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研究成果の概要（和文）：サイクリン依存性キナーゼ(cyclin-dependent kinase:CDK)はセリン

・スレオニンキナーゼで、サイクリンと呼ばれる調節サブユニットと結合して活性化され、哺乳

動物の細胞周期進行に働いている。このことからCDKは古くから制癌剤の標的として注目されて

きている。また細胞周期の調節にはCKI(CDK inhibitor)と呼ばれるブレーキ役の阻害たんぱく質

が結合してキナーゼ活性を調節している。スルフォラファンをはじめ、イソチオシアネート類の

発癌予防効果にはCKIの発現増強が関与していることが知られている。今回、我々はこれらの植

物由来化学物質には、ヒト由来がん細胞に対して細胞致死効果、および放射線増感効果を有する

ことを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Isothiocyanates (ITCs) exhibit tumor prevention acivity. ITCs induce the  
upregulation of tumor suppressors CKI (CDK inhibitor) such as p21 and p27, and provide a protective 
effect to normal cells against cancer. Here, we report that Sulforaphane (SFN) and Benzyl isothiocyanate 
(BITC), enhance radiosensitivity in human tumor cells by repair inhibition of radiation-induced DNA 
double strand breaks through the impairment of nonhomologous end joining (NHEJ) and homologous 
recombination repair (HRR) pathways. SFN and BITC also synergisitically increase the 
radiation-induced apoptosis in human tumor cells. Our data suggest the potential use of SFN and BITC 
as an adjuvant to radiation therapy in the near future. 
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１．研究開始当初の背景 
 放射線治療は物理的な線量配分に関して、
コンピューターサイエンスの発展により、
IMRT などに代表されるように、著しい発展
を遂げてきている。しかし、癌は放射線抵抗

性を示すものも多く、物理的線量配分の向上
をもってしても治療効果の向上に結び付か
ないものも多く存在する。このような癌に対
して、放射線抵抗性を引き起こす分子レベル
のメカニズムを探る研究が活発に行われて
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きていた。多くの癌で放射線抵抗性を引き起
こす遺伝子の発現増強、アポトーシスを引き
起こす遺伝子の変異等が観察されているこ
とが明らかにされてきた。それに伴い、放射
線抵抗性に関与する遺伝子を攻撃する薬剤
を用いて、放射線感受性を高める研究が考え
られた。 
 細胞周期の調節には CKI(CDK inhibitor)
と呼ばれる細胞周期進行のブレーキ役の阻
害タンパク質が結合してキナーゼ活性を調
節している。スルフォラファン(SFN)をはじ
め、イソチオシアネート類の発癌予防効果に
は CKI の発現増強が関与していることが知ら
れている。近年，注目されているイソチオシ
アネート類は，疫学的研究などから現在最も
がん予防効果の期待される食品成分である。
イソチオシアネート類は特異な芳香のイソ
チオシアネート基を有する化合物の総称で
ある。イソチオシアネート類は特にアブラナ
科植物を中心に普遍的に含まれているが，側
鎖の違う百数十もの類縁体が報告されてい
るが、黒マスタード，ワサビに多く含まれる
アリル イソチオシアネート, キャベツ，ク
レソンに含まれるフェニル イソチオシアネ
ート, ブロッコリーに多く含まれるスルフ
ォラファン、パパイアのベンチル イソチオ
シアネートなどが著名である 
一方、イソチオシアネート類には、ヒトの

癌細胞に対して積極的にアポトーシスを誘
導すると言った作用があることが最近、次々
と明らかにされ、発癌予防に大きく関与して
いることが示唆されている。我々はイソチオ
シアネート類のこれらの作用は、発癌予防ば
かりでなく、癌の治療にも有効に働くと考え
た。そこで、我々はイソチオシアネート類の
放射線治療への応用として、ヒト癌細胞に対
する放射線増感効果について研究すること
を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、サイクリン依存性キナー
ゼの阻害剤、およびサイクリンキナーゼ阻害
作用を有する植物由来物質であるイソチオ
シアネート類の放射線増感効果を調べ、その
分子メカニズムについて検討することであ
る。そして本研究のゴールは臨床応用可能な
放射線増感剤を提唱することである。 
 
 
３．研究の方法 
（１）実験材料 
実験にはヒト子宮頚癌由来の HeLa 細胞、

ヒト膵臓癌由来の MIAPaCa-2 および PANC-1
細胞を使用した。 
 
（２）実験方法 
 実験は in vitro 培養細胞で行った。培養

液はアルファーMEM あるいは RPMI1640 に
10％牛胎児血清を添加したものを使用した。  
 
（３）細胞生存率 
 細胞生存率はコロニー形成法によった。50
個以上の細胞からなるコロニーを一つの生
存細胞由来として、生存率を求めた。 
 
（４）DNA 二重鎖切断測定 
 DNA 二重鎖切断測定は低電圧電気泳動法お
よびγ-H2AX focus assay 法によった。低電
圧電気泳動法では、細胞をアガロースに取り
込み、Lysis buffer 処理後、0.6%ゲルで
0.6V/cm の条件で 36 時間泳動した。その後、
臭化エチジウムで染色後、UV イルミネーター
上で撮影し、流れ出た DNA 量をもとに、DNA 
二重鎖切断量を求めた。γ-H2AX focus assay 
法は蛍光免疫染色法によった。Anti-γ-H2AX
抗体は Invitrogen より購入し、２次抗体と
して Alexa488 anti-mouse goat antibody を
鏡で観察し、細胞核内の focus 数を DNA 二重
鎖切断数としてカウントした。 
 
（５）アポトーシス測定 
 アポトーシス測定には flow cytometry に
よる sub-G1の定量、PARP, Caspase 3 の
cleaved typeのウエスタンブロットによる検
出によった。また実験によっては、DAPI 染色
による核の断片化を蛍光顕微鏡下で測定し
て、細胞あたりのアポトーシス細胞の割合を
求めた。 
 
（６）Western blot 法 
 タンパク質の発現測定には Westen blot 法
を用いた。Whole cell を lysis buffer で溶
解し、タンパク質サンプルを取得後、タンパ
ク質濃度を測定した。一定のタンパク質をポ
リアクリルアミドゲルで電気泳動し、PVDF 膜
に転写した。一次抗体としては、anti-Ku80、
anti-Ku70、anti-phosphospecific DNA-PKcs、
anti-Rad51、anti-PARP、anti-XIAP、
anti-Apaf-1 等を使用した。２次抗体は
rabbit IgG-HRP、mouse IgG-HRP を使用した。
１次抗体、二次抗体処理後、サンプルは ECL 
detection system (GE Healthcare)を用いて
目的のタンパク質を検出した。 
 
（７）in vivo xenograft 腫瘍モデル 
 ８週齢の Balb/c-nu/nu ヌードマウスの下
肢に 106個の HeLa 細胞を移植し、腫瘍体積を
非処理、SFN 投与、放射線照射、および両者
の併用群について経時的に測定した。腫瘍体
積は長径(mm)X 短経(mm)2/2 の式で求めた。 
 
 
４．研究成果 
（１）SFN の放射線増感 



 

 

 SFN はブロッコリー(特にブロッコリース
プラウト)に多量に含まれることがよく知ら
れている。ジョンズ・ホプキンス大学のタラ
レーらががん予防に有効であることを発見
して以来、多くの注目が集められている。そ
こで我々は最初に SFNのがん治療への可能性
について検討することにした。 
 SFN のヒト膵臓癌由来の MIAPaCA-2 と
PANC-1 細胞に対する殺細胞効果は 24 時間処
理で 10‐20µM で濃度依存的に増加した。そ
こで X線と SFN の併用実験を行った。
MIAPaCa-2 と PANC-1 は SFN により、放射線感
受性が増強され、濃度が高いほうが放射線増
感効果はより大きかった(図１)。 
 

 
 

図１ ヒトすい臓がん細胞に対する SFN の放射線増感 

 

 また Hela 細胞でも同様に放射線増感効果

が観察された。 放射線と SFN の併用により、

MIA PaCa-2細胞ではアポトーシス数の増加が

見られた。そのため、アポトーシス関連タン

パク質の発現量を調べたところ、MIA PaCa-2

細胞では PARP の断片化が見られ、PANC-1 細

胞では観察されなかった。このことから MIA 

PaCa-2細胞のSFNによる放射線増感にはアポ

トーシスの増強が関与していることが考え

られる。Caspase-3 の働きを抑制する XIAP タ

ンパク質の減少、Caspase 活性化因子である

Apaf-1 の増加が観察され（図２）、SFN は p53

非依存的にアポトーシスを誘導すると考え

られる。 

 

 
 
図２ ヒトすい臓がんにおけるアポトーシス関連蛋白

発現におよぼる SFN の作用 

 

これらの結果より、SFN は癌細胞で亢進して

いる抗アポトーシスシグナルを抑制し、アポ

トーシス促進因子の発現を増強することに

より、放射線感受性の増強を引き起こすと考

えられる。  

また Hela 細胞では SFN と放射線を併用す

ると、放射線で誘発される DNA 二重鎖切断の

修復が、有意に低下することが観察された。

DNA二重鎖切断の修復には2種類の修復経路、

すなわち非相同末端結合(Non-homologous 

end joining:NHEJ) と 相 同 組 換 え 修 復

(Homologous recombination repair: HRR)が

ある。HRR のキー蛋白である Rad51 は放射線

照射後にフォーカスを形成し、修復後に消失

するが、SFN と放射線を併用すると、Rad51

のフォーカスが照射後 24 時間でも残ってい

た。また NHEJ に関わる DNA-PKcs のリン酸化

フォーカスも照射後に長く残っていた(図

３)。このことから、SFN は放射線照射後の

HRRとNHEJの両方を阻害して放射線増感効果

が引き起こされることが示された。 

 
 

図      図３ 放射線 2 Gy 照射後の Rad51 と DNA-PKcs foci の     

の     消失におよぼす SFN の影響 

 

さらに、HeLa 細胞のヌードマウス移植系の

実験で、放射線照射単独に比して SFN と放射

線の併用群では、腫瘍の増殖が有意に抑制さ

れる結果が得られた。 

これらのデータは、SFN が放射線治療の放射

線増感剤としての可能性を示すものと考え

られる。 

 

（２）ベンチル イソチオシアネートの放射

線増感 

 我々は発癌防護作用のある SFN がヒト癌細

胞に対して、すぐれた放射線増感作用を有す

ることを見出した。SFN はイソチオシアネー

ト類に属するが、SFN 以外にも多くの類縁体

が存在する。そこで、SFN 以外の代表的なイ

ソチオシアネートの放射線増感効果につい

て検討した。調べたイソチオシアネートはフ

ェニチル イソチオシアネート(PITC)、アリ

ル イソチオシアネート(AITC), ベンチル 

イソチオシアネート(BITC)である。実験には

ヒト膵臓癌由来細胞の MIAPaCa-2 と PANC-1

を用いた。 調べた 3つのイソチオシアネー

トすべてで 2つの細胞の放射線感受性の増強

が観察させたが、BITC が最も大きい効果が見

られた(図４)。  



 

 

 

 
 
図 4 ヒトすい臓がん細胞に対する BITC の放射線増感 

 

 BITC と放射線の併用によるアポトーシスの

誘導を照射後 24時間に調べた。放射線は 6 Gy、 

BITC の濃度 2.5、または 5.0 µM とした。

PANC-1，MIAPaCa-2 ともに両者の併用で有

意にアポトーシス細胞の相乗的な増加が観

察された(図５)。 
 

 
 
図５ 放射線と BITC 処理によるアポトーシス 

 

図 5 の結果より、BITC の放射線感受性の増強

にはアポトーシスの増強が関与しているこ

とが考えられた。またアポトーシスの指標で

ある PARP の断片化を調べると、PANC-1 細胞

では BITC 処理により明らかに断片化が見ら

れた。  

 アポトーシス関連蛋白について、その発現

に及ぼす放射線と BITC の併用について調べ

ると、アポトーシス促進に働く Apaf-1 の増

加が観察された。またアポトーシス抑制に働

く XIAP の発現抑制が見られた(図６)。 

 

図６ アポトーシス関連蛋白発現に及ぼす放射線と

BITC の影響 

 

 Apaf-1 はチトクロームＣと結合して活性

化され、caspase 9 を活性化する。活性化さ

れた caspase 9 は caspase 3 を活性化してア

ポトトーシスを誘導する。また XIAP は，カ

スパーゼに直接に結合してそのプロテアー

ゼ活性を阻害すると同時に，ユビキチンリガ

ーゼ活性によってカスパーゼの分解を促進

することで，その高いアポトーシス抑制活性

を発揮するタンパク質である． 

 こうして、BITC は Apaf-1 の発現増強、XIAP

の発現抑制を介してアポトーシスを誘導し、

放射線と併用すると、放射線誘導アポトーシ

スを引き起こし、結果として放射線感受性の

増強が引き起こされると考えられる。  

 イソチオシアネート類は疫学的研究から、

現在最もがん予防効果が期待される食品成

分である。今回の研究から、SFN と BITC にヒ

ト子宮頚癌 HeLa 細胞と膵臓癌 MIAPaCa-2 細

胞と PANC-1 細胞で大きな放射線感受性増強

作用があることが見出された。今後、さらに

他のイソチオシアネートについても検討を

行い、臨床的に有用な放射線増感剤の開発に

結び付けることが求められる。 
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