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研究成果の概要（和文）：本研究では、固形がんに対する G2期チェックポイント阻害剤の放射
線感受性増強効果を調べ、がん放射線療法の治療効率の上昇と副作用の減少をもたらす新規な

抗がん剤の創製を目指す。食道がん TE5細胞株への X線照射による G2期停止誘導および増殖
抑制効果に対する種々の G2 期チェックポイント阻害剤の影響を調べた結果、UCN-01 は G2
期停止の阻害および増殖抑制の増強効果を示した。また、UCN-01は X線照射によって活性化
される Chk1キナーゼをタンパク質レベルで減少させることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study aims at examing the radiation-sensitizing effect 
of G2 checkpoint abrogators against solid cancers and discovering the new anti-cancer 
agent which brings both benefits, enhancing the therapeutic efficacy and decreasing 
adverse effects of cancer radiotherapy. We examined the effects of various G2 checkpoint 
abrogators on G2 arrest induction and antiproliferative effect by X-ray irradiation against 
esophageal cancer cell line, TE5. Cell cycle analysis and trypan blue exclusion assay 
showed that UCN-01 abrogated G2 arrest and potentiated growth inhibition, respectively. 
Furthermore, Western blotting demonstrated that UCN-01 decreased the protein level of 
Chk1 kinase activated by X-ray irradiation. 
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１．研究開始当初の背景 
 固形がんに対する治療は手術と放射線が中
心的役割を担っている。近年の放射線治療の
進歩は著しく、手術に匹敵する治療成績が報
告されている。しかしながら、皮膚炎、脱毛、
嘔吐、倦怠感といった副作用も生じることか

ら、腫瘍の放射線感受性を増強させる試みや
放射線感受性を治療に先立ち予測する試みが 
近年行われている。 
 腫瘍の放射線感受性を増強させる試みとし
て、G2期チェックポイント阻害剤の開発があ
げられる。チェックポイントは薬剤や放射線
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によって損傷したDNAを感知し、損傷DNAが
修復されるまで細胞周期の進行を停止させる、
細胞に備わった生体防御機構の１つである。
チェックポイントには細胞周期のG1期とG2
期、それぞれに働くG1期チェックポイントと
G2期チェックポイントが存在する。G1期
チェックポイントはp53依存性のチェックポ
イント機構で、DNA損傷時に素早く活性化し
たp53がcyclin依存性キナーゼ阻害因子の発現
を誘導し、細胞周期をG1期で停止させる。し
かし、多くの腫瘍細胞においてはp53遺伝子の
変異によってG1期チェックポイントが不全
状態にあり、G2期チェックポイントがDNA損
傷時に唯一のチェックポイント機構として働
く。したがって、G2期チェックポイントの阻
害はDNA損傷を引き起こす薬剤や放射線の効
果を腫瘍細胞選択的に増強できることから、
新しい抗がん剤開発のための有望な標的経路
と考えられる。 
 申請者のグループは、これまで微生物二次
代謝産物からG2期チェックポイント阻害剤
を含む細胞周期調節物質を見いだしてきた。
ボロマイシンはG2期チェックポイント阻害
剤として見いだした放線菌二次代謝産物で、
DNA損傷型抗がん剤の効果を増強することを
in vitro及びin vivoで証明した（Arai M, Koizumi 
Y et al. J Antibiot 2004）。p53非依存的に細胞
周期を停止させ、細胞死を導く放線菌由来の 
シマオミシンαも（Koizumi Y et al. Cancer Sci 
2009）、以前AraiらによってG2期チェックポ
イント阻害活性を有することが報告されてい
る。さらに、申請者が以前血栓溶解促進物質
として発見した糸状菌由来のマルホルミンは
（Koizumi Y et al. J Antibiot 2002）、最近G2期
チェックポイント阻害作用も有することが
Hagimoriらによって見いだされた。しかし、
これらの化合物はDNA損傷型抗がん剤によっ
て誘発されたG2期チェックポイントの阻害
を指標に発見されたものなので、多くの固形
がんの治療に用いられる放射線照射によって
誘発されるG2期チェックポイントを阻害す
るかは不明である。また現在までのところ、
これら化合物の詳細な作用メカニズムについ
てもわかっていない。 
 一方、申請者のグループは腫瘍の放射線感
受性を予測する試みとして、食道がんが発現
する放射線感受性マーカーを探索した結果、
Regenerating gene 1（REG1）を見出した。REG1
は膵臓β細胞の再生・増殖に関与する遺伝子
として最初に発見されたサイトカイン様の分
泌タンパク質である。食道がん組織の生検資
料を用いた免疫染色からREG1を高発現して
いる食道がん患者では発現していない患者と
比較して放射線化学療法後の予後が良好で
あったこと、さらにREG1を発現していない食
道がん細胞株にREG1遺伝子を強制発現した
結果、X線に対する感受性が上昇することも

見いだした（Hayashi K, Koizumi Y et al. Cancer 
Sci 2009）。 
 以上のような背景から申請者は、G2期
チェックポイント阻害剤が固形がん選択的に
放射線感受性の増強および死滅させること、
さらに放射線感受性マーカーREG1を高発現
したがん細胞に対する放射線治療効率の飛躍
的な増強の可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
 （1）微生物由来のG2期チェックポイント
阻害剤が固形がんに対するX線感受性を増強
するかをin vitroで評価し、（2）実験（1）でX
線感受性を増強したG2期チェックポイント
阻害剤がREG1発現細胞のX線感受性を効率
的に増強するかをin vitroで調べ、さらに（3）
スクリーニングによって新規なX線誘発G2期
チェックポイント阻害剤を探索する。（4）
REG1発現細胞に対する放射線療法とG2期
チェックポイント阻害剤の併用効果をin vivo
で調べ、（5）実験（4）で効果を示したG2期
チェックポイント阻害剤の作用メカニズムを
解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）G2期チェックポイント阻害活性測定 
 3.5 cmディッシュに 2 x 105 cellsの食道が
ん細胞株 TE5を播種する。一日後、20 Gyの
X線を照射し、薬剤を添加する。20時間の反
応後、細胞を回収し、DNAを蛍光色素で染色
する。DNAの染色後、フローサイトメーター
を用いた細胞周期解析を行なう。 
（2）in vitro増殖抑制活性測定 
 24穴プレートに 2.5 x 104 cellsの TE5細胞
株を播種する。一日後、0-20 Gyの X線を照
射し、0-500 nMの UCN-01を添加する。5日
間の反応後、細胞を回収し、トリパンブルー
染色を行ない、生細胞数をカウントする。 
（3）ウェスタンブロッティング 
6 cmディッシュに 4 x 105 cellsの TE5細胞を
播種する。一日後、20 Gyの X線を照射し、
100 nMの UCN-01を添加する。20時間後、
細胞を回収し、PBSを用いた洗浄後に細胞溶
解液を作成する。タンパク質定量後、各サン
プルを SDS-PAGEで分離後、ウェスタンブ
ロッティングを行なう。 
（4）X線感受性増強物質のスクリーニング 
 96穴プレートに 5 x 104 cellsの大腸がん細
胞株 HCT15を播種する。一日後、20 Gyの X
線を照射し、被検試料を添加する。72時間後、
MTT溶液を添加し、さらに 4時間反応する。
反応後、細胞溶解液を添加し、撹拌溶解後、
570 nmの吸光度を測定する。吸光度から細胞
生存率を算出し、X線照射時と X線非照射時
の生存率の比較から X線増強活性を計算し
た。スクリーニングには土壌由来の微生物の
培養抽出液を用いた。 



 
４．研究成果 

 REGIを発現していないTE5細胞株に対す
る種々のG2期チェックポイント阻害剤の影
響をフローサイトメーターを用いた細胞周期

解析により調べた。その結果、カフェイン、

ペントキシフィリン、UCN-01、SB-218078
、Gö6976、ヒメニアルジシンがX線照射によ
って誘発されたG2期停止を阻害することが
わかった（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、X線照射によるTE5細胞株の増殖抑制
に対するG2期チェックポイント阻害剤の影
響を調べた。その結果、UCN-01がTE5細胞
株のX線感受性を増強することがわかった（
図2）。このUCN-01によるX線増強効果は、X
線吸収線量依存性（1-20 Gy）（図2a）かつ
UCN-01濃度依存性（10-500 nM）（図2b）を
示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 続いて、UCN-01によるTE5細胞株に対す
るX線感受性増強活性の作用機序の解析を行
なった（図3）。X線照射によってG2期に停止
したTE5細胞株内で増加したcyclin B1は
UCN-01との併用により減少し、また細胞内
で減少したcyclin D1及びcyclin EはUCN-01
との併用によって増加することがわかった。

UCN-01はChk1キナーゼの阻害剤として知
られるが、TE5細胞株に対するX線との併用処
理によってChk1のタンパク質レベルの減少
を導くことが新たにわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、X 線誘発 G2 期チェックポイント阻
害剤の探索を目的とした微生物抽出液ライ
ブラリーを用いたスクリーニングの結果、こ
れまでに秋田県の土壌から分離した放線菌
AUMR0041 株の培養抽出液中に大腸がん細
胞株 HCT15の X線感受性を増強させる成分
を見出した。今後、本活性成分の同定を進め
る。 
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図1 X線照射による食道がんTE5細胞株の細胞周期
G2 期停止に対する各種 G2 期チェックポイント阻害剤
の影響 
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図 2 食道がん TE5 細胞株の増殖に対する X 線照射
と UCN-01の併用効果 
（a）X線吸収線量依存性、（b）UCN-01濃度依存性 

 

図3 UCN-01/X線処理によるTE5細胞株の細胞周期
関連因子のウェスタンブロッティング解析 
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