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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、放射線感受性マーカーであるRegenerating gene 1（REG1)とG2期チェックポ
イント阻害剤という２つの概念を融合し、REG1を高発現した固形腫瘍に対する放射線療法とG2期チェックポイント阻害
剤との併用療法の有効性を証明し、放射線療法に着目した新しい個別化療法の可能性を探ることを目的としている。今
回、食道がん細胞株のREG1遺伝子発現とX線感受性の関連性の評価を進め、①REG1遺伝子高発現／X線高感受性群、②RE
G1遺伝子高発現／X線低感受性群、③REG1遺伝子低発現／X線高感受性群、④REG1遺伝子低発現／X線低感受性群の計4群
に分類した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to fuse two concepts of radiation sensitive marker, 
regenerating gene 1 (REG1), and G2 checkpoint inhibitor, to demonstrate the availability of combination 
therapy using radiotherapy and G2 checkpoint inhibitor, and to evaluate the feasibility of new 
personalized medicine focusing on radiotherapy. In this study, we proceeded to evaluate the relationship 
between expression of REG1 gene and X-ray sensitivity in esophageal cancer cell lines, and classified 
into four groups: 1) high expression of REG1 gene/X-ray sensitive, 2) high expression of REG1 gene/X-ray 
insensitive, 3) low expression of REG1 gene/X-ray sensitive, and 4) low expression of REG1 gene/X-ray 
insensitive sensitive.

研究分野：生化学
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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、放射性感受
性には個人差があり、皮膚炎、倦怠感、脱毛、
嘔吐といった副作用が生じることもある。そ
のような背景から、放射線感受性を治療に先
立ち予測する試みや腫瘍の放射線感受性を
増強させる試みが近年行われている。 

 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。扁平上皮食道がん組
織の生検試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（Hayashi K et al, Ann 

Surg Oncol, 2008）、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 et al, Cancer 

Sci, 2008）。 

 一方、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。チェックポイント機構は、
損傷した DNA を感知し、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が、多くの腫瘍細
胞においては p53 遺伝子の変異や欠失によっ
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いている。
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
路と考えられている。 

 申請者のグループは、これまで微生物二次
代謝産物からいくつかの G2 期チェックポイ
ント阻害剤を見出してきた（ボロマイシン：
Arai M, Koizumi Y et al, J Antibiot, 2004、シマ
オミシン α：Arai M et al, Biochem Biophys Res 

Commun, 2004、Koizumi Y et al, Cancer Sci, 

2009、マルホルミン A1：Koizumi Y et al, J 

Antibiot, 2002、Hagimori K et al, Biol Pharm 

Bull, 2007）。しかし、これらは DNA 損傷型抗
がん剤によって誘発した白血病細胞株の G2

期チェックポイントに対する阻害剤として
見出したので、新たに食道がん細胞株に対す
る放射線誘発 G2 期チェックポイント阻害剤
の探索を新たに行ない、微生物二次代謝産物
や化合物ライブラリーを用いたスクリーニ

ングの結果、Chk1 キナーゼ活性を阻害するこ
とが報告されている UCN-01 を見出した（申
請者ら、未発表データ）。 

 G2 期チェックポイント阻害剤が REG1 発
現細胞に対してより効果的に放射線感受性
を増強させることが証明できれば、がん放射
線療法の個別化治療という新しい治療方針
が導かれることが期待される。具体的には、
食道がん患者の生検試料を用いた REG1 遺伝
子発現の判定によって積極的な放射線療法
を取り入れるかどうかの個別判定が進み、放
射線治療と G2 期チェックポイント阻害剤の
併用によって、低線量の放射線照射でも副作
用なく、がん特異的に治療効果が発揮される
ことが期待できる。 

 

２．研究の目的 

 

 放射線感受性マーカーである REG1 と G2

期チェックポイント阻害剤という 2 つの概念
を融合し、REG1 遺伝子を放射線治療介入判
別の指標とし、UCN-01 のような G2 期チェッ
クポイント阻害剤との併用療法の臨床応用
への可能性を探ることを目的としている。 

 

３．研究の方法 

 

固形がん由来細胞株 

実験には、胃がん由来の AGS 細胞株、食
道がん由来の EC-GI-10、TE-1、TE-6、TE-10、
TE-14、TE-15 細胞株を用いた。 

 

MTT アッセイ 

24 ウェルプレートに 2 x 10
4
 cells のがん細

胞を添加し、37℃、CO2 インキュベーター内
で培養する。24 時間後、0-50 Gy の X 線を照
射し、さらに 5 日間培養する。この際、2 日
毎に培地交換する。反応後、終濃度が 500 

µg/ml となるよう MTT を添加し、4 時間さら
に反応する。反応終了後、細胞溶解液（40% ジ
メチルホルムアミド、2%酢酸、20% SDS、0.03 

M 塩酸）を添加し、室温で一晩撹拌する。マ
イクロプレートリーダーで 570 nm の吸光度
を測定し、細胞の生存率を算出する。 

 
RT-PCR 

 ISOGEN を用いてがん細胞から総 RNA を
抽出した。RT-PCR は 100 ng の総 RNA と
SuperScript III One-Step RT-PCR System with 

Platinum Taq DNA polymerase （Invitrogen）を
用いてマニュアルに従って実行した。使用し
たプライマーは表 1 に示した。RT-PCR は以
下のプログラムで行った：55℃30 分、94℃2

分を 1サイクル、94℃15秒、55℃30秒（REG1A）
または 49℃30 秒（GAPDH）、68℃5 分を 40

サイクル、68℃5 分を 1 サイクル。PCR 産物
は 3%アガロースゲル中で電気泳動を行い、
エチジウムブロマイド染色で検出を行った。 

 
 



表 1 プライマー塩基配列 

 
 
４．研究成果 
 
各種食道がん細胞株の X 線感受性を MTT

アッセイによって評価した（図 1）。その結果、
X 線感受性は、 

TE-15>TE-10>EC-GI-10>TE-6>TE-14>TE-1 

という順で高いことがわかった。 
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図 1 各種食道がん細胞株の X 線感受性 

(A)MTT アッセイの結果。（B）MTT 添加後の食道がん細

胞株。左が無処理、右が 10 Gy X 線照射。□EC-GI-10、

□TE-1、□TE-6、□TE-10、□TE-14、□TE-15。  

 
次に、各種食道がん細胞の REG1A 遺伝子

の発現を RT-PCRで調べた。（図 2）その結果、
REG1A 発現は、 

TE-6> EC-GI-10, TE-1>TE-10> >TE-15>TE-14 

という順で高いことがわかった。 

 
     1   2   3   4   5   6 

 
REG1A 

 

 

GAPDH 

 
REG1A/GAPDH   1.0  1.0  1.5  0.9  0.2  0.3  

図 2 各種食道がん細胞株 REG1A 発現 

1: EC-GI-10、2: TE-1、3: TE-6、4: TE-10、5: TE-14、6: TE-15。 
 
 
 MTT アッセイによる X 線感受性の結果と

RT-PCRによるREG1Aの発現結果を図 3にま
とめた。①REG1 遺伝子高発現/X 線高感受
性群、②REG1 遺伝子高発現/X 線低感受性
群、③REG1 遺伝子低発現/X 線高感受性群、
④REG1 遺伝子低発現/X 線低感受性群の 4

群に食道がん細胞株を分類すると、①は TE-6、
TE-10、EC-GI-10、②は TE-1、③は TE-15、
④は TE-14 となっることがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 各種食道がん細胞株の X 線感受性と REG1A 発現 

 

今回の結果から、TE-6、TE-10、EC-GI-10 は
①REG1 遺伝子高発現/X 線高感受性群に分
類されることがわかったので、今後これらの
細胞を用いて放射線照射と G2 期チェックポ
イント阻害剤の併用効果を in vitro および in 

vivo で解析を進め、REG1 高発現患者に対す
る個別化療法としての G2 期チェックポイン
ト阻害剤の有効性を調べていきたい。 
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