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緒　言

　温熱療法は、ハイパーサーミアとも呼ばれ、古くから癌治療に用いられている。温熱による癌細胞の分子応答を理解
することは、臨床におけるハイパーサーミアの治療成績を向上すると期待され、数 10 年の間研究が進められている１）。
熱によるタンパクの変性が温熱の主要な生物作用を示す機序として知られており、それに伴う活性酸素の産生や DNA
修復タンパクの阻害が、塩基損傷、DNA 一本差切断を引き起こし、またまだ議論の段階ではあるが DNA 二本鎖切断
を引き起こすのではないかと言われている。細胞は DNA 損傷に対し、DNA 損傷応答経路と呼ばれる分子機構を以て、
細胞を生存させるようなシグナル伝達経路を活性化する２）。仮に DNA 損傷が重篤な場合、細胞はアポトーシスと呼ば
れる細胞の自己死を起こす。がん抑制遺伝子である p53 は、DNA 損傷により活性化される上流のキナーゼである
Ataxia telangiectasia mutated （ATM）、ATM and Rad3 related （ATR）やチェックポイントキナーゼ 2（Chk2）
により翻訳後修飾を受け、この経路の主要な部分を担っている３）。これまで、放射線による DNA 損傷に対して、ATM
や Chk2 は p53 を介した細胞死の誘導に関わることが示されている。p53 は、温熱による細胞周期の停止や細胞死の誘
導に関与することが知られているが、p53 上流のキナーゼがこの応答にどのように寄与しているかは不明である。本研
究では、野生型 p53 を有する Molt-4 細胞（Molt-4/V）と、p53 をノックダウンした Molt-4/shp53 細胞を用いて、温熱
により活性化する Chk2 が細胞周期停止や細胞生存に関与しているか検討した。

方　法

　ATM 阻害剤として KU55933、ATR 阻害剤として VE-821、Chk2 阻害剤として Chk2 inhibitor II を用いた。これら
の阻害剤は Calbiochem 社および Sigma 社から入手した。
　Molt-4/V 細胞および Molt-4/shp53 細胞は、徳島大学の森田明典教授より分与頂いた４）。Molt-4 細胞は、10%ウシ胎
児血清を含む RPMI1640 培地で培養した。温熱処理は、恒温槽を用いて、44℃30 分間行った。
　ウエスタンブロット法は、既報の論文に記載の方法に基づき行った５）。本研究に使用した一次抗体は以下の通りであ
る。
　Anti-ATM pS1981 monoclonal antibody (mAb; Epitomics, Burlingame, CA, USA), anti-ATM polyclonal antibody
(pAb; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-ATR pS428 pAb (Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA), anti-ATR mAb (Genetex, Irvine, CA, USA), anti-Chk1 S345 pAb (Cell Signaling Technology), anti-Chk1
mAb (MBL, Nagoya, Japan), anti-Chk2 T68 pAb (Cell Signaling Technology), anti-Chk2 mAb (MBL), anti-caspase-3
pAb (Cell Signaling Technology), anti-p53 pAb (Cell Signaling Technology), anti-p53 AcK382 (Cell Signaling
Technology), anti-p53 S15 pAb (Cell Signaling Technology), anti-p53 S20 mAb (MBL), anti-PUMA pAb (Cell
Signaling Technology), anti-p21 (MBL), anti-CDC25A mAb (MBL), anti-CDC25C pAb (Cell Signaling Technology),
and anti-GAPDH mAb (as a loading reference; Organon Teknika, Durham, NC).
　細胞周期は、Propidium Iodide（PI）もしくは SYTOX AAdvanced（ThermoScientific 社）を用いて、フローサイ
トメトリーにて解析した。また細胞死は、Annexin V-FITC（Nacalai Tesque 社）を用いて、フローサイトメトリーに
て解析した。

1

　上原記念生命科学財団研究報告集, 31 (2017)



　統計解析は、二群間の比較については、Fischer 検定の後、Student の t 検定もしくは Welch の t 検定を選択して行
った。三群間以上の比較については、分散分析の後、テューキー法にて検定を行った。

結　果

１．両細胞の温熱による DNA 損傷応答タンパクの発現
　まず、両細胞において、温熱処理（Heat stress）下での DNA 損傷応答タンパクの発現や活性化を調べた。

Fig. 1． Western blotting of DDR proteins in Molt-4/V and Molt-4/shp53 cells after heat stress at 44℃ for 30 min
(A) Phosphorylation of ATR, Chk1, ATM, and Chk2 0–2 h after heat stress (HS). (B) Effects of ATM or
ATR inhibitors on ATM and Chk2 phosphorylation induced by HS. Cells were pretreated with 10μM
Ku55933 (ATMi) or VE-821 (ATRi) 30 min before HS exposure. Cells were harvested 30 min after HS. (C)
HS-induced p53 response and caspase-3 cleavage 2 - 12 h after HS. Cells 6 h after IR exposure were used
as positive control for phospho-p53 at serine 20.
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　DNA 損傷応答経路の分子である ATM、ATR、Chk1 および Chk2 について、両細胞における発現の差はみられな
かった。また温熱によるリン酸化の誘導についても、顕著な差を認めなかったことから、両細胞においてはこれら p53
の上流因子について差はないことが確認できた。ATM 阻害剤は Chk2 のリン酸化をほぼ消失させた一方、ATR 阻害
剤は Chk2 のリン酸化をむしろ増強していた。このことから、温熱により活性化する Chk2 は、ATM 依存的であると
考えられた。p53 の抑制は、p21 の発現を抑制し、G2/M 期で停止する細胞の割合を増加させていた。

Fig. 2． Induction of cell cycle arrest and cell death in Molt-4/V and Molt-4/shp53 cells after HS
(A) Percentage of cells in the G2/M phase, as detected by PI-based DNA staining 6 - 24 h after HS (means
± SDs, n = 3). (B) HS-induced cell death detected by Annexin V (AnV)-FITC staining after HS exposure
(means ± SDs, n = 3). Recovery duration after HS was 12 h. *P < 0.05

　加えて、p53 抑制により温熱誘発細胞死の割合が低下しており、両細胞の比較は温熱による p53 応答の検討に適して
いると考えられた。

２．Chk2 阻害による p53 応答への影響
　Chk2 は p53 の Ser20 のリン酸化や、Lys382 のアセチル化に寄与することがこれまで報告されている６）。温熱によ
る p53 Ser20 のリン酸化は放射線によるものと比べて非常に弱かったものの、Lys382 のアセチル化は顕著に認められ
た。

Fig. 3． The role of Chk2 in the p53 response after HS
Effects of Chk2 inhibitors on HS-induced p53 acetylation, accumulation, and p53 target molecules in
Molt-4/V cells. Cells were pretreated with 10μM Chk2 inhibitor II (Chk2i) 30 min before HS exposure.
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　Chk2 阻害剤により、p53 Lys382 のアセチル化は抑制され、下流の p21 や PUMA の発現が遅延した。しかしなが
ら、Chk2 阻害は、温熱処理した Molt-4/V 細胞における細胞周期の分布や、死細胞の割合に影響を及ぼさなかった。
一方、Chk2 阻害は Molt-4/shp53 細胞における温熱誘発細胞死を増強し、G2/M 期の停止を解除していた。

Fig. 4． The role of Chk2 in p53-dependent and -independent cell death
(A) Typical histograms and (B) profiles of HS-induced cell death detected by AnV-FITC/SYTOX
AADvanced (SYTOX) staining after HS exposure (means ± SDs, n = 3). **P < 0.01; N.S.: not significant.
Molt-4/V and Molt-4/shp53 cells were pretreated with Chk2i 30 min before HS and were then allowed to
recover for 16 h, followed by cell death analysis.
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Fig. 5．Effects of the Chk2 inhibitor on HS-induced G2/M arrest
(A) Typical cell cycle histograms and (B) percentage of cells in the G2/M phase in Molt-4/V and Molt-4/
shp53 cells. Cells were pretreated with Chk2i and then exposed to HS followed by cell cycle analysis. The
duration of recovery time after HS exposure was 16 h (means ± SDs, n = 3). **P < 0.01. (C) Western
blotting of CDC25A and CDC25C in Molt-4/shp53 cells pretreated for 30 min with Chk1i and Chk2i. Cell
extracts were prepared 1 h after HS exposure.

　このことから、Chk2 の阻害は p53 の機能に異常をきたしている癌細胞において、温熱の効果を増強する作用がある
のではないかと考えられた。
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３．Chk2 阻害による CDC25A の分解抑制
　p53 変異･欠損細胞では、G1 期停止に関わる p21 の発現が減弱しており、Chk1/2 による G2/M 期での細胞周期停止
に依存していることが知られている７）。ここでは、Chk2 の標的として報告のある Cell division cycle 25 A（CDC25A）
および CDC25C に着目し、Chk2 阻害がこれらの発現を回復させるか検討した。温熱により、CDC25A および CDC25C
の分解がみられたが、Chk1 や Chk2 の阻害剤は CDC25A の発現を回復させた。一方、CDC25C については影響が見ら
れず、温熱処理した細胞では Chk1/2 が CDC25A を介して細胞周期の調節をしていると考えられた。さらに、Chk1 お
よび Chk2 阻害剤の組み合わせは、単独で処理した際より CDC25A の発現をより回復させたことから、Chk1 と Chk2
が協調的に CDC25A を介した G2/M 期の停止に関わっていると考えられた。

考　察

　本研究より、温熱により活性化する Chk2 は p53 の N 末端側のアセチル化に関与し、p53 標的分子の発現誘導に関わ
るものの、細胞周期の停止や細胞死には影響を及ぼさないことがわかった８）。p53 は Chk2 以外にも MAP キナーゼな
ど様々な酵素により活性調節を受けることがわかっており９）、温熱処理下では Chk2 以外の分子の関与が大きいものと
思われる。一方、Chk2 は p53 ノックダウン細胞において、CDC25A の発現調節を介した細胞周期停止に関与している
ことがわかった。p53 は半数以上の癌において変異もしくは欠失がみられることから、Chk2 はこれらのがんにおける
温熱療法の選択的な分子標的となる可能性が考えられる。一方、なぜ温熱による p53 の Ser20 のリン酸化が、放射線
によるものと比べて非常に弱いか、また CDC25C の発現調節をいずれの分子が担っているのかは不明のままであり、
今後の研究が必要である。
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