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研究成果の概要（和文）：本研究では肺非小細胞癌株A549を用いて、放射線が誘導する免疫応答のメカニズムを
調べた。その結果、放射線照射によりトランスポゾンが活性化し、RIG-I pathwayを介したインターフェロン応
答が免疫応答を誘導することを明らかにした。さらに、放射線治療中の食道癌組織を用いたscRNA seqによりこ
れらのRNA sensor依存的な免疫応答ががん組織内でも活性化しており、免疫応答に関与することを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanisms of radiation-induced immune 
responses using the non-small cell lung cancer cell line A549. Our results revealed that radiation 
exposure activates transposons, which in turn induce an interferon response via the RIG-I pathway, 
thereby triggering an immune response. Additionally, scRNA-seq analysis of esophageal cancer tissues
 during radiation therapy showed that these RNA sensor-dependent immune responses are also activated
 within the cancer tissues, confirming their involvement in the immune response.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 肺非小細胞癌　がん免疫応答　RNA sensor pathway　1細胞解析　食道癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線治療、免疫チェックポイント阻害薬等の免疫治療は多くのがん種で適応になる治療であり、放射線治療と
免疫チェックポイントを併用する治療も大きく期待されている治療であるため、放射線治療による免疫応答を理
解し、最適な併用免疫治療を確立することは重要である。今回この放射線誘導免疫応答は少なくとも肺非小細胞
癌、食道扁平上皮癌ではRNA sensor RIG-I依存的に誘導され、放射線によるトランスポゾンの活性化を介して誘
導されることを明らかにした。本研究成果は放射線生物学的に重要な発見であり、より最適な免疫治療併用放射
線治療の確立やバイオマーカー確立につながる知見である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

これまで申請者らは 2018－2020 年度基盤研究 C 採択課題（18K07740）として食道癌細胞株

KYSE450, 肺非小細胞癌細胞株 A549 細胞株、さらに食道癌患者の放射線治療前後の癌組織検体

を用いて(IRB 2018-101)放射線照射による免疫応答プロファイルとその制御機構についての研

究を行ってきた。その結果、放射線照射後細胞質 DNA を認識する cGAS-STING pathway を起点と

した Type I インターフェロン依存的、IRF 遺伝子依存的に免疫応答が誘導されることを明らか

にした（Kageyama et al.Cancer Sci. 2022）。一方同研究内で細胞株、癌組織のトランスクリプ

トーム解析から癌細胞内で放射線照射により RNA ウイルスに対する免疫応答シグナルが強く活

性化されていることを見出している。この起点となる遺伝子である RIG-I のノックアウト細胞

株を用いた解析では、KYSE450, A549 いずれも放射線照射による免疫応答が大幅に低下し、放射

線照射による免疫応答にこの pathway が必須であることが明らかになった（Kageyama et al. 

Commun Biol. 2023）。 

これは放射線照射による細胞応答、遺伝子発現応答が、古くから知られた DNA 損傷のみでは

なく、RNA 損傷による断片化 RNA にも依存して惹起されることを示す結果であり、申請者らはこ

の放射線照射による RNA 誘導免疫応答の解明を目的として本研究課題を立案した。 

 

２．研究の目的 

 我々の先行研究では一部の癌細胞株では RNA sensor 依存的な放射線誘導免疫応答が支配的に

作用することを明らかにしている。また、癌細胞株における放射線誘導免疫応答が DNA sensor

依存的に行われるものと、RNA sensor 依存的に行われるものに分かれることは 2020 年に報告さ

れた（Feng et al. EMBO J. 2020）。DNA sensor pathway は二重差切断（DSB）または小核形成

をリガンドとし、cGAS-STING 経路を介した IFN 応答により生じることが明らかとなっている。

一方で RNA sensor pathway についてはそのリガンド、Pathway について不明な点が多く、特に

リガンドを直接照明した研究は存在しておらず、我々はこの RNA sensor 依存的な免疫応答のリ

ガンドや pathway を分子レベルで明らかにすることを目的にして研究を行った 

 

３．研究の方法 

我々はこれまでの研究で A549 細胞株に IRF, NFKB プロモーター下流にそれぞれレポート遺伝子

を組み込んだ A549-dual 細胞株を用いて放

射線誘導免疫応答の解析を行ってきた

(Kageyama et al.Br J Cancer. 2022)。本

研究でも同細胞株を用いて 8Gy/1fr での放

射線誘導免疫応答に焦点を当てた研究を行

った（右図）。 

 

  



４．研究成果 

（1）マススペクトルによるプロテオーム解析と放射線免疫応答の上流 pathway の探索 

A549 では照射後 48 時間で免疫応答が始まるため(右図 bc)、このタイムポイントでリン酸化タ

ンパクを標的としたマススペクトル解析を行い、放射線により誘導される Pathway のスクリー

ニングを行った。放射線後に増加する

リン酸化タンパクで enrich された

pathway には viral reaction に関与

するものが多く含まれ、特に MAVS を

介した RNA sensor pathway の活性化

が強く認められた（右図 ef）。一方で

DNA sensor pathway 関連遺伝子の活

性化は抑えられており、A549 では RNA 

sensor dominant なメカニズムの関与

が示唆された。 

 

（2）免疫染色、WTS による RNA pahtway の解析 

マススペクトル結果を元に dsRNA の免疫染

色、Whole transcriptome 解析を行い、放射

線が細胞内に誘導する RNA を同定した。放射

線照射後 A549 中の dsRNA は 3 時間後には増

加しており（右図 ab）、ポリ A 以外の転写物

を含む WTS 解析の結果、主にトランスポゾン

のうち ERV-LTR に属する転写産物が増加して

いた（右図 cd）。また、ウイルス RNA に対す

る免疫応答も活性化することを確認した（右

図 e）。 

 

（3）RNA 免疫沈降法（RIP-seq）による RNA sensor リガンドの同定 

RIG-I を介した RNA sensor pathway のリガンドの同定を行った。FLAG-RIG-I の強制発現系と抗

FLAG 抗体を用いた免疫沈降、WTS により RIG-I 結合 RNA を同定した（上図 a）。その結果、RIG-I

結合 RNA 分画にはトランスポゾン（TE）構成因子である LTR が有意に濃縮され（上図 bc）、放射

線誘導 RNA sensor pathway は主に LTR によって引き起こされることが示された。 

 

 

  



 

 (4)Kinase inhibitor library を用いた RNA sensor pathway の考察 

研究開始 2 年目の時点で放射線が誘導する RNA 依存的免疫は国内外のグループで複数報告され

ていたが、そのリガンドについては定まっておらず、またリガンドとなる RNA が誘導する上流

pathway はほとんど報告がなかった。そのため我々はこの上流を同定する目的で 798 の Kinase 

inhibitor を用いたスクリーニングを行った。IRF プロモーターに LUC を組み込んだレポーター

細胞（A549-dual）を用いてスクリーニ

ングを行った（下図 a）。免疫応答を活

性化することが報告されている ATR 阻

害剤を positive control、CDK 阻害薬

を negative control として評価し、

mTOR 阻害剤が特に強く免疫応答を抑制

することを確認した。mTOR ノックアウ

ト細胞を作成し、マススペクトル、RNA 

seq で評価した結果ウイルス応答シグ

ナル、多くのトランスポゾン RNA の放

射線による誘導が抑制され、mTOR 

pathway が放射線による RNA sensor 

pathway の上流に位置することを確認

した（右図 cd）。 

 

（5）ノックアウト細胞株による RIG-I pathway の機能解析 

放射線誘導免疫応答における RIG-I pathway の機能について解析した。まず、TCGA のソースデ

ータからヒト肺癌組織内の免疫応答と RNA sensor 遺伝子 RIG-I, MDA-5 の発現相関を確認した

（下図 a）、また、A549 中でも RIG-I, MDA5 は放射線照射後早期に誘導されることが明らかとな

った（下図 b）。この RIG-I, MDA5 とその下流遺伝子 MAVS をノックアウトした A549 細胞株を樹

立した結果、OAS, CD274 等の遺伝子、レポーター応答、は顕著に低下し、これらの RNA sensor 

pathway は放射線誘導免疫応答において必須の機能を有していることが明らかとなった（下図

cde）。 

  



（6）PBMC migration assay 

ここまでの解析で RIG-I pathway が放射線誘導免疫応答において IRF の活性及びその下流遺伝

子発現に必須であることが明らかになった。次に細胞

株を用いてこのpathwayによる周囲の免疫細胞への影

響を確認した。放射線照射を行った A549 に対するヒ

ト末梢血単核細胞（PBMC）の migration を評価した（右

図 a）。その結果、野生型では放射線照射後 PBMC 

migration を有意に誘導するのに対して、RIG-I ノッ

クアウト細胞はこの誘導を示さなかった（右図 bc）。

また PBMC 中の遺伝子発現においても RNA sensor 遺

伝子のノックアウトによりその免疫活性化が失われ

ていた（右図 d）。 

 

（7）放射線治療後食道癌患者組織を用いた RNA sensor pathway 解析 

最後にこれまで細胞株で確認した RIG-I、RNA sensor 依存的な免疫応答が患者がん組織中で誘

導されることを確認した。我々は IRB 承認のもと食道癌患者の治療前後検体を用いた scRNA seq

解析、空間トランスクリプトーム解析を行っており、この検体を用いて放射線照射後のがん組織

でトランスポゾン、RIG-I 依存的な免疫応答の確認を行った。 

scRNA seq 解析検体は治療前 2 例、治療中 3例の解析を行い、治療後に多くの種類のトランス

ポゾン RNA が誘導されることを確認

した。（右図 ab）。UMAP により各細胞

クラスターを分離した解析ではトラ

ンスポゾン RNA である LTR21B や

DDX58（RIG-I）は各細胞クラスター

で誘導されていた。放射線照射後検

体を用いた空間トランスクリプトー

ム VISIUM による解析では同一検体で

免疫応答が活性化する Hot 部位と免

疫応答が抑制される Cold 部位に分か

れることが確認でき、ウイルス応答

pathway が Hot に固有のシグナルで

あることを確認した（右図 efhi）。 

 

このように我々は放射線誘導免疫応答を細胞株を用いてそのメカニズムを明らかにした。特

にリガンドの同定とその上流 pathway の同定は新規性の高い報告であり、さらにこれらの

pathway が放射線治療中のヒト組織内で誘導されることを明らかした放射線生物学において意

義の大きい成果を示すことができ、これらの成果は2023年にCommunication Biology誌、Science 

Advances 誌に研究代表者である影山が責任著者としてそれぞれ掲載、発表した。 
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