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G2期チェックポイント阻害による

放射線誘導細胞致死効果のメカニズムに関する研究

学位論文内容の要旨

  近年，がんの放射線治療において化学療法剤と放射線の併用が，両者の作用

を増強する方法として臨床において試みられている。当研究室の以前の研究

で，ECydと放射線を併用することで放射線照射単独ではアポトーシスを引き
起こさないがん細胞においてアボトーシス誘導の増強ならびに細胞増殖死誘

導の増強を見いだした。その際，G2期チェックボイント関連たんぱく質発現

や抗アポトーシスたんぱく質発現の低下が重要であることが明らかにされた。

しかしながら，ECydの非特異的なRNA合成阻害効果により，どの分子がこの

放射線誘発アポトーシスの鍵になっているのか明らかとなっていなb丶・。近年，
G2期チェックポイントの制御因子であるCdc2が抗アポ卜ーシスたんぱく質で

ある sur vlvlnの活性を調節することが報告された。survivinはG2/M期において発

現量が最大になり，Cdc2によってりン酸化されるとcaspase-3と複合体を形成す
るため，アポトーシス誘導が阻害されることが知られている。本研究では，放

射線照射された細胞において，G2期チェックポイントを標的とし，その活性
化を阻害することにより，細胞死を増強できないか検討するために，このG2

期チェックポイントの主要な制御因子であるCdc2に着目し，Cdc2キナーゼ活

性阻害剤であるpurvalanolAを用いた。
  放射線照射きれたMKN45細胞で，Cdc2キナーゼ活性の上昇，G2期チェック

ポイント関連たんぱく質（リン酸化Cdc2，cyclin B．1）の増加とそれに続くG2期チ
エックポイントの活性化が観察されたが，purvalanolAを処理することによ

り，Cdc2キナーゼ活性とG2期チェックポイント関連たんぱく質発現を抑制し，

細胞周期のG2′M期分画を減少させた。さらに，この処理は野生型p53を持つ
MKN45細胞と変異型p53を持つMKN28細胞におい、ても，放射線誘発アポトーシ

ス誘導のみならず，細胞増殖死の増強を引き起こした。IAPファミリーメンパ
ーであるsurvivinとXIAP，Bcl‐2ファミリーメンバーであるBcl－XLとBc卜2といっ

た抗 アポ トーシ スたんぱく質の発現は，放射線照射の有無に関わらず

purvalanolA処理によって有意に減少した。また，放射線照射でミトコンドリ
アからのcytochromecの放出が促進されており，purvalanolAと放射線による

caspase‐3の活性化断片がpurvalanolA単独と比較して有意に増加していたこと
から，放射線照射きれたがん細胞においてミトコンドリア／caspaseー3依存性ア

ポトーシスシグナル伝達経路に対する抑制的な機構をpurvalanolAが解除する

ということが強く示唆された。
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  結諭として，サイクリン依存性キナーゼ阻害剤であるpurvalanolAは放射線
誘発Cdc2キナーゼ活性化とG2期のチェックポイントに関わる制御因子の発現
を効率的に抑制するこ、とが示された。その上，purvalanolA処理は放射線誘発
細胞増殖死の有意な増加を引き起こした。このようにpurvalanolAによるCdc2
キナーゼ活性阻害によりG2期チェックポイントを抑制することで倣射線誘発
細胞死が増強できることから，G2期チェツ．クポイント阻害ががんの放射線治
療の標的となりうることが示唆された。
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  放射線と抗がん剤の併用処理によりがんの治療効率が上がることが知られ′ている。実際に、以前の研究で、X

線照射と抗がん剤エチニルシチジンとを併用処理することにより、放射線抵抗陸がん細胞においてアポトーシ

スならぴに増殖死がともに増強されることを報告した。そのメカニズムとして，エチニルシチジンによるG期

チェックボイント関連蛋白質発現ならびに抗アポトーシス蛋白質の発現抑制が考えられたしかしながら、エ

チニルシチジンがRNA合成全体を阻害する薬剤であることから，併用処理効果と関係する蛋白質を特定するこ

とは困難であった。近年，G蝴チェックポイント制御因子であるCdc2（サイクリン依存陸キナーゼ）が抗アポト

ーシス蛋白質サバイビンの活性を調節することが報告された。さらに、サバイビンの発現はG2期で最大になり，

Cdc2によルリン醪H匕され、カスノぐーゼぅと複合体を班垣jけ．ることによルアポトーシスを阻害することも幸時告さ

れた。本研究では，こ蜘2期チェックポイント主要#iYf因子であるCdc2に着目し，闘C2に対し強い阻害効果を

有 す る ノも ー ノ くラ ノ ー ッレ Aを 用い 、 X線と の 併 用 で細 胞 死 増強 が 起 こる か 否 かを 検 討した 。

  実験に用いた細胞は、人胃がん細咆株母淵5とMKN28で、それぞれがん抑制遺伝子5ヨカミ野生型と変異型の

株である。MKN45細日包において，X線照射後、G2斯降止とともにQlc2活性の上昇，G2期チェックポイント関

連蛋白質（リン酸f匕dc2，サイクリンBl等）の発現増加が観察された。一方、パッくラノルAとの併用処理で

は，G2勢j停1ヒ角羽蜍とともに℃dc2活t生の抑制とG2期チェックオぞイント関連蛋白質の発現挧］制カ遡覗察され、これら

の現象と平行して、X線誘発アポトーシスならびに増殖死の増強が観察された。MKN28細胞でも同様の結果が

得られたさらに、パ｀ッくラノツレA処理によルサ丿ソビン丶Bd‐XL、Bd‐2等の抗アポトーシス蛋白質のmRNA

発現が有意に減少し，その結果，それらの蛋白質そのもの発現も有意に減少していることが観察された。また，

X線照射細胞でミトコンドリアからのシトクロームcの放出が観察されたが、アポトーシス誘導は観察されず、

パッくラノルLと併用処理したときのみ、カスパーゼ‐3の活性化とともに、アポトーシスが観察され也この

ことから，パッくラノ丶ll′L′Aがミトコンドリアからカスパーゼぅを介してアポトーシスに至る経路に作用し、ア

ポトーシスを誘導している可能性も示唆した。

  以上，X線照射とパーッくラノッL′Aの併用処理により、pお野生型および変異型を問わず細胞死すなわちアポ

トーシスならびに増殖死が増強されることが観察された。そのメカニズムとして、ノゃッくラノルによる伽c2

阻害に加え、G2期チェックポイント関連蛋白質の発現ならびに抗アポトーシス蛋白質の発現抑制が考えられた。
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パりくラノ一′レAによるG2期チェックポイント関連蛋白質の発現ならぴに抗アポトーシス蛋白質の発現抑制

は、パーバラノー．′レAの新たな陸質を示したものであり、その発見の意義は大きい。このように、本研究により

G2期チェックポイントを制御するCdc2の役剖が明らかにされ、その蛋白質が放射線によるがん治療にとって重

要な位置を占めていることが示唆された

  本研究は、がんの放射線治療にーっの方r生を与えたものであり、その意義は大きkヽ 。よって、審査貝一同

はヒ謝専士論文提出者飯壕欟の障と論文が北海i蛸吠潮鯔躯潮弼剛規定第8条の規定により本職

科が行う博士論文の審査Iこ合格と認めた
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