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研究成果の概要（和文）：本研究は、異常ハンチンチン遺伝子が細胞内で発現すると、DNA二重

鎖切断(DSB)修復に必要なKu70タンパクが枯渇することから、放射線が照射された場合、DSB修

復が抑制され、腫瘍細胞が放射線増感増を示すのではないかという仮説を検証するものである。

検討の結果、核内封入体が形成されている細胞では、放射線によるDSBの修復が抑制され、放射

線増感を示すことがわかった。より高い発現を効率よく誘導する必要があると考えられ、さらな

る検討が必要である。 

 

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to explore the hypothesis that tumor 

cells should be radiosensitized by expressing the abnormal Hungtingtin protein because 

the repair of DNA double strand breaks (DSB) is reported to be inhibited in neurons 

expressing such a protein due to exhaustion of Ku70 essential for the DSB repair. We found 

that tumor cells forming nuclear inclusion bodies exhibit inhibition of DSB repair and 

radiosensitization. Efficient expression must be obtained as a radiosensitizing strategy and 

further study is required. 
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１．研究開始当初の背景 

最近、日本の癌治療において、放射線治療を

受ける患者が急増している。その理由として、

臓器の機能温存が可能なため、治療後の QOL 

が極めて高い治療法であることが認識され

てきたこと、治療における体力的負担が軽い

こと、放射線治療技術が著しく進歩し、治療

成績が向上してきたことが挙げられる。こう

した背景において、生物学的に放射線感受性

を高めるための具体的な方法論が求められ

ており、様々な観点から研究が進められてい

る。 

 

２．研究の目的 

本研究は、日本人には比較的まれな常染

色体優性遺伝病である、神経症状を主症
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状とするハンチントン病の病態を、口腔

癌細胞に再現し、放射線による癌細胞の

細胞死誘導効率を高めることができな

いかという仮説を検証するものである。

2010年5月に報告されたハンチントン病

の病態メカニズムは、神経細胞内に形成

されるポリグルタミン核内凝集体が、内

因性に形成される2重鎖切断(DSB)の修

復に必須なKu70というタンパクをトラ

ップ、分解するために、DSB修復が抑制

されることで神経細胞死が起こるとい

うものである。放射線による細胞死の原

因は、DSB修復不全であり、Ku70はこの

過程で必須の役割をはたしていること

から、ハンチントン病の病態を口腔癌細

胞中に作り出せば、放射線増感が可能で

はないかとの発想に至った。これまで、

放射線腫瘍学において神経疾患を主症状とす

るハンチントン病が注目されることは一度も

なかったが、今回初めて明確な接点が生じ、

放射線治療への応用の可能性が浮かび上がっ

てきた。放射線照射後にも異常ハンチンチンの

発現によってDSB修復抑制が確認されれば、有

用な放射線治療増感法の候補となりうる。 
 

３．研究の方法 

(1)細胞株 

CAG を 88 回繰り返し配列する第１エクソン

を、ドキソルビシン(DOX)処理した時にのみ

発現する腫瘍細胞 HeLa(Tet-on EGFP-88Q)、

対照として正常な配列数 17回を有する細胞

HeLA(Tet-on 17Q)ならびに舌癌細胞株(SAS)

を用いた。 

 

(2)DSB 修復能 

放射線照射後の DSB 修復能は、抗 53BP1 抗体

を用いた蛍光免疫染色により、2Gy 照射後、

核内に観察されるフォーカス数を計測する

ことによって定量した。蛍光像は、蛍光顕微

鏡 BZ-9000(KEYENCE)により取得した。 

 

(3)放射線感受性 

DOX 処理、未処理の HeLa(Tet-on EGFP-88Q)

細胞に X線照射（130 kV, 5 mA, 0.5 mm Al

フィルター付加）し、コロニー形成法によっ

て生存率を求めた。５０個以上の細胞からな

るものをコロニーとして計数した。 

４．研究成果 

(1)Tet-on システムにおける異常ハンチンチ

ンの発現 

 ハンチントン病の原因遺伝子ハンチンチ

ンの第１エクソンには、正常において 11-34

の CAG という配列のコピーが存在するが、

患者ではこの繰り返しが 37-876 コピーにも

増加する。その結果、 この遺伝子からは、

アミノ末端のグルタミンの連続が長くなっ

たタンパクが作られ、ハンチンチンタンパク

は凝集を引き起こしやすくなり、このポリグ

ルタミンは、他のタンパク質にも影響を与え

ることが知られている。岡澤らのグループは、

DSB 修復に必須の役割を 果たす Ku70 とい

うタンパクが、この凝集体に吸着されるため、

核内での Ku70 が枯渇することにより、神経

細胞が内因性の DSB 修復ができずに細胞死

を引き起こし、ハンチントン病を引き起こす

モデルを提唱した (Enokido et al., J Cell 

Biol, 2010)。そこで、CAG を 88 回繰り返し

配列する第１エクソンを、ドキソルビシン

(DOX)処理した時にのみ発現する腫瘍細胞

HeLa(Tet-on EGFP-88Q)を 100 ng/ml DOX で

処理し、48 時間後に EGFP の発現を蛍光顕微

鏡で観察した。図１に示すように、多くの細

胞の細胞質や核に蛍光が観察された。割合と

しては少ないものの、核封入体として強い発

現を示すものも認められた。これ以上の DOX

濃度で処理して、も発現パターンに大きな差

は認められなかった。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Tet-on EGFP-88Q 細胞における DOX 処
理後の異常ハンチンチンの発現 
左が明視野像、右は蛍光像を示す。 
 
(2) 異常ハンチンチン発現細胞の放射線感
受性 
 
 DOX 処理によって異常ハンチンチンの発現



が認められたことから、DOX 処理 48時間後に
種々の線量を X線照射し、コロニー法によっ
て生存率を求めた。その結果を図２に示す。
DOX 処理細胞は、未処理細胞に比べ、わずか
に放射線感受性を示すことが判明した。 

図 2 Tet-on EGFP-88Q 細胞における DOX 未処
理、処理 48時間後の線量-細胞生存率曲線 
 
 
(3)異常ハンチンチン発現が2Gy照射後のDSB 
修復能に与える影響の解析 
 
 線量-細胞生存率曲線において認められた
放射線感受性の差がわずかであったことか
ら、異常ハンチンチン発現のパターンによっ
て、増感の程度に差が出る可能性が考えられ
た。そこで、DOX 処理 48時間後、異常ハンチ
ンチンの発現が細胞質に認められた細胞、核
内に封入体として認められた細胞に分け、
2Gy 照射し、1, 3, 6, 24 時間後に細胞を固
定し、抗 53BP1抗体によって免疫染色を行っ
て、DSB 修復能に相違が認められるかを調べ
た（図２）。フォーカス形成を定量的に解析
した結果、核内封入体を形成した場合のみ、
フォーカス形成の消失が有意に抑制される
ことがわかった（図 3）。また、コントロール
として、正常な CAG リピート数を有するエク
ソン１を発現させた場合には、当然ながら核
内封入体は認められず、細胞質にのみ発現が
認められたが、その際のDSB修復能は、DOX 未
処理細胞と変わらなかった(図 4)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  Tet-on EGFP-88Q 細胞における 53BP1
フォーカス形成の時間経過 
Tet-on EGFP-88Q 細胞を 100 ng/ml 処理 48時
間後に 2Gy 照射し、種々の時間後、細胞を固
定した後、抗 53BP1 抗体を用いて蛍光免疫染
色を行った。緑：EGFP(異常ハンチンチン
Ex1)； 
赤：53BP1 
 
(4)舌癌細胞株への異常ハンチンチンの発現 
次に、CMV ベクターを用いて EGFP-88Q をリポ
フェクタミンを用いて、舌癌細胞株(SAS)に
トランスフェクションしたが、発現効率が低
く、わずかに細胞質に蛍光が認められるもの
が得られたが、核内封入体を示すものは認め
られなかった。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Tet-on EGFP-88Q 細胞における 2Gy 照
射後の 53BP1 フォーカス数の定量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Tet-on EGFP-17Q 細胞における 2Gy 照
射後の 53BP1 フォーカス形成の時間経過 
緑：正常 Ex1；赤：53BP1 
 
(5)結論 
 Tet-on EGFP-88Q 細胞を用いた解析から、
DOX 処理して異常ハンチンチンを発現させ
たとしても、核内封入体を形成する程に高い

発現を示した細胞のみが、DSB 修復の抑制を
示すと考えられた。おそらく、異常ハンチン
チン凝集体が Ku70 をトラップする能力は、
それほど高いものではないと推測される。
DOX 処理したすべての細胞を用いて放射線感
受性を調べても、増感の程度がわずかであっ
たのは、この理由によるものと考えられた。 
舌癌細胞株にCMVプロモーターでドライブさ
れる EGFP-88Q を発現させようとリポフェク
タミンにてトランスフェクションを試みた
が、核内封入体を有するものは得られなかっ
た。ウイルスベクターを用いる等、より効率
よく強力に発現させる戦略が必要であると
考えられ、放射線増感戦略としてこの手法を
応用するためには、さらなる研究が必要であ
る。 
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