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研究成果の概要（和文）：腫瘍の放射線抵抗性と関連すると考えられる静止期幹細胞の感受性を

高めるための基礎実験を行った。腫瘍は低栄養状態により静止期に誘導し、正常細胞は接触に

よる細胞周期停止により実験を行った。放射線による損傷修復遺伝子である ATM, NBS1 遺伝

子を抑制する目的で ATM, NBS1 inhibitor を使用したところ、静止期癌細胞でも正常細胞でも

同様に誤修復が誘導された。一方で、対数増殖期の癌細胞、正常線維芽細胞でも ATM, NBS1
阻害剤を使用して放射線損傷修復を経時的にみたところ、ATM inhibitor、NBS1 inhibitor で
も再結合できない染色体の fragments の増加が見られた。正常組織では、静止期にある細胞分

画が多いと考えられ、腫瘍の増殖期細胞を死滅させることで、癌幹細胞が分裂することを狙っ

た治療法として ATM, NBS1 抑制は意義がある可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Confluent normal fibroblast cells and non-cycling tumor cells were 

exposed to X-rays and chromosome aberrations were investigated in the first G2/M phase 
after exposure. Cells were subcultured 24 h with ATM and NBS1 inhibitor after exposure 
and chromosome aberration analysis was performed to see the inhibitory effects. 
Chromosome damage was assessed in chromosomes 1 and 3 using whole chromosome 
fluorescence in situ hybridization (FISH). After irradiation with 2.5 Gy, the yield of 
chromosome aberrations and fragments were significantly higher in cells with ATM and 
NBS1 inhibitor. In contrast, when cycling cells were irradiated and G2 chromosome 
aberrations were analyzed, the yield of chromatid breaks was higher in ATM and NBS1 
inhibitor treated cells. Since in normal tissues non-cycling components appear to be much 
more than tumor tissues, increase of chromatid breaks in cycling cells is hopeful to improve 
tumor radiation therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
幹細胞には、個体を形成する様々な体細胞に
分化する能力をもつ幹細胞と、組織固有の多
分化能を有して各臓器・組織を構成する細胞
の供給源となる組織幹細胞の２種類が存在
する。組織幹細胞は自己複製によって幹細胞
を維持すると同時に、不均等分裂により一部
が自己複製のサイクルから逸脱して成熟細
胞へと分化し、組織を構成する細胞を作り出
す。組織幹細胞は、自己複製能、多分化能を
有し損傷した組織を修復することができる
が、組織に持続的に存在する幹細胞の遺伝子
に変異が蓄積することで癌細胞が発生する
という癌幹細胞仮説が提唱されている。すな
わち、多くの場合、癌幹細胞の起源は通常の
組織幹細胞と考えられ、組織幹細胞に遺伝子
変異が蓄積し癌幹細胞になると考えられて
いる。癌幹細胞は正常な組織幹細胞と同様に、
特別な微小環境（ニッチ）中に存在している
と考えられている。正常細胞の多くは静止期
として存在し、静止期正常細胞は癌細胞より
放射線に対し抵抗性を示すことにより放射
線治療が成り立つが、一方、癌幹細胞も静止
期にあると考えられ、放射線治療、化学療法
に抵抗性を示すと考えられる。静止期にいる
と考えられる癌幹細胞の感受性を高めるこ
とが、放射線治療の成績向上に不可欠と考え
られる。 
放射線治療の主なターゲットは細胞核内の
ＤＮＡでありＤＮＡの損傷修復に初期に関
与すると考えられる ATM, NBS1 の抑制によ
る放射線増感効果を細胞周期ごとに確認す
る実験は行われていないため、有意義な研究
となりうると考えている。 
 
２．研究の目的 
静止期腫瘍細胞の放射線感受性決定と静止
期癌細胞の放射線感受性を高める方法を見
出すことにより新たな治療方法を開発する
ことを目的とする。腫瘍組織には増殖期細胞
と静止期細胞が混在していると考えられる。
放射線に対して抵抗性を示すことが知られ
ている低酸素細胞や腫瘍内に存在する腫瘍
幹細胞は静止期と考えられている。多くの研
究は増殖機癌細胞をターゲットとしている
が、静止期の細胞の感受性や増感方法開発を
目的とした研究はほとんどないのが現状で
ある。静止期癌細胞をターゲットとする治療
方法の開発は今後の放射線治療成績向上に
は不可欠な検討課題と考えている。 
感受性を高める目的として ATM, NBS1 遺伝
子を抑制することによる感受性増強試験を
行う。 
 
 
 
 

３．研究の方法 
癌細胞およびヒト線維芽細胞のＰＣＣによ
る放射線感受性試験 
 本研究で使用する癌細胞はヒト由来の肺
癌細胞、食道癌、膵臓癌、そしてヒト由来の
正常線維芽細胞（3 種類）を用いる。各細胞
は 10％の FBS の栄養状態のもとで数日間培
養し、DISH に 60－70% confluent の状態まで
増殖した時期に１％の FBS を含む培養液に
取り替える。低栄養状態で数日間培養するこ
とにより癌細胞は G0 期で停止した細胞（フ
ローサイトメーターにて細胞周期の確認を
行う)を得ることができる。 
 
それぞれの細胞にＸ線で 2.5Gy 照射し、照射
後、mirim, ATM 阻害剤を加えて G0 期で培養、
修復させた細胞と照射後、直ちにトリプシン
で単一細胞とし、培養した細胞における染色
体断片数を経時的に 24 時間まで測定する予
定である。ヒト線維芽細胞としては、本年度
は NBS1 遺伝子に変異を有する GM07166 細
胞と、ATM 遺伝子に異常を有する GM02052, 
GM01829 細胞、正常線維芽細胞を使用する。 
 
さらに細胞周期を進行させた状態で mirin, 
ATM阻害剤を使用してＧ2期染色体解析を行
う予定である。 
 
４．研究成果 

放射線照射によりNBS1遺伝子はMre11, 
Rad50とMRN複合体を形成して、DNA二本鎖切断

修復の主要な役割を担っている。MRN複合体は

DNAの切断部に最初に集積されると同時にATM

を切断部へ誘導し、ATMを活性化する。活性化

されたATMは下流の様々な分子をリン酸化す

ることでDNA損傷に対応する細胞周期チェッ

クポイント機構が動き始める。そこでMRN-ATM

を抑制することで、放射性感受性を増強する

効果が期待される。 

昨年度、ATM, NBS1遺伝子をsiRNAにて抑制す

る実験を行ったが、静止期では導入が困難で

あったので、腫瘍細胞（glioma細胞）数種お

よび正常細胞に遺伝子を抑制することが知ら

れているKu55933とMirinを静止期細胞に使用

して、染色体損傷、生存率を測定した。各遺

伝子の抑制はWestern法により確認した。染色

体解析からは、いずれの物質によっても、修

復の正確性が著しく低下し、異なる染色体損

傷が高いことが示された。Glioma細胞はp53

のwild、mutant及びPTENのwild, mutantの4

種を用いたが、染色体損傷はwild type, 

mutantでは異なる結果が得られた。 

また、リン酸化されたAKTはwild typeと

mutantでは同様にATM阻害剤であるKu55933と

Mirinにより抑制傾向にみられた。 
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図１にAT由来の線維芽細胞に照射後に1番と3

番の染色体プローブを使用したFISH画像を提

示する。AT細胞では多数のtranslocation, 

insertion等の誤修復が誘導されている。この

ことは、ATMに異常があると、結合能は保たれ

ているが、切断されたDNA断端の認識ができず

、誤修復が多数発生すると考えられる。 

 

 

図2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２では、正常細胞（黒）２種類、AT 細胞３
種類、NBS1 遺伝子異常を有する細胞１種類の
染色体の誤修復データを提示する。 
 Ｇ０期で修復させると、正常細胞では異常
細胞の割合も少ない上、誤修復の頻度も AT, 
NBS1 細胞と比較して著しく低いことがわか
った。ATM, NBS1 阻害剤では誤修復が増加す
る可能性が示唆され、感受性増強が期待され
た。 
図３には ATM阻害剤を増感剤として使用した
結果を提示する。細胞周期を停止させた状態
で ATM 阻害剤を加えると AT 細胞で見られた
ような誤修復が著しく増加した。低栄養状態
で静止期にして勝者した際の癌細胞でも同
様な結果が得られた。（データは非掲載） 
 
 
 
 

図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
細胞周期を進行させた正常細胞、AT、NBS1 細
胞で ATM および NBS1 阻害剤を加えると、い
ずれにおいても再結合できない染色分体型
の切断の増加が観察された（データは非掲
載）。 
 
今後、これらのデータをまとめて論文として
発表する予定である。 
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