
成 果

１. 放射線感受性における小胞体シャペロン・カルレティ

キュリンの役割

放射線治療はがん治療の重要な戦略のひとつであるが,

その細胞傷害の分子機構の解明は放射線生物学において

も重要な課題である｡ 放射線照射は���や, 細胞膜,

細胞内タンパク質に対する���や���の影響を介して,

細胞に傷害を与える｡ さらに, 放射線による細胞傷害の

分子機構のひとつとして, 細胞内��	＋ホメオスタシス

の破綻を介した, アポトーシスの誘導機構が示唆されて

いる｡ カルレティキュリン (��
) は小胞体 (��) に存

在する��	＋結合性の分子シャペロンである｡ 我々は,

��
の高発現が心筋芽細胞株のアポトーシス感受性を

増強させることを, レチノイン酸を用いた分化誘導条件

や酸化ストレス条件下で観察し, その分子機構の解析を

進めてきた｡

本研究で我々は, ��
の働きという観点から, ヒト

グリオーマの放射線感受性制御の分子機構について解析

検討を試みた｡ 放射線感受性の低い細胞株 (�	
����


���) と感受性の高い��細胞株で��シャペロンの発

現レベルに差異があるかについて調べたところ, ��


は�	
���, 
���での発現が��に比べて相対的に抑

制されていた｡ この結果は, ��
の発現レベルが放射

線感受性の増加と関連することを示唆した｡

放射線感受性と��
発現レベルの関係をさらに検討

するため, ��
遺伝子を定常的に高発現する�	
���

株を樹立した (�	
������
��
���)(図１�)｡ ��


高発現細胞とコントロール細胞について, ガンマ線照射

(������) を行い, ��日後のコロニー形成能について

解析し, 放射線感受性の差異について検討した｡ その結

果, ��
高発現細胞ではコントロールに比べ, コロニー

形成率の低下が観察され, ��
高発現は放射線感受性

を増強することが明らかとなった (図１�)｡ さらに,

ガンマ線照射��時間後の��
高発現細胞ではコントロー

ルと比べ, 
����陽性細胞が顕著に存在することが確

認された｡

次に, 放射線照射の細胞生存シグナル���キナーゼ

経路への影響に関して, ����� !�"#$�#$�%"�の放射

線照射後の活性化状態について, 特異的リン酸化部位認

識抗体により解析した｡ コントロールでは照射後３時間

で���のリン酸化が見られたが, ��
高発現細胞では

���のリン酸化が見られず, ���シグナルの抑制が明ら

かとなった｡ なお, ガンマ線照射後３時間以内で���

の顕著なリン酸化は��
高発現, コントロール細胞い

ずれにも見られなかった｡ また, ���のキナーゼ活性の

検討から, ��
高発現細胞での���のリン酸化の抑制

は, 活性の抑制とよく相関していることもわかった (図

１�)｡ 活性化���遺伝子を導入した��
高発現株では,

放射線誘導性アポトーシスが抑制されることから, ��


高発現株における放射線感受性の増強機構には���シ

グナルの抑制が重要であることが確認された｡ 一方,
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放射線による細胞傷害機構について､ 分子シャペロンとレドックス因子という２つの細胞機能制御機構の観点

から研究を行った｡ その結果､ 小胞体(ER)シャペロンであるカルレティキュリンの発現増強が放射線感受性の

増大と関連し､ 細胞生存に関わるAktシグナルを抑制することがわかった｡ このAktシグナルはグルタレドキシン

によってレドックス制御を受けていた｡ さらに､ 抗酸化酵素であるグルタチオンS-転移酵素pの核内移行が､ 放

射線感受性抑制に重要であることも見出した｡ 以上の研究は､ ER､ ミトコンドリア､ 核の生理機能が関与する

放射線感受性制御の新たな分子機構を提示するものである｡

図１. カルレティキュリン (��
) 高発現細胞と放射線細胞
傷害感受性の増大｡ �'��
遺伝子導入グリオーマ細胞に
おける ��
の発現 (ウエスタンブロット解析)｡ �'��

遺伝子導入細胞におけるガンマ線細胞傷害感受性の増大
(ガンマ線照射	週間後のコロニー形成能解析)｡ �'��

遺伝子導入細胞における���キナーゼの活性化 (ガンマ線
照射後の���活性を��()α�βのリン酸化で評価)｡



���の脱リン酸化に関わる ������	
���
�
�
����

(����) について解析したところ, ���高発現株では

���� �
�
�����(�����) サブユニット分子の発現が

誘導され, 活性が有意に上昇していることがわかった｡

�����遺伝子プロモーターの解析から, この遺伝子発

現誘導には���高発現株に見られる�
�＋ホメオスタシ

スの変化が重要な役割を果たすことがわかった｡

以上の結果より, 放射線感受性の低いグリオブラストー

マ細胞株では感受性の高いグリオーマ細胞株に比べ,

���の発現の低いことがわかった｡ ���発現量の違い

が放射線感受性に関与するかについて, ���遺伝子高

発現細胞を作製し解析したところ, ���高発現細胞で

は放射線感受性が増加していた｡ そして, 放射線感受性

増強の分子機構のひとつに細胞生存シグナルである���

シグナルの活性化抑制の関与のあることが示された

(図２左)｡

２. レドックス因子による放射線および酸化ストレス感

受性の制御機構

� グルタレドキシン (GRX) による酸化ストレス感

受性制御の分子機構

放射線照射による細胞傷害機構において, 細胞内の

���の発生による酸化ストレスとレドックス (酸化還

元) 制御の重要性が考えられる｡ 我々は, 細胞生存シグ

ナル���の酸化ストレス下での制御をレドックス制御

の観点から検討した｡

���は, グルタチオン存在化で細胞内のタンパク質

のレドックス状態を制御することが知られる｡ 我々は,

���遺伝子を心筋芽細胞����に導入し, ���を定常

的に高発現する細胞株を作製し酸化ストレス感受性への

影響を調べた｡ その結果, ���高発現細胞はコントロー

ル細胞に比して, 明らかに過酸化水素による酸化ストレ

ス誘導性のアポトーシスに耐性を示すことがわかった｡

この分子機構について, ���のレドックス制御に着目し

解析したところ, コントロール細胞では, 酸化ストレス

により���分子のシステインが酸化修飾を受け, ����

との複合体形成により脱リン酸化を受けて���は失活

した｡ 一方, ���高発現細胞では, ���分子のシステ

インの酸化修飾が���により還元され, ����と結合

ができないことで, ���のリン酸化と活性化状態の維持

されることがわかった｡

以上の結果より, ���がレドックス制御を介して,

���を酸化的失活から保護することが, ���の酸化ス

トレス誘導性アポトーシスに対する保護効果の分子機構

にとって重要であることが明らかとなった (図２右)｡

� 核内グルタチオンS-転移酵素pによる酸化的DNA

傷害と放射線誘導細胞死の抑制

我々は, 核内に局在するグルタチオン��転移酵素


(���
) が, 癌細胞の抗がん剤耐性獲得に重要な役割

を果たすことを明らかにしてきた｡ 本研究では, ���


の核移行に及ぼす酸化ストレスの影響と酸化ストレスに

よる���傷害の防御における���
の役割について検

討した｡

生体にはグルタチオンに代表される種々の抗酸化物質

と���やグルタチオンペルオキシダーゼ (���) など

の抗酸化酵素群が存在し���による細胞障害を防御し

ているが, 核内の抗酸化機構に関しては今のところ充分

な知見が得られていない｡ ���
の核移行を阻害するマッ

シュルームレクチン (���) を前投与し核内���
の

存在量を低下させた��� 細胞では, 過酸化水素曝露に

よって核の凝集と�!�"�陽性細胞群の増加が観察され

ると同時に, 核画分の脂質過酸化の増加も認められた｡

過酸化水素によって���
は核に蓄積したが, ���は

核移行しなかった｡ 脂質過酸化によって生成される#$�

��%��
���&����
%��
%��	���
��%(#$�����") の代

謝過程で, �'�%��&�()
	���	�との間で*�(���&����
��)�

�)+����)��%#,�２�����	���'�%��&�()
	���	�
%%)��

が形成されるが, この酸化的���傷害はグルタチオン

の存在下で���
により抑制された｡ ���
の存在下で

は, #$�����"由来の脂質アルデヒドである-��&����

	�	�	
�と���の結合体形成が観察された｡ これらの

結果から, 核に局在する���
がアルデヒド修飾���

の生成を軽減することによって, 酸化的���傷害を抑

制していることが示唆された｡ さらに, ���を前投与

した細胞の放射線による細胞死が有意に増加した｡ これ

らのことから, 核���
が放射線を含む酸化ストレスに

対する細胞の感受性を規定する重要な分子であることが

示唆された｡

３. 結語

分子シャペロンとレドックス因子という２つの細胞機

能制御機構が放射線による細胞傷害感受性の制御に重要

であるという知見を得た｡ それぞれの分子機構が低線量

放射線被曝による細胞影響においてどのような役割を果

たすのか, 今後の詳細な解析検討が重要であると考えら

れる｡

 

図２. 放射線感受性を制御する分子シャペロンおよびレドック
スによる新たな分子機構｡ (左)カルレティキュリン(���)
による放射線細胞傷害感受性の制御機構｡ (右)グルタレド
キシン(���)による���のレドックス制御｡


