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研究成果の概要（和文）：本研究では、[211At]MABG治療におけるOtub1発現誘導の役割を検討した。[211At]
MABG処置によるOtub1タンパク質の発現上昇を確認し、この応答をOtub1特異的siRNAを用いて抑制することに成
功した。siRNAによるOtub1発現抑制によって、[211At]MABGの細胞障害効果は有意に抑制されただけでなく、
[211At]MABG処置後に起こるp21タンパク質発現上昇が抑制された。以上より、Otub1はp53-p21シグナル伝達を制
御することで、[211At]MABGによる細胞障害誘導に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of Otub1 induction in [211At]MABG 
treatment. We confirmed the increase in Otub1 protein expression by [211At]MABG treatment and 
successfully suppressed this response using Otub1-specific siRNA. Downregulation of Otub1 with siRNA
 suppressed not only the cytotoxic effect of [211At]MABG significantly, but also the increase in p21
 protein expression by [211At]MABG. These results suggest that Otub1 contributes to the anti-tumor 
effects of [211At]MABG by regulating p53-p21 signaling.

研究分野： 放射線科学関連

キーワード： α線　RI内用療法　[211At]MABG　Otub1　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、[211At]MABGによるOtub1発現誘導は治療効果発現に寄与することが明らかとなった。本成果は
核医学分野に限らず、放射線生物応答研究において世界初の知見であり、放射線を用いたがん治療研究進展への
貢献が見込まれる。特にα線内用療法では、同じ治療薬でも患者間で治療効果が異なることが問題となってお
り、Otub1は治療計画を患者毎に最適化する上で必要な治療薬の有効性の事前予測や治療効果評価に役立つ新た
なバイオマーカーとして、α線内用療法の高度化に貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
RI 内用療法は放射性同位元素（RI）を結合させた腫瘍指向性化合物を体内に投与し、

腫瘍に集積した RI から放出される放射線照射によってがんを破壊する。特に、α 線は
細胞数個（約 100 μm）の飛程において標的に高エネルギー（約 100 keV/μm）を付与で
き、炭素線に代表される重粒子線同様に高い細胞殺傷効果を有する。そのため、RI の中
でも α 核種は腫瘍周囲の正常組織影響を抑えつつ、がんを効果的に破壊できると考えら
れている。欧米では α 核種を用いた RI 内用療法（Targeted Alpha-radionuclide Therapy: 
TAT）の臨床応用が進み、前立腺特異的膜抗原（PSMA）を用いた 225Ac-PSMA-617 等で
高い治療効果が報告されている（引用文献 1））。しかし、TAT の治療効果は患者毎に異
なる（引用文献 2））ことから、患者毎に TAT 感受性を見極め、治療を最適化すること
が現在の最重要課題となっている。  
 TAT 感受性の識別には、TAT の分子メカニズムを解明し、抗がん効果誘導の鍵となる
分子（バイオマーカー）を特定する必要がある。α 線の抗腫瘍メカニズムや放射線応答
については、外部照射治療の研究において数多くの知見があり、TAT 推進の基盤となっ
てきた。しかし、TAT では使用する RI に応じて半減期や放出される α 線の数が異なる。
また、腫瘍に対して短時間で集中的かつ均一に線量を付与する外部照射治療に比べ、
TAT は線量率が低く、がん組織内分布が不均一であるため、長時間かつ不均一な照射と
なる。このように TAT の物理学的性質は外部照射治療と異なるため、従来の知見を単
純に TAT に外挿できない。そのため、個々の TAT 薬剤で分子メカニズムを理解する必
要がある。しかし、TAT の分子メカニズムに関する研究は極僅かであり、その詳細は未
だ不明である。 
 TAT 薬剤の一つである 211At 標識メタアスタトベンジルグアニジン（[211At]MABG）
は、ノルエピネフリントランスポーターを介してがん細胞内に集積する薬剤で、悪性褐
色細胞腫や神経芽細胞腫等の難治性がんの治療に大きな期待が寄せられている。申請者
らは褐色細胞腫モデルマウスにおける[211At]MABG の強力な抗腫瘍効果を実証し、悪性
褐色細胞腫治療への有効性を明らかにした（引用文献 3））。更に[211At]MABG 処置後の
全遺伝子発現を RNA シーケンス解析により定量的かつ網羅的に解析し、211At-MABG に
よる細胞死誘導メカニズムとして細胞周期停止やアポトーシスに重要な p53-p21経路の
持続的な活性化を見出した。加えて、[211At]MABG 特異的に高発現する複数の遺伝子を
特定し、TAT における新奇細胞応答の可能性を見出した（引用文献 4））。[211At]MABG
特異的に発現誘導された遺伝子のうち、Ovarian tumor domain-containing ubiquitin aldehyde 
binding protein 1（Otub1）は脱ユビキチン化酵素の 1 つであり、転写因子をはじめとす
るタンパク質の安定化を介して多彩な機能を果たしている。がん治療の分野では、Otub1
は細胞死と治療抵抗性という相反する 2 つの作用を有することが知られている。特に、
がん遺伝子として知られる RAS や FOXM1 等の安定化を介したがんの悪性化や治療抵
抗性への寄与が示唆されている（引用文献 5）、6））一方で、DNA 修復阻害の他、p53 安
定化を介した細胞死誘導にも関わることが知られている（引用文献 7）、8））。しかし、
[211At]MABG 特異的に発現誘導される Otub1 の具体的な寄与は未だ不明である。 
 

２．研究の目的 
本研究では TAT における Otub1 の新奇バイオマーカーとしての可能性を明らかにす

ることを目的とし、[211At]MABG 治療における Otub1 発現誘導の分子生物学的役割を検
討した。 
 

３．研究の方法 
本研究では、まず[211At]MABG処置によるOtub1タンパク質発現への影響を検討した。

次に、Otub1 に特異的な siRNA を利用して Otub1 発現を抑制した細胞を樹立し、
[211At]MABG による細胞障害効果の変化を検討した。更に、Otub1 による細胞障害効果
への影響を検証するため、Otub1 によって制御される細胞内シグナルタンパク質発現を
解析した。 



1）[211At]MABG による Otub1 タンパク質発現誘導の確認 
[211At]MABG はこれまでに確立した手法により製造した（引用文献 3））。ラット褐色

細胞腫細胞株（PC-12）に対し、[211At]MABG（0.8 kBq/mL、PC-12 のコロニー増殖活性
を 10%に抑制する放射能濃度）若しくは培地（Control）を処置した後、24 及び 48 時間
後に細胞を回収し、ウエスタンブロット法によって Otub1 発現を検討した。 

2) Otub1 発現誘導抑制系の構築 
エレクトロポレーション法によって Otub1 特異的な 2 種の siRNA、若しくは陰性対

照とした 2 種の siRNA をそれぞれ PC-12 に導入した。エレクトロポレーション実施
から 24、48、72 時間後に細胞を回収し、Otub1 mRNA 発現を定量 PCR 法にて、タン
パク質発現をウエスタンブロット法にて測定した。Otub1 mRNA 発現は ΔΔCq 法で
比較した。（以降、野生型細胞を WT、エレクトロポレーションのみ実施した細胞を
Ele、陰性対照 siRNA 導入細胞を N#1、N#2、Otub1 特異的 siRNA 導入細胞を O#1、
O#2 とする。） 

3) 211At-MABG の細胞障害効果に対する Otub1 発現抑制の影響  
 WT、Ele、N#1、N#2、O#2 に対して、[211At]MABG（0.8 kBq/mL）若しくは培地を
処置し、24 時間経過後に細胞を洗浄・回収した。細胞を 96 well プレートに播種し、
14 日間培養後の生存細胞を MTT 法によって定量した。 

4) Otub1 依存的な細胞内シグナル応答解析 
 WT、Ele、N#1、N#2、O#2 に対して、[211At]MABG（0.8 kBq/mL）若しくは培地を
処置し、24 時間経過後に細胞を洗浄・回収した。Otub1 は脱ユビキチン化によって
p53 タンパク質を安定化することに着目し、p53 下流に存在する p21 タンパク質発現
をウエスタンブロット法によって検討した。 

 

４．研究成果 
1）[211At]MABG による Otub1 タンパク質発現誘導の確認 

[211At]MABG（0.8 kBq/mL）処置から 24、48 時間経過後の Otub1 タンパク質発現を調
べた結果、Control に比べ増加した（図 1A）。バンド強度を画像解析ソフトウエア（ImageJ）
によって定量し、内標準として測定した β-アクチンに対する[211At]MABG の比を算出す
ると、24 時間までに約 2.3 倍、48 時間後までに 3.2 倍まで増加した（図 1B）。これらの
結果から、[211At]MABG 処置によって Otub1 タンパク質の発現増加が誘導されることが
示された。 

 

 
2) Otub1 発現誘導抑制系の構築 

[211At]MABG による Otub1 発現誘導を抑制するため、siRNA を利用した Otub1 発現抑
制細胞の樹立を進めた。siRNA 導入後の Otub1 mRNA 発現を測定すると、O#2 導入によ
って Otub1 発現は 30%程まで抑制された（図 2A）。siRNA による Otub1 発現抑制効果の
時間依存的変化を調べると、siRNA導入後 48時間まではOtub1 mRNA発現を抑制でき、
72 時間では抑制効果が弱まることが分かった（図 2B）。O#1 導入による抑制効果は O#2
よりも弱く、最大でも抑制効果は 50%未満であった。エレクトロポレーション及び N#2

図 1 [211At]MABG 処置後の Otub1 タンパク質発現。Otub1 及び β-アクチンのバン
ドイメージ（A）。MABG 処置後 24 時間（B）及び 48 時間（C）における Otub1 と
β-アクチンのバンド強度比。（n=3-7, * p<0.05 t-test） 



導入によって Otub1 mRNA の若干の増加が認められた。Otub1 タンパク質発現を測定す
ると、mRNA 発現と同様に O#2 導入によって Otub1 発現が強く抑制された（図 2C）。
Otub1 タンパク質発現の時間依存的変化を調べると、siRNA による効果は 48 時間後ま
で認められ、72 時間後に消失した（図 2D 及び E）。これらの結果から、Otub1 発現抑制
細胞の樹立に成功し、以降の検討では Otub1 発現抑制に O#2 を使用し、エレクトロポ
レーションから 24 h 後に[211At]MABG を処置することとした。 

 

 
3) [211At]MABG の細胞障害効果に対する Otub1 発現抑制の影響  

WT、Ele、N#1、N#2、O#2 に対して、[211At]MABG 処置後 24 時間において細胞を洗
浄・回収し、Otub1 タンパク質発現及びコロニー増殖活性を検討した。その結果、
[211At]MABG によって発現誘導された Otub1 は、O#2 では発現増加は認められず、培地
処置後の WT と同等であった（図 3A 及び B）。コロニー増殖活性は、Otub1 発現抑制に
よって[211At]MABG による細胞障害活性が有意に低下した（図 3C 及び D、P<0.001）。
これらの結果から、Otub1 は[211At]MABG による細胞障害効果の誘導に寄与しているこ
とが示唆された。 

 

図 3 siRNA 導入細胞における[211At]MABG 処置後の Otub1 発現及びコロニー増
殖活性。siRNA 導入細胞における[211At]MABG 処置後の Otub1 タンパク質のバン
ドイメージ（A）及び Otub1 と β-アクチンのバンド強度比（B、n=3-7）。siRNA
導入細胞に対する培地（C）及び[211At]MABG（D）処置後のコロニー増殖活性（n=5-
35、* p<0.001）。 

図 2 siRNA 導入による Otub1 発現抑制。siRNA 処置後 24 時間における Otub1 mRNA
発現（A, n=4）。siRNA 添加後 24-72 時間の Otub1 mRNA 発現（B, n=4）。siRNA 処置後
24 時間における Otub1 タンパク質発現のバンドイメージ（C）。siRNA 添加後 48 時間
（D）及び 72 時間（E）における Otub1 タンパク質発現のバンドイメージ。 



 
4) Otub1 依存的な細胞内シグナル応答解析 

Otub1 発現がどのように[211At]MABG による細胞障害効果に関与しているかを検討す
るため、WT、Ele、N#1、N#2、O#2 に対して[211At]MABG 処置後、p53 によって制御を
受ける p21 タンパク質発現を調べた。その結果、N=1 ではあるものの、Otub1 発現と非
常に似通った発現変動を示すことが分かった（図 4）。この結果より、Otub1 発現によっ
て p53 タンパク質が安定化され、その結果として p21 タンパク質発現誘導に寄与するこ
とで、[211At]MABG による細胞障害効果発動に関わっている可能性が示唆された。 

 

 
【まとめ】 

[211At]MABG治療におけるOtub1発現誘導の分子生物学的役割を検討した結果、Otub1
は[211At]MABGによる細胞障害効果発現に関与しており、p53下流タンパク質である p21
発現誘導を制御することによって、細胞障害効果発現に関わっている可能性が示唆され
た。そのため、将来的に Otub1 遺伝子の事前検査による[211At]MABG 治療応答性の予測
や[211At]MABG治療後のOtub1遺伝子若しくはタンパク質発現誘導を測定することによ
って、[211At]MABG によって照射を受けたのか否かを理解することができる可能性があ
る。以上より、Otub1 は[211At]MABG 治療における新奇バイオマーカーとなる可能性が
示唆された。 
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図 4 siRNA 導入細胞における[211At]MABG 処置後の p21 発現。siRNA 導入細
胞における[211At]MABG 処置後のｐ21 タンパク質のバンドイメージ（A）及びｐ
21 と β-アクチンのバンド強度比（B、n=1）。 

図 5 本研究で明らかとなった[211At]MABG 治療における Otub1 発現上昇の寄与 
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