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研究成果の概要（和文）：ヒトKRAS変異肺がんに対する有効な治療法探索のため、A549細胞を用いて、温熱とTAK1 (Tr
ansforming growth factor-beta-activated kinase 1）阻害剤5Z-7-oxozeaenol の併用効果を検討した。細胞死につい
てアポトーシスおよびコロニー形成法により調べた。さらに、ミトコンドリア膜電位低下、細胞内活性ROS産生、およ
び細胞内Caイオン濃度を検討したところ、併用でこれらの指標は増強された。また、Chop発現が増えたことより、ERス
トレスを介したアポトーシスの増加が関係することを示した。同様の結果はヒト白血病細胞株を用いた系でも得られた
。

研究成果の概要（英文）：Transforming growth factor-beta-activated kinase1 (TAK1) appears to play an 
anti-apoptotic role in response to multiple stresses and has been reported to be a responsive kinase that 
regulates cell survival in KRAS-dependent cells. In this study, we focused on the synergistic effects of 
5Z-7-oxozeaenol, a TAK1 inhibitor, with hyperthermia (HT) in KRAS mutant lung cancer cell line A549 
cells. Here, enhancement in apoptosis induced by HT exposure was observed, when the cells were 
pre-incubated with 5Z-7-oxozeaenol. The enhancement was accompanied by significant increase in reactive 
oxygen species generation and mitochondrial membrane potential loss. In addition, the drug promoted 
HT-induced expressions of cleaved caspase-3, cleaved caspase-8, HSP70 and decreased HT-induced 
expressions of Bcl-2, p-p38, p-JNK and LC3. Taken together, our data provides further insights of the 
mechanism of action of 5Z-7-oxozeaenol and HT treatmentfor patients with KRAS mutant lung cancer.

研究分野：放射線基礎医学
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１．研究開始当初の背景 

Transforming growth factor - 
activated kinase 1 (TAK1) 阻害による癌治
療に関しては、最近、１）ヒトすい臓癌細胞
で、TAK1 の siRNA および TAK1 阻害剤 LYTAK1
は、NF-kB 活性化を抑制し、ゲムシタビン、
SN38、オキザリプラチンの抗腫瘍効果を増強
すること、２）TAK1 の siRNA は正常上皮細胞
には影響を与えずヒト乳癌細胞および結腸
癌において、カンプトテシンの抗腫瘍効果を
増強することが報告されている。TAK1 の
siRNA および TAK1 阻害剤 LYTAK1 が TRAIL の
アポトーシスおよびオートファジー誘導効
果を増強する事例もあるが、放射線に関する
増強効果の報告は、我々の報告（Furusawa et 
al. Radiat. Res., 2012）が初めてであり、
その詳細な機構の解明や温熱との併用効果
については、未だ報告はない。 
 

２．研究の目的 

そこで、本研究では TAK1 を標的とした放
射線・温熱癌治療戦略の確立を目的とする。
TAK1 は、炎症性サイトカインによる NF-B, 
p38 MAPK, JNK などのリン酸化に関与し，種々
のストレスに対して細胞保護的な役割を担
うことが知られている．一方，放射線や温熱
等の癌治療因子作用下における TAK1 の役割
については解明されていない。そこで我々は，
TAK1 を標的とした放射線や温熱による癌治
療戦略を検討する。そのために、TAK1 阻害剤 
である 5Z-7-oxozeaenol を用いて，放射線お
よび温熱感受性の変化を検討するとともに、
細胞死の分子機構の解析等を通じて TAK1 の
新たな生理機能の解明を目指すとともに、癌
治療に繋げる学術的基盤を確立する。 
 

３．研究の方法 

 TAK1 は抗アポトーシスに働き、KRAS 変異
細胞では生存調節に働くキナーゼである。本
研究ではヒト KRAS 変異肺がんに対する有効
な治療法を見出すために、同変異肺がん A549
細胞を用いて、温熱（44 度、20 分）と TAK1
阻害剤 5Z-7-oxozeaenol の併用効果を検討
した。また、細胞死の機序について、PI/ア
ネキシン V-FITC によるアポトーシス解析お
よびコロニー形成法により調べた。さらに、
ミトコンドリア膜電位変化、細胞内活性酸素
(ROS)の産生、アポトーシス関連タンパク質
発現、および細胞内カルシウムイオン濃度を
検討した。 
 また、ヒト白血病細胞株 Molt-4 を用いて
も調べた。放射線照射群についても温熱と同
様の併用効果を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）TAK1 阻害剤と温熱の併用をコロニー形
成法により調べたところ、両者併用群で、生
存率の低下を認めた（図 1）。さらにフローサ
イトメトリーで早期および後期アポトーシ
スについて調べたところ、薬剤単独では毒性

を示さないが、併用群で有意なアポトーシス
の増強を認めた（図 2）。 

図 1 コロニー形成法による結果 
 

 
図2 温熱およびTAK1阻害剤併用によるアポ

トーシス増強 
 
（２）アポトーシス増強に関して関連の指標
を調べた。ミコトコンドリア膜電位の低下
（図 3）、ROS 産生の亢進、さらにアポトーシ
ス関連 caspase-3、caspase-8 の活性化の促
進効果が認められた。一方で、Bcl-2、p-p38、
p-JNK および LC3 の発現は低下した（図 4, 5）。 

 
図 3 温熱および薬剤併用によるミトコンド

リア膜電位の低下した細胞数の増加 
 
（３）両者の併用が ER ストレスの指標であ
る細胞内カルシウムイオン濃度および Chop
発現に与える影響について検討したところ
両者の増加が認められた（図 6, 7）。これら
の結果は、ER ストレスを介したアポトーシス
の増加が関係することを示唆する。 



 
図 4 温熱および薬剤併用の JNK, p38 および

リン酸化に及ぼす影響 
 

 
 
図 5 温熱および薬剤併用の LC3 に及ぼす影

響 
 
 

図 6 温熱および薬剤併用の細胞内カルシウ
ムイオン濃度に及ぼす影響 

 
（４）TAK1 阻害剤 5Z-7-oxozeaenol と温熱
および放射線との併用効果について検討し
た。放射線では、顕著な増強効果は認められ
なかったが、温熱との併用では、ヒト KRAS
変異肺がん細胞株やヒト白血病細胞株で、有
意な細胞死（アポトーシス）増強効果が認め
られた。以上の結果は固形癌ではその遺伝子
背景に依存するが、TAK1 阻害剤と温熱併用効 

図 7 温熱および薬剤併用の Bip および 
Chop に及ぼす影響 

 
果の有用性を示すものである。 
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