
スを誘発し、CHOP/GADD153 の発現上昇により
細胞死を引き起こすことを報告した。CHOP は
小胞体ストレスや DNA損傷に応答して誘導さ
れる転写因子であり、ストレス下でのアポト
ーシスに重要な役割を果たしている。また、
低酸素下(1%O2)で培養したAsPC-1細胞をIGF
で刺激すると、放射線感受性が増大すること
を見出した。低酸素下の IGF 刺激は細胞に小
胞体ストレスを惹起するとともに、オートフ
ァジーも誘発していた。 
 小胞体ストレスは細胞内の異常なタンパ
クの蓄積を感知するシステムであり、小胞体
ストレスによる PERK/eIF2αの活性化がオー
トファジーを誘導することが報告されてい
る。 
 本研究では、 
① 小胞体ストレス、特に CHOP を介してオー

トファジーが誘導されること 
② CHOPがオートファジーを介して放射線感

受性を増強すること 
③ CHOP によるオートファジーの促進が低酸

素下でも放射線感受性を増強すること 
 

以上 3点をを明らかにすることを目的とし
て研究を行った。 
 
３．研究の方法 

(1) 細胞培養：ヒト膵臓がん細胞AsPC-1、

Panc-1、ヒト乳癌細胞株MCF-7はAmerican 

Type Culture Collection ( Rockville, MD, 

USA) より購入した。低酸素培養は

multigas incubator (ASTEC)を用い、低酸

素下での操作はInVivo2 (RUSKINN)を用い

た。 

 
(2) clonogenic assay：細胞を 25cm2 tissue 

culture flask にまき、serum free medium
に交換後、recombinant human IGF2 
100ng/mL を添加して 1%O2下で 18 時間培
養した。Flask の口を閉じ、X線発生装置
MBR－1505R (HITACHI)で X線照射を行っ
た。照射 2時間後に細胞をトリプシン
-EDTA で回収し、clonal density で撒き
なおした。Serum 存在下、20%O2で 2 週間
培養し、コロニー数を計測した。 

 
(3) Immunoblot analysis：小胞体ストレス

関連抗体（CHOP/GADD153, CREB-2/ATF4）
オートファジー関連抗体（LC3, ATG7）を
用いて Western blot を行った。 

 
(4) plasmid transfection：pMXs/CHOP, 

pMXs/flag tagged-dnPERK(C 末欠損 PERK), 
pSuperRetro/shCHOP をウイルスベクター
法を用いて細胞に導入した。 

 
４．研究成果 
 
(1) 低酸素下でのIGF刺激は放射線感受性を

増加させる。 
 膵臓がん細胞 AsPC-1 は通常酸素下

（20%O2）に比べて低酸素下(1%O2)では放射
線感受性が低下するが、IGF2 を添加すると
低酸素下での放射線感受性が増加した。（図
1） 

膵臓がん細胞Panc-1および乳がん細胞株
MCF-7 でも同様の結果が得られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 

図 1 
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AsPC-1 細胞の低酸素下 IGF 刺激による
放射線感受性は、PI3K 阻害剤である
LY294002 または mTOR 阻害剤である
rapamycin を添加することで低下した。つ
まり、PI3K-mTOR 経路が IGF 刺激による放
射線感受性の増大に関与していることが
明らかとなった。 

 
(2) 低酸素下での IGF 刺激は小胞体ストレス

およびオートファジーを誘導する。 
続いて、低酸素下の IGF 刺激が細胞にど

のようなストレス応答を引き起こすのか
を検討した。 

AsPC-1 細胞では、IGF2 の添加により
CHOP、GAD34、BiP 等の UPR（Unfolded 
Protein Reaction）関連遺伝子が上昇し、
XBP-1 のスプライシングも見られることか
ら、小胞体ストレスが起きていることが確
認された。 

また、オートファゴソーム形成の際に検
出される LC3-Ⅱも発現しており、オートフ
ァジーが進行していることが示唆された。 

 
LY294002またはrapamycinで PI3K-mTOR

経路を阻害すると、IGF2 による小胞体スト
レスおよびオートファジーの誘導は低下
した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 

図 2 
 
(3) IGF 刺激による小胞体ストレスの誘導が

放射線感受性の増大に関与している。 
 AsPC-1 細胞に pMXs/CHOP を導入して
CHOP を過剰発現させると、低酸素下 IGF2
刺激による放射線感受性が増加した（図
3a）。 
 一方、shCHOP または flag tagged- 
dnPERK を導入した AsPC-1 細胞では、放射
線感受性が低下した（図 3b,3C）。 
 これらのことから、低酸素下 IGF 刺激に
よる放射線感受性の増大は小胞体ストレ
スを介していることが示唆された。 
 
 

AsPC-1 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 
 
(4)IGF 刺激によるオートファジーの誘導は

放射線感受性の増大に関与している。 
AsPC-1 細胞にオートファジー関連分子

である Beclin1 または ATG7 の shRNA を導
入すると、放射線感受性が低下した（図 4）。 

しかし、ATG7 の発現低下は LC3 のタンパ
ク量に影響せず、オートファジーが抑制さ
れたことが確認できなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 
 
(5) 小胞体ストレス、特に CHOP の発現上昇

とオートファジーの関連を検討した。 
 AsPC-1 細胞に CHOP の過剰発現または
shCHOP の導入を行っても、低酸素下 IGF
刺激によるLC-3の発現量に変化は見られ
なかった(図 5)。 
 つまり、AsPC-1 細胞では小胞体ストレ
スとオートファジーが直接関連していな
いと推察された。 

 
 
 
 
 
 

図 5 
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(6) MCF-7 細胞を用いて、小胞体ストレスお
よびオートファジーによる放射線感受性
増大効果を検証した。 

 
① MCF-7 細胞に CHOP を過剰発現させると、

CHOPタンパクの増加に伴ってLC-3の発現
量が上昇した。しかし、低酸素下 IGF 刺
激による放射線感受性は control と差が
なかった。（図 6） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 
 

② MCF-7 細胞に shCHOP または shATF4 を導
入すると、CHOP または ATF4 のタンパク量
の低下に伴ってLC-3の発現量が低下した。
しかし、IGF 刺激による放射線感受性は
shCHOP では control と差がなく、shATF4
では逆に上昇した（図 7）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 
 

 以上より、MCF-7 細胞では小胞体ストレ
スがオートファジーを誘導していること
が示唆されたが、小胞体ストレス関連遺
伝子を操作しても放射線感受性に一貫し
た変化は認められなかった。 
 
 細胞によって放射線感受性メカニズム
やオートファジー誘導のメカニズムに多
様性があり、「小胞体ストレスがオートフ

ァジーの誘導を介して放射線感受性を増
大させる」という仮説を証明するには至
らなかった。 
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