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学 位 論 文 題 名

放射線誘導アポトーシスにおけるサバイビンの

    役割とレドックス制御

学位論文内容の要旨

  放射線治療は現在多くの癌治療の臨床現場で用いられている。放射線の生体
に対する標的はDNAであり、DNA損傷によルミトコンドリアからシトク口ムc
が遊離して下流のカスパーゼが活性化し、細胞の自殺であるアポトーシスが誘
導されると考えられている。しかしながら、末梢リンバ球や自血病などの一部
の造血系由，来の腫瘍細胞を除き、多くの固形腫瘍細胞では放射線を照射してち
数十時間以内の細胞周期の間朔にはアポトーシスをほとんど起さ顔い。この放
射線抵抗性の一因として、腫瘍細胞内で倣アポ卜ーシスを回避するための機構
が亢進していることが知られている。本研究の第一章では、腫瘍細胞特異的に
過剰発現してアポトーシス抑制に寄与しているサバイピンに着目し、放射線抵
抗性の固形腫瘍細胞におけるサパイピンの役害qと放射線増感の標的としての
可能性を検討した。
  まず、放射線単独によルアポトーシス経路が活性化するか調ぺたとサしろ、ミ

トコンドリアからのシトクロム。の放出は起きてkゝ たがカスパーゼ3の活性化
およびアポトーシスは観察され顔かった。サパイピンを機能的に阻害するた
め、リン酸化部位である34番目のスレオニン残基をアラこン残基に変異さ甘た
T34AぬらびにSmac/DIABLO結合部位である53番目のアスパラギン酸残基をア
ラニン残基に変異させたD53Aをコードするアデノウイルスベクターを作製し
た。これらをヒト肺腺窟由来A549細胞趣らびにヒト子宮頭部癌由来HeLa細胞
に過剰発現させて放射線を照射すると、48時間後に生じるアポトーシスはWT
を過剰発現ぎ甘た細胞に比較して有意に増加した。さらに、Smac/DIABLO抗
体を用いゝた免疫沈降により、ルン酸化を受けぬいT34AはWTに比べて顕著に
Smac/DIABLOとの結合活性が減弱していることが観察された。以上の結杲か
ら、サパイピンは腫瘍細胞においてSmac/DIABLOと直接結合してその機能を
阻害することにより放射線誘導アポトーシスを抑鋼しており、変異サパイピン

の導入によりその機能を阻害することで放射線誘導アポトーシスを有意に増
加できることが明らかに趣った。
  一方、放射線照射後数分から数時間後に細胞内の酸化還元システムの関与に
より二次的なROSが生じ、これらがシグナル伝達物質としてアポトーシス誘導
を制御していることが近年明らかになってきた。よって第二章で値、固形腫瘍
細胞においてX線照射後二次的にミトコンドリアからのROS産生が上昇するの
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か、またそれらが放射練誘導アポ卜ーシス経路におけるミトコンドリアからの

シトクロムc遊離に関与しているのか検討を行った。

  X綜照射により誘導されたミトコンドリアからのシトクロムc遊離は、抗酸

化剤NAC、Trolox、SーPBNならびにフラピンタンパク質阻害剤DPIの照射後処

理により強く抑制された。細胞内のROSを検出する螢光試薬

2｜，7．-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA)を用いたフローサイトメトリーおよ

びミトコンドリア由来のROSを検出する新規螢光プロープMitoARを用いた生

細胞の観察により、照射から6時間後には細胞内、特にミトコシドリアでのROS

産生が増加することが明らかになった。さらに、細胞から単離したミトコンド

リアを用いてスピントラップ剤CYPMPOによるESR-スピントラップ法を行っ

たとこる、照射によルミトコンドリア呼吸鎖基質NADH/succinate依存性スーパ

ーオキシド生成が増加した。また、照射によルミトコンドリアの膜電位差の増

大、BSRオキシメトリーによる酸素消費量の増加韜よびBaxの発現増加とミト

コンドルアヘの集積が観察された。以上の結果から、X線照射によルミトコン

ドリアヘ集積したBaxがミトコンドリア呼吸鎖を活性化し、それによって産生

が増加したスーパーオキシドが増放射線誘導アポ卜ーシスに重要なミトコン

ドリアからのシトクロムc遊離を弓Iき起こしていることが明らかになった。

  以上のように放射線抵抗性の固形腫瘍細胞における放射線誘導アポトーシ

ス経路とその抵抗性を明らかにすることは、新たな分子標的を見っけ効果的な

癌治療を行う上で重要であると考えられる。

― 718 -



学位論文審査の要旨

主査  教授  稲波  修

副査  教授  木村和弘

副査  准教授  太田利男

副査  名誉教授  桑原幹典

学 位 論 文 題名

放射線誘導アポトーシスにおけるサノヾイビンの

    役割とレドックス制御

  固形彊嚇範 ）苟券捕瓣飼鰍こ おb、て、 その雖瀕驂甥醐萄 おげる1っ の要因と1て矚躪細胞内の薮弼こ対する抵抗

惟三を与える タンパク質が高発現していることカ鴇竃げられる。あ鴫寸線による翻囎頭蜘宙ワ重要ぬメヵニズムとし

て、DNA損壞：rカ濁｜き金とな ってミトコンドリアからシトクロムc (cyt-c)ならてRこSmac/DIAJヨLOを遊離させて

―阿缶のカス ′もーゼを活性f匕し丶アポ トーシスを誘導す る経路が報告されている。しかし、実際、多くの固形

腫瘍 細 お岔 ぐは 放 射線 単独 弼 書ア ポト ー シス を起 こuこくいことが知 られて潟り、この ミトコンドリアを 介す

る ア ポ ト ー シス シ 4f冖 Hこ対 しで 抵 お搬 を示 す Inhibitor of Apoptosi*s Proein（IAP）フ ァミ リ ーに 属す

る幾 っ かの タン ゾ くク 質ゐ 鞍 nら れ てい る。 第 噺は この 中 で固 形腫 瘍 細咆 にお い H瀧 溌 現L′ くいるサパ イピ

ン に 着 目 し 、 こ れ を 梼 § 抱 と し た 放 射 綜 増 感 謝 屎 と そ の ア ポ ト ー シ ス 搦 鼎 黼 こ ´ 苅 、 て 検 討 し た 。

  申 請 都 燗 形 睡 鰯 硼 包 と し て 主 に ヒ ト 肺 腺 が ん 由 来 A5曲 細 晦 を 用 い で 隣 鳶 を 行 っ た lOGyの 高 線 量 の

X線を 腫瘍 細 胞に 照射 し ても アポ ト ーシ ス誘 導 に瑙 ぬく と も照 射後 48時間 以内 に ほ殆 ど見 ら れ顔かった カ廴

ミ ト コ ン ド リア か らの ゼyや cの逝 商餓 翊 融舜 後2唾 時間 に は明 確｜ 司 黥さ れ屯 し かし 、サ ゾ Wビ ン のり ン酸

イ讎制立なら U蒋こSnおc伯I趨【0結合商粒にそれ ぞ期変異を導入したT34AならぴにD53．Aサッくイビンをアデノベ

ク タ ー に よ り 腫 嚇 卿 包 に ′ う 圃 蛍 翻轍 させ る と、 X線照 射に よ ルア ポト ー シス が誘 導 され るこ と が明 らか

と 詮 っ た ま た 、 闇 按 ら 翻 こ D53Aサ ′ Vビ ン ｜ 蛭 常 サ ′ ソ ビ ン と 髄 乏 し て Sロ 1aめ ェ ABL0と 嚇 給 溌 勘 ミ

鏐港に傴ゴFしていることカ琴蝕蠍紹蜂法によって明らカ斗こなった。以との結課：は、→，レもfピンは固形纏痛細蚫

において騒瓜 溯）I臓 0の阻害を 介してX線 誘導アポト丶一シスを強く搦荊しIで韜り、その機能をEg碧：す，ること

で放射線によるアポトーシス誘導できることを示すものである。

    第ニ二牽 X弛ミト コンドリアカゝらのcyt―cの逝勦メカニズ．ムを明らかそご尹る目的で翻陟囀ヨ進めた。申請

者は淵＆損壌 訪潟Iき 金となづて細胞内活 陛鬱赧（ROS）が上ニ昇し、‘そ訊′カ晝アポトーシス誘溝に護陶すると

い う 以 前 の 報 餌 滞 日 し 、 聡 生 成 と そ の ミ ト コ ン ド リ ア か ら の cyや Dの 遊 離 へ の関 与 にっ いて 検 討し た。

A549細 胞 に X線 照 鰯 こ よ っ て 誘 導 さ れ る ミ ト コ ン ド リ ア か ら の cサ cの 趨 鞭 ま 丶 照 射 蓮 後 に R0sを 消 去 す

る抗霞鮮出物質を培地に：加えると、強く挧制されることめ鑄覿察され庶ふさら1こ、蓑螻＆ゑらび斗こD53；Aヴ，′弋イビ

レの 導 入細胞で晃られ るX綜誘導 アポト←シスにつ いても競霞糾瑚朔葡 の照射後処竃聾こ より強く搦剥され 才己

また 、 めS検 出の ため の 螢光 プロ ー ブを 用い た 実験 によ り 、照 射後 、 6時 鷽 以降 から ミ トコ ンド リアでのROS

産生カ靴曽カロすることが明らカ斗こなった。このようにミトコンドリアがROSの産謹誼粛であることゐミ明らカ斗こな

っ た の ー ふ 次 に 単 離 し た ミ ト コ ン ドリ アで の スwも 司一 争シ ド ぱめ 生成 能 を評 艢す る ため に電 子 スピ ン共

鳴 缶 め ． ー スピ ン トラ ッブ 法 を用 いた 実 鹸を 行っ た とこ ろ、 ミ トコ ンド リ アの 呼吸 鎖 基質 依存 牲 嘶生 成能
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が X線 照 射 に よ り ~tloす る こ と カ 沫 さ れ t以 ヒ の 結 果 は 纏 鴎 細 喞 こ x線 照 射 す る と、 照 射 後 に 遅れ て ミ

トユ ンドリ アを 発生源 とする 0避 撒の増 お肋鑞 量こ り、こ の〔卿 ミミト コンド リア からの  c t-cの遊 離の引 き

金と なって いる 可禽を 睦を強 く7鹸して いる。

  ；莓 研 舞 X憾 、サ 〆 Vビ ン を分 子 黼 に す る こと に よ り 、 固溌 疆 豸 譲 瞬 捲も ア ポ ト ー シヌ 増強 Iこよ り樹 寸

線 致 死 勘課 を 高 め ら れる こ と を 示 した も の であり 、さ らにそ のアポ トーシ ス誘 導に重 要であ るcyt-cのミ ト

コンドサアからの弼藷駐蟹轍こ．レドックスf黼関与して bゝ ることをl弭らぬ斗こしたものである。これらの舞l見

は 固 形 腫瘍 の 蝕 講 綿治 療のた めに 重要で あり、 今後の 制がん #l瞎敬 輔鏑噌 感剤な どの 開発に おいて もその 意

義は 太きい もの である ・。よって、審査罠一同は、ヒ記障士論史罷出者ア1噸r亜希氏の博士論：効i北海遭大学大

学院 靜雰漑 驂鬧 競定第 6条 が蘭誣 こより 本縮欝 勅暫 〒う博 士鏑文 織冶絡 と誌め た
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