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学位論文内容の要旨

    放射線治療の治療効率を考える上で、問題のーっとされているのが固形腫瘍内

の低酸素領域に存在する腫瘍細胞である。一般に、この低酸素細胞は放射線や化学療法

剤に対して低感受性であることが知られている。また、放射線は多くの固形腫瘍に対し

ネクローシスを誘導できるが、能動的な細胞死であるアポトーシスをほとんど引き起こ

さない事が知られている。しかし、臨床的な治療効果を考えるならぱ、炎症応答を伴わ

ないアポトーシスをより多く誘導することが理想とされ、アポトーシスの誘導メカニズ

ムとアポトーシスによる増感法の研究は重要である。アポトーシスのシグナル伝達はス

トレスや細胞の置かれた環境によって影響を受けることが知られているが、低酸素条件

がシグナルに与える影響についてまだその詳細は報告されていない。そこで本研究で

は、放射線によってSAPK/JNKを活性化し、デスレセプターFas発現からりガンド非依

存性のDISC形成によりcaspase-3を活性化し、高率に短時間でアポト亠シス誘導するこ

とが知られている自血病由来細胞を用いて、低酸素条件の細胞内シグナル伝達機構に及

ぽす影響を調べた。さらに、固形腫瘍由来の細胞でも放射線によルデスレセプターの発

現が増強するかどうかについても検討した。

    まず、自血病由来細胞MOLT-4を用いて次のようなX線照射および培養時の

酸素条件を変えた実験プロトコールを作成した。すなわち、condition1：大気酸素条件

氷冷温度下にてX線(15 Gy、以下同）照射後、大気酸素条件下370Cにて培養、condition

2：低酸素条件氷冷温度下にてX線照射後、大気酸素条件下370Cにて培養、condition3：大

気酸素条件氷冷温度下にてX線照射後、低酸素条件下370Cにて培養、condition4：低

酸素条件氷冷温度下にてX線照射後、低酸素条件下370Cにて培養、とした。condition1と

2では同程度のアポトーシス誘導が観察された。一方、condition3と4ではcondition1と

2に比ベ、アポトーシス誘導が減少した。さらに、condition3ではcondition1と比ベ

SAPK/JNKの活性化、Fas発現の抑制、caspase-3の活性化の抑制が観察された。加えて、

酸素の代替的な働きをする低酸素細胞放射線増感剤doranidazoleが低酸素培養で抑制さ



れていたSAPK/JNK/Fas/caspase-3シグナル経路を増強させ、結果としてアポトーシス誘

導を増強することが観察された。ここで、SAPK/JNKやc-Junといったシグナルは細胞

内の酸化還元状態（レドックス状態）によって制御を受け、アポトーシスを調節してい

る可能性があるため、X線照射、低酸素培養、doranidazole処理を行い、細胞内レドッ

クス制御を調節している細胞内グルタチオン濃度［GSH］iを測定した。X線照射後、低酸

素培養の[GSH]iは大気酸素培養よりも高くなったが、低酸素培養時にdoranidazoleが存

在すると再び減少した。さらに、［GSH]iを増加させるN-acetyl-L-cysteineくNAC)はX線

誘導SAPK/JNK活性化とアポトーシス誘導を抑制した。これらの結果から、X線を照

射されたMOLT-4細胞においてSAPK/JNK活性化の上流でレドックス制御機構が存在

することが示された。

    次に、Tp53 statusの異なる固形腫瘍由来細胞を用いた検討を行なった。デスレ

セプターFas、DR5を活性化し、アポトーシスを誘導することが知られているアゴニス

トCH11、TRAILで4つの腺がん由来細胞MKN45、MKN28、A549、DU145をX線照

射後に処理した。その結果、野生型Tp53をもつMKN45やA549だけでなく、変異型Tp53

をもっMKN28とDU145もX線照射によりFasとDR5を細胞膜上に過剰発現し、CH11、

TRAILによるデスレセプター媒介アポトーシスの誘導を増強する事が示された。この

結果はTp53非依存的なデスレセプター発現機構が腫瘍細胞に存在することを示し、X

線とアゴニストの併用処理がTp53が正常に働いていない多くの腫瘍細胞に対してもア

ポトーシスを誘導し、細胞死の感受性を高めうる手段として有効であることを示した。

さらに、今回用いた腺がん細胞全てにおいてデスレセプターリガンドによるアポトーシ

スの放射線増感に対しNAC処理が抑制的に作用したことから、これらの細胞において

も ［ GSH］ iが 関 与 す る レ ド ッ ク ス 制 御 が存 在す る こと が示 さ れた 。

    以上の結果をまとめると、低酸素は放射線によるレドックス制御が関与するデ

スレセプターの発現と、それに関連するアポトーシスシグナル伝達系を抑制する事が

MOLT-4細胞で示され、doranidazoleはこの抑制を解除できる事が示された。また、多

くの腫瘍細胞でTp53の状態に関係なく、放射線によるデスレセプター発現が起き、そ

のメカニズムにレドックス制御が関与している事も示された。本研究で得られたこの様

な知見は、今後の低酸素細胞の抵抗性のメカニズムについて理解を深めるとともにレド

ックス制御に着目した新しい放射線増感腫瘍治療法の可能性を示したものと考えられ

る。
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  固形腫瘍内に｜ま觝酸素細職！層カ¥k生し、放射線やイ匕学療湛剤に対し担縱を示す。また、仮に弼既をもたらしたとし

ても 、その死はほとんどネクローシスであり、アポトーシスは誘導されない。アポトーシスは能動的な死であり、炎症

など の副作用が少ないことから理想的な治療法と考えられている。そのため、古くからアポトーシス誘導を視野に入れ

た放 射線や制がん剤による治療が試みられている。そこで、本研究ではまず、放射線や化学療~i:Iに対し比鞫的アポト

ー シ スを 起 こ し や すい自 血病由 来MOLT細 胞を用 い、 低酸素 条件と アポト ーシス 誘導 との関 係につ いて検 討し た。

次い で、そ の成果 をもと に固 形がん 由来細 胞を用 い、 X線に よる アポト ーシス 誘導の 効率を 上げ る方法 を試み た。

  まず 、培養 MOLT4細胞を 窒素ガ スによ り低 酸素状 態を作 ること の出 来る装 置に入 れ、そ Iれ を用い てX線照射 時あ

るいは培養時に対し次の様な条件を作成し、実験を行った。すなわち、条件1：大気条件（酸素が存在する条件）下にて

X線 照射 後、同 条件下 にて培 養、条 件2：低酸 素条件ほ曝ガス条佝下にてX線照射後、大気条件下にて培養、条件3：大

気条 件下に てX線照射 後、低 酸素条 件下 にて培 養、条 件4：低酸 素条件 下に てX線 照射 後、同 条件下 にて培 養、とし

た 。 条 件 1と 2で は 同 程 度 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 カ 燃 さ れた 。 一 方 、 条件 3と 4で は条 件 1と 2に比 ペ ア ポ ト ーシ

ス誘 導が減 少した 。これ らの結果から、X線照射時ではなく、照射後の低酸素状態が細胞にアポトーシス抵抗性を与え

るこ とが判明した。さらに、アポトーシスシグナルSA’K-JNK活性化肭頭デスレセプター）過剰発現紅珂）臠3活性化の

抑制 も観察された。それに対し、低酸素細胞を酸素類似化合物ドラニダゾールで処理したところ、そのアポトーシスシ

グ ナ 丿m荊 カ 瀬 徐 され そ の 誘 導 の増 j鋤 況 ら れた さ ら に 、 X線 照 後 に 細 胞内 カ レ タ チ オ ン濃 度 ［ GSmを 灘 ミ し た

ところ、低酸素培養でt弌放荊線による［G鉦nの減少・カ洲され、ドラニダゾー儿従珊まそれを促進した。このことから、

低酸素培養は［Gs聞iの減少を抑え、それによルアポトーシス抵抗性を与え、一方、ドラニダゾールは［GSH］iの減少を

促進し、アポトーシス誘導性を与えると結諭された。この結論は卩S聞i増強剤N｜アセチル心システイン（NAC）をi忝加

した ところ 、アポ トーシ スシ グナル および その出 現の 両方が 抑制さ 捫た事実から確認された。以上、MOIT4細胞にお

いて X線 照射後 の低酸 素培養 による アポ トーシ ス抵抗 性はレ ドッ クス状態の変化によるものであることが判明した。

  固 形 が ん 朋 泉 がん ） 由 来 細 胞Ml＠ H5、 MKN28、A549、DU145にお いても M011・4と同 様にX線照 射後に R聡 の細胞

膜上 におけ る過粟 院現が 観察 され、 NACは それを 抑制す るよ うに作 用した。似たような現象はもうーつのデスレセブ

ター DR5に おいて も観察 され た。そ こで、 そゎぞ 潮のア ゴニ ストCHnと1RAn，でX線照 射後に 細胞処 理した とこ ろ、

デス レセプ ターへ のアゴ ニス ト結合 による アポト ーシ スとそ のシグ ナルの増強が観察されたが、NACによりその増強

カミ 打ち消 された 。Mぬ蝌5とA549は野生 型功お を、MKN28と DU145は 変異型 ゆお をそ加 ，そ帥，もっが、この現象は
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全ての細胞に おいて観察された ことから、駟お状 態に関係なく、固形 腫瘍細胞にお bゝ てX線照射後のレド ックス状態

の変化を通し てデスレセプター の膜ヒ発現する機 構が存在することが 明らかとなった。これにより、X線照射とアゴニ

スト併用処理 が腫瘍細胞におい てアポ卜ーシス誘 導を増強する方法として有効であることが示された。この様に、固形

腫瘍内の低酸 素細胞層に対して は、ドラニダゾニ ルなど酸素類似化合 物による細胞内レドックス状態の変化、X線によ

るデ ス レセ プタ ー 発現 の増 強 、さ らに ア ゴニ スト 処 理によ る効果的なX線致死作用の増 強の司能ピ助ぢ景さ れた。

  以上、本研 究で得られた成果 は、今後の低酸素 細胞の放射線抵抗性のメカニズムについて新たな知見を与えるととも

に、 レ ドッ クス制御に着 目した新しいX線増感腫瘍治 療法の可能性を示 唆したものと考え られる。よって、審 査員一

同は、博士論 文提出者浜洲慨の 博士論文が川彌甄重大学大学桜講娃基学研究科規定第6条により行う博士論文の審査に合

格と認めた。
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