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研究成果の概要（和文）：MOLT-4は50μM以上の濃度でアポトーシスの誘導が起こり、200μM以上で致死率はほぼ一定
となった。さらに、ATM、Chk2は50μM以上のH2O2で活性化し、p53とγH2AXは100μM以上のH2O2で活性化した。ATMは主
に核、ミトコンドリア、peroxisomeに存在し、50μMのH2O2ではミトコンドリアに存在するATMのみ活性化し、Chk2が活
性化した。また、放射線照射した場合には、ミトコンドリアと核に存在するATMが活性化し、Chk2、、γH2AX、p53が活
性化した。これらの研究成果は2014年にBBRC誌で公表した（433: 1286-1290）。

研究成果の概要（英文）：We report herein that ATM can be activated when exposed to hydrogen peroxide witho
ut inducing nuclear DDR in Hep G2 cells, and the oxidized cells could be subjected to subcellular fraction
ation. The first detergent-based fractionation experiment revealed that active, phosphorylated ATM was loc
ated in the second fraction, which also contained both mitochondria and peroxisomes. An alternative fracti
onation method involving homogenization and differential centrifugation, which permits the light membrane 
fraction containing peroxisomes to be produced, but not mitochondria, revealed that the light membrane fra
ction contained only traces of ATM. In contrast, the heavy membrane fraction, which mainly contained mitoc
hondrial components, was enriched in ATM and active ATM, suggesting that the oxidative activation of ATM o
ccurs in mitochondria and not in peroxisomes. In Rho 0-Hep G2 cells, which lack mitochondrial DNA and func
tional mitochondria, ATM failed to respond to hydrogen peroxide.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
(1) 癌幹細胞はニッチと呼ばれる幹細胞を
維持するための特殊な微小環境に存在する。
癌幹細胞はニッチ内で細胞周期上 G0 期に位
置し、低活性酸素状態にある点でも正常組織
における幹細胞と共通の性質を有する。癌幹
細胞は放射線治療と化学療法に対して抵抗
性を示すがその機序は明らかでない。 
 
(2) 毛 細血管拡張運動失調症 (ataxia 
telangiectasia: AT)は、放射線高感受性と
細胞周期チェックポイント異常を示す遺伝
病である。ATの原因遺伝子 ATM のノックアウ
ト(ATM(-/-))マウスでは、様々な組織で活性
酸素が上昇していていることと、骨髄におけ
る造血幹細胞が機能不全/枯渇状態にあるこ
とが報告されている(Ito et al, Nature 
431:997-1002,2004)。 
 
(3) ATM(-/-)マウスでの造血幹細胞異常は抗
酸化剤の投与により消失することと
ATM(-/-)細胞は活性酸素に対して高感受性
であることから、ATM が抗酸化作用発現に重
要な働きをしていると考えられる。 
 
(4) AT患者で認められる小脳性運動失調や毛
細血管拡張は酸化ストレスで起こりうるこ
とが報告されている。近年、G0期維持に作用
するMycと p27に ATMが作用してG0維持に関
与している可能性が指摘されている
(Maclean et al, Mol Cancer Res 
5:705-711,2007)。 
 
(5) 以上のことから、ATM は抗酸化能亢進と
G0期維持を介して幹細胞維持に関与し、さら
に抗酸化能亢進が癌幹細胞の放射線抵抗性
の原因となっている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 放射線高感受性と細胞周期チェックポ
イント異常を示す遺伝病 AT の原因遺伝子
ATM のノックアウトマウスにおいて骨髄等の
幹細胞枯渇と活性酸素上昇が報告されてい
ることから、ATM が幹細胞の G0期での細胞周
期停止と低活性酸素状態の維持に寄与して
いると考えられる。 
 
(2) 本研究では、ATM がそれらに関与する情
報伝達経路を明らかにし、ATM 阻害またはそ
の情報伝達経路阻害による放射線抵抗性なG0
期癌細胞・癌幹細胞に対する放射線増感法を
開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ATM を直接活性化することが報告されて
いる活性酸素種であるH2O2を用いて実験を行
った。 
 
(2) 細胞としては、放射線や活性酸素に対し
て感受性が高く、アポトーシスを起こしやす

いために細胞の生死を迅速に定量できる
MOLT-4及びHepG2細胞を用いて実験を行った。 
 
(3) H2O2 は 30 分間処理し、放射線に関して
は 2 Gy 照射し、30 分培養した後に実験に用
いた。 
(4) ATM の基質である Chk2、H2AX のリン酸化
をウエスタンブロットで調べることと、ATM
の 1981 番目セリンのリン酸化を調べること
で ATM の活性化を評価した。 
 
(5) ATM キナーゼ活性阻害剤である KU55933 
(20 µM)は放射線照射又は H2O2処理の 30 分前
に培地中に加えた。 
 
(6) detergent を用いて 1～3フラクションの
3つ細胞分画に分けた。 
 
(7) ミトコンドリアのマーカーとして、COX 
Ⅳ、HSP60、VDAC1 を用いた。核のマーカーと
して H2AX、ペルオキシソームのマーカーとし
てcatalase、細胞質のマーカーとしてApaf-1
を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) MOLT-4 は 50 µM 以上の濃度でアポトーシ
スの誘導が起こり、200 µM 以上で致死率はほ
ぼ一定となった。 
 
(2) ATM、Chk2 は 50 µM 以上の H2O2で活性化
し、p53 とγH2AX は 100 µM 以上の H2O2で活
性化した。(図１） 
 
(3) ATM は主に核、ミトコンドリア・
peroxisome に存在し、50 µM の H2O2ではミト
コンドリアに存在する ATM のみ活性化し、
Chk2 が活性化した。(図２-４） 
 
(4) 放射線照射した場合には、ミトコンドリ
アと核に存在する ATM が活性化し、Chk2、γ
H2AX、p53 が活性化した。(図 1-２） 
 
(5) 以上のことから、ミトコンドリアに存在
する ATMは核に存在する ATMとは別の機能を
担っている可能性が示唆された。 
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図１．DNA損傷によらない活性酸素によるATM
の活性化．(A) ATMとATMの基質であるChk2、
H2AX のリン酸化。HepG2 細胞は図中に示され
た濃度の H2O2で 30 分間処理した。（B) 50 µM
の H2O2が ATM，その基質に及ぼす影響．HepG2
細胞を 50 µM の H2O2で 30 分間処理した。照
射実験では 2 Gy 照射後 30 分間培養した後に
実験に用いた。ATM キナーゼ活性阻害剤であ
る KU55933 (20 µM)は放射線照射又は H2O2処
理の 30 分前に培地中に加えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．detergent を利用した細胞分画の分離
と ATM．HepG2 細胞を 50 µMの H2O2で 30 分処
理した後、又は 2 Gy 照射して 30 分培養した
後に、細胞を 1～3 のフラクションに分け、
ウエスタンブロットに用いた。ミトコンドリ
アのマーカーとして、COX Ⅳ、HSP60、VDAC1
を用いた。核のマーカーとして H2AX、ペルオ
キシソームのマーカーとして catalase、細胞
質のマーカーとして Apaf-1 を用いた。フラ
クション１は主に細胞質分画で、フラクショ
ン２は主にミトコンドリアとペルオキシソ
ームの分画で、フラクション３は主に核の分
画である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 ３ ． homogenize と differential 
centrifugation によって分離された light 
membrane fraction 分 画 の 分 離。 light 
membrane fraction 分画には peroxisome を含
むが ATMと活性化 ATMはごく少量しか含まれ
ない。（A）HepG2 細胞を 50 μM の H2O2で 30
分間処理し実験に用いた。細胞を分画に分離
し、ウエスタンブロットに用いた。COX Ⅳ、
HSP60、VDAC1 はミトコンドリアのマーカーと
して用いた。catalase はペルオキシォームの
マーカーとして用い、Apaf-1 は細胞質のマー
カーとして用いた。Cyt：細胞質分画 
(cytosolic fraction)、HM：heavy membrane 

 

 

 



fraction、LM：light membrane fraction。 
（B）HM と LM の電子顕微鏡写真。HMは 20,000
倍、LM は 25,000 倍。図中の bar は 1 µmを示
す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．Hep G2 細胞から作成された Rho-0 細胞
では H2O2 により ATM は活性化しない。（A）
ミトコンドリア DNA は MT-COI 遺伝子を PCR
で増幅することにより検出した。（B）JC-1 染
色を用いたΔΨm の解析。低ΔΨm 細胞の比
率（％）はフローサイトメータにより測定し
た。mean±SD、＊：p<0.05。（C）Hep G2 細胞
と Hep G2 細胞から作成した Rho 0 細胞のウ
エスタンブロットによる解析。細胞は図中に
示された濃度の H2O2またはエトポシドで 30
分間処理してから実験に用いた。 
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