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肺癌紳胸に お け る放射線誘発 ア ポ ト ー

シ ス の 研究

- F a s 抗原お よび B c ト2 蛋白と の 関連
-

金沢大学 医学部医学科放射線医学講座 (主任 : 高島 力教 授)

高 仲 強

肺癌細胞株お よび 阻織 に お け る 放射線 誘発 ア ポ ト ー

シ ス の 発現 と ア ポ ト
ー シ ス 関連遺 伝子 で ある F a s 抗原 お よび

B cl -2 蛋白 の 放射線誘発 ア ポ ト ー

シ ス の 発現に 対す る関与の 有 無の 検討を 行う こ と を 本研 究の 目的と した . 細胞株 と して 人肺

小細胞癌細 胞由来の S B C -1
,
S B C - 3 お よび 人腺病細腰由来の R E R F - L C - M S を本研究に 用 い た .

1 0 G y お よび 20 G y 照射, 抗

F a s 抗体 200 n g/ m l の 添加 ,
1 0 G y 照射 と抗 F a s 抗体 200 n g/ m l の 添加併用 の 各処置後 の 各細胞株 に お ける細胞死 亡率 の 変化

と形態的変化を 調べ
,

ア ポ ト
ー シ ス 発現の 有 無お よ び発現量を 検索 した . ま た

, 肺小細胞癌患者 お よび 腺病患 者か ら得 られた

照射 された 肺癌組織 に おけ るア ポ ト
ー シ ス 発現の 有無を D N A ニ

ッ ク 末端標識法 を 用い て 検索 した . さ らに
, 各細 胞株 におけ

る F a s 抗原お よび B cト2 蛋白の 発現を 10 G y 照射前後で調 べ
, 放射線誘発ア ポ ト

ー

シ ス に 対す る こ れら ア ポ ト
ー シ ス 関連遺伝

子の 関与 の 有無に つ き検討 した . 結果 と して
, 放射 線誘 発 ア ポ ヤ ー シ ス は S B C-1 ,

S B C- 3 に 発 現 し , そ の 最大 発現頻 度は

S B C -1 に お い て 10 G y 照射48 時間後 17 .9 土0 .1 % ( 真 土S D) ,
S B C - 3 に お い て 20 G y 照射7 2 時間後 9 .6 土2 .3 % ( 支 土S D) で あ っ

た . ま た
, 放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発現ほ

, 照射 され た 小細胞 癌患者か ら得 られ た 生検腫瘍組織 に お い て も確認 され た .

一

方 ,
F a s 抗原の 発現 は S B C - 3 お よ び R E R F

-

L C M S に
,

B cl
- 2 蛋白の 発現ほ 全細胞株 に 認め られ た . 1 0 G y 照射後 S B C -3 に

お い て F a s m R N A 発現の 増加 とそ れに伴 う F a s 抗原発現の 増 加が あり , 抗 F a s 抗体 に よ るア ポ ト
ー シ ス の 誘発 が 促 進 され

た . また ,
1 0 G y 照射後 S B C -1 に おけ る B cl - 2 蛋白発現の 減少 が あり , 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス に 対する比較的高 い 感受性の

一 因と な っ た . 小細胞癌細胞と ほ対照的に R E R F - L C - M S で は放射線誘発ア ポ ト ー シ ス は 認め られ ず ,
F a s 抗原 の 発現を認め

て も抗 F a s 抗体に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘発も認 め られなか っ た . また ∴照射 され た 腺癌鼠織で も放射線誘 発ア ポ ト ー シ ス の 発

現は 認め られなか っ た . こ の 結果は
, 肺小細胞癌と 肺腺癌 の 放射線感受性 の 差 に ア ポ ト

ー シ ス 発現の 有無が
一

因と な っ て い る

こ とを 示 した . また
,

F a s 抗原や B cl -2 蛋白の 発現が放射線誘発 ア ポ ト
ー シ ス 発現 の 調節 因子 とな っ て い る こ と

,
さ らに

,
小

細胞癌細胞に お い て は照射が こ れ らの 調節因子の 発現を変化 させ る こ と に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 発現を 変化 させ うる こ と を示 し

た .

K e y w o r d s r a di ati o n
,

a p O p t O Sis
,
1 u n g c a r ci n o m a

,
F a s a n ti g e n

,
B cl- 2 p r o t e in

細胞死は 形態的に ネ ク ロ
ー シ ス と ア ポ ト

ー シ ス に 分類 され

る
l 卜 l)

. ネ ク ロ
ー シ ス は補体反応や 重篤 な虚 血 時等 に 細胞 に 認

め られ る病理的反応 と考え られ て お り ,
こ れ らの 刺激 因子ほ細

胞膜 の 透過性を 冗進 させ ∴結果 と して不 可逆性 の 細胞腫大 と細

胞融解をもた らす
2)

.

一

方 ,
ア ポ ト

ー シ ス は 胎発 生や 加齢 あ る

い ほ腫瘍退縮 な どに おけ る正 常な細胞 回転時に 認め られ る生理

的な 過程 と考 え られ て い る
2)

.
ア ポ ヤ ー シ ス は 細 胞客 席 の 減少

と細胞質お よ び ク ロ マ チ ン の 濃縮を 伴い
ト 結果 と して ヌ ク レオ

ソ ー ム 単位 で の D N A の 規則的な断片化が 生ず る こ とを 特徴 と

して い る
彿

.

放射線生物学 に お い て
, 放射線誘発細胞死ほ 増殖死 と間期死

に 分頼 し論 じられて きた
5)

, 増殖死は 増殖性細 胞 に お け る放 射

線に よ る増殖検能の 停止と して定義 される細胞死 で あり ,

一 般

的に放射線誘発細胞死は増殖死を 意味 して い る .

一

方 , 間期死

は リン パ 球や 胸腺細胞な どの 非増殖性細胞 に認 め られ る増殖機

脚こ依存 しな い 特殊な 細胞死 で ある . こ れ ら非増殖性細胞に 認

め られ る間 期死 が 形態 的 に ア ポ ト ー シ ス で あ る こ と が 知ら

れ
8)

上 聞期死研究 が放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス 研 究 の 端緒と な っ

た . しか し
, 増殖性細胞 に お け る放射線誘発細胞死 と ア ポト ー

シ ス と の 関連性 は不 明な点が 多く
,
放射線高感受性 の 血液細胞

由来の 増殖性細胞 に 放射線誘発 ア ポ ト
ー

シ ス が認め られる こと

が わ ずか に 知 られ て い る の み で ある
7 ト 11)

. 増殖性 細胞に おける

放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 関連を 調 べ る た め に
, 増殖性細胞と

して 肺癌細胞 に お ける放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 有無を肺癌細

胞株お よ び 肺癌患 者か らの 生検材料を 用い て 検討す る こと を本

研究 の 第
一

の 目的と した .

一 方 ,
ア ポ ト ー

シ ス の 生化学 的変化ほ エ ン ドヌ ク レ ア ー ゼ の

活性化に よ る D N A の ヌ ク レ オ ソ ー ム 単 位 へ の 断 片化 で ある

が
1 2}

,
ア ポ ト ー シ ス の 発現は 種 々 の 遺伝子産物 に よ っ て 調節さ

れて い る こ とが 知 られて い る
13)

.
こ の 内 , 細胞 内に ア ポ ト

ー シ

ス 信号 を伝達 しう る細胞表面構造と して F a s 抗原 が 同定され

た
‖)

. ま た , 他に ユ ニ ー ク な 達伝子 と して
! 人濾胞 性B 細胞リ

平成 8 年 4 月1 9 日受付 , 平成 8 年 5 月1 6 日受理

A b b r e vi atio n s : E R
,
e X P eri m e n t al r ele a s e ; P B S

, p h o s p h at e -b uff e r e d s al in e ; S R
,

S p O n t a n e O u S r ele a s e ; T D T
･

t e r m i n al d e o x y n tlCl e o tid y l t r an Sf e r a s e ; T R
,
t Ot al r el e a s e



放射線誘発ア ポ ト ー シ ス と F a s 抗原お よ び B cト2

ソパ 腫 に 認め られ る t(1 4 ; 1 8) 染色 体 転 座 の 解 析 を 通 し て

B cト2 遺伝子が発見 され た
Ⅰ5)

. B cl- 2 の 遺伝子産物 ほ ア ポ ト
ー シ

ス を抑制する こ とに よ り血液細胞の 生存を左右す る こ と が知 ら

れてい る
18)1丁】

. しか し
,

こ れ らの ア ポ ト ー シ ス 関連遺伝子と増殖

性細胞に お ける放射線 誘発ア ポ ト
ー シ ス と の 関連性 に つ い て は

ほとん ど知られ て い な い . 増殖性細胞 と して の 肺癌細胞株 に お

ける放射線誘発細胞死 , 掛 こア ポ ト ー シ ス に 対す る こ れ ら遺伝

子の 関連性の 有無の 検 討を本研究の 第 二 の 目 的と した .

材料 お よび方法

Ⅰ . 細胞株および培 養法

細胞株と して 人肺小細胞癌細胞由来 の S B C-1 ,
S B C- 3 お よ び

人腺病細胞 由来の R E R F - L C - M S を本研究に 用い た . 各細胞株

は
,
3 7 ℃

,
5 % 二 酸化炭 素の イ ン キ ュ

ベ ー タ ー 内で
,
1 0 % 牛胎

児血清 (f e t al b o vi n e s e ru m , F B S) ( G ib c o B rl , G r a n d I sl a n d
,

U S A) を加え た イ
ー グ ル M E M 培地(日 水, 東京) を 用 い

,
ベ ト

リディ シ ュ (C o r ni n g ,
O n e o n t a

,
U S A ) 内で 培養 された . 各細胞

株は細胞密 度が コ ン フ ル エ ソ ト (c o n fl u e n t) に 達 し た と き ,

0 .1 % ト リ プ シ ン ー0 .0 4 % E D T A を用 い て細胞を 剥離 し
, 新た な

培地に継代培養 した .

Ⅱ . 照 射

各培養細胞を0 .1 % トリ プ シ ソ
ー 0 .0 4 % E D T A 処理 に て 単 一 細

胞に 調製 し
, 適当な細胞数 を デ イ シ ュ に 付着 させ た 後対数増殖

期に照射を行 っ た . 線 質ほ
60

C o 照射装置 R C RT1 2 0 - C I (東芝 , 東

京) か ら得 られ る γ 線を 用い
, 線量率約 50 c G y/ m i n

, 室温
,
空

気中に て 照射 した . 細胞 の 照射中 , 非照射 コ ン ト ロ
ー ル 細胞も

同時間空気 中に 放置 した .

Ⅲ .

51
C r 標識法に よ る細胞死判定

細胞死 判定は
51

C r 標識法に て 行 っ た
18)

. 2 ×1 0
8

個の 培着細胞

をベ ト リデ イ シ
ュ に 単層付着 させ た後 ,

2 0〟C i の
51

C r- ク ロ ム 酸

ナ トリウ ム (40 0 -1 2 0 0 C i/ g ,
D u P o n t

,
B o st o n

.
U S A ) を 添加 しイ

ン キ ュ
ベ ー タ ー 内で 3 時間培養 した . 培養 後 リ ン 酸緩 衝 液

(p h o s p h at e
- b uff e r e d s a.1i n e

,
P B S) (p H 7 .4) に て 3 回 洗浄 し

,

5 m l の 新鮮培地 を加え 測定試料と した . 1 0 G y およ び 20 G y 照

軋 抗 F a s 抗体 ( マ ウ ス I g M 型
,
M B L

, 名古屋) 20 0 n g/ m l の

添れ 1 0G y 照射 と抗 F a s 抗体 200 n g/ m l の 併用 の 各処置後,

24時間毎72 時間 まで 100 〃l の 培養上清 を コ ン ト ロ ー ル お よ び細

胞処置を 行 っ た 各 ベ トリ デ イ
シ ュ よ り 採取 し

,
1 0 0 0 × g ,

5 分

間の遠沈後上 帝を 採取 しそ の 放射活性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 測

定 し た .

51
C r 特 異 的 放 出 率 ほ 実 験 放 出 値 ( e x p e ri m e n t al

r ele a s e
, E R) , 自然放出値( s p o n t a n e o u s r el e a s e

,
S R ) , 全放出値

(to tal r ele a s e , T R ) を 測定 し
,
1 00 ×[E R ( c p m ) - S R ( c p m )]/【T R

( cp m )- S R ( c p m )] と して 求め た
18)

. 全放 出値 を求 め る た め 観察

時間終了後各 ベ ト リ デ イ シ
ュ を 数回凍結解凍処 理 する こ と に よ

り細胞を破壊 し
, そ の 培養上清 10 恥1 を上 と 同様 に 遠沈 して得

られた上清 の 放射活性 を測定 した . 実験 は少 なくと も 3 回線 り

返して行い
, そ の 平均 (豆 士S D) を 細胞死亡 率と した .

Ⅳ
. 形態観察

0 ･1 % トリ プ シ ン
ー

0 .0 4 % E D T A 処 理 に て 紳胞 を ベ ト リ デ イ

シ
ュ よ り剥離 し

,
P B S で 2 回洗浄 し遠沈集族後 0 .1 M カ コ ジ ル

酸ナ ト リウ ム 緩衝 液 (p H 7 .2) で調製 した2 . 5 % グ ル タ ー ル ア ル

デ ヒ ドで 3 時間前 固定 ,
P B S で調製 した 2 % 四 酸 化 オ ス ミ ウ

ム(T A A B
,
B e r k s

,
U .K .) で 1 時間後固定 した . 次に

,
エ タ ノ ー

ル系列で順に 脱水 し, 酸化 プ ロ ビ レ ソ (和光 , 大阪) に 置換後 エ

451

ボ ン 樹脂に 包唾 した . 1 〟m の 薄切片は0 . 5 % ト ル イ ジ ン ブ ル
ー

染 色後光学顕微鏡 に て 観察 し
上 越薄切片は ウ ラ ニ ウム ･ 鉛 二 重

染色後電子顕微鏡 日立 H - 3 0 0 ( 日立 , 東京) で観察 した .

V . アポト ー

シス 細胞数の 計測

各細胞株中の ア ポ ト ー シ ス 細胞数 の 計測は
, 光学顕徴 掛 こお

い て200 倍観察下 で 5 視野を 任意に 選択 し
,
細胞数400 個 中の ア

ポ ト
ー シ ス 細胞数を 計測す る こ と に よ り行い

, 細胞 数4 00 個 中

の 平均発現率を パ ー セ ン ト (豆 士S D) で表 した , こ の 際 ,
コ ン

ト ロ ー ル 細胞に おけ るア ポ ト
ー シ ス の 自然 発現率 を 差 し引 い

た . こ こ で
t

ア ポ ト ー シ ス と して典型的な ク ロ マ チ ン 凝集像や

そ の 断片化像をも つ 細胞 を ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と して 計測 した

が
,

ア ポ ト
ー シ ス 後の 変化と 考えられ る細胞破片像 ほ ア ポ ト

ー

シ ス 細胞と して計測 しなか っ た .

Ⅵ . フ ロ ー

サイ トメ トリ
ー

0 .0 4 % E D T A 液処理 の み に て 細胞を ピ ペ
ッ テ ィ ン グ に よ り ベ

ト リデ イ シ ュ か ら剥離 させ
,

P B S で 洗浄後 P B S で 調製 した

1 % パ ラ ホ ル ム ア ル デヒ ドで20 分間室温 で 国定 し
,
P B S で 2

回 洗浄 した . F a s 抗原の 発現 の 評価 にほ ∴M iァa w a k i ら
18)

の 方法

に 従い 1 次抗体と して抗 F a s 抗体を 1 % 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を

含む P B S で濃度 2 .5 p g/ m l に な る よう添加 し
,
P B S で 洗浄後

2 次抗体と して フ
ィ

コ エ リ ス リ ン ( p h y c o e r y th ri n
,
P E ) 標 識抗

マ ウ ス I g M 抗 体 ( S o u th e r n B i ot e c h n oI o g y As s o ci at e s
,
l n c .

,

B i r m i n g h a m
,
U S A ) で 反応 させ C yt r o n A b s ol u t e フ ロ ー サ イ ト

メ ー タ ー ( O rth o D i a g n o sti c S y s te m s
, 東 京) で 検 索 し た .

B cl - 2 蛋白の 発現 の 評価に ほ
▲
T a m a r u ら

2 O)の 方法に 従 い 細胞 を

50 m M ト リ ス ク ロ ル 緩衝液 (p H 7 .4) で 調製 した0 . 1 % ト リ ト ン

Ⅹ
-1 0 0 (和光) に 5 分間浸透 さ せ た後 ,

1 次抗体と して 抗 B c l- 2

抗体( ダ コ ･ ジ ャ
パ ン

, 京都) を 濃度 3 .恥g/ m l に な る よう添加

し
,
P B S で 洗浄後 2 次抗体と して フ ル オ レ ス セ イ ン ･ イ ソ チ

オ シ ア ン 酸 (fl u o r e s c ei n is o thi o c y a n a t e
,
F I T C ) 標 識抗 マ ウ ス

I g G 抗体( ダ コ ･ ジ ャ バ ソ) で反応 させ E PI C S E L I T E E S P フ

ロ ー サ イ トメ h タ ー

( C o ult e r C o r p o r a ti o n
,
M i a m i

,
U S A ) で 検索

した .

Ⅶ . ノ ザン プロ ッ ト法

全 R N A を細胞よ り酸性 グア ニ ジ ン チ オ チ ア ネ
ー

ト法
21)

に よ

り抽出 した後 ,
1 タ̀ ア ガ ロ ー ス ー ホ ル マ リ ン ゲル 電気泳動 で 分

離 し常法
22)

に 従 っ て ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜 ( B A 8 5
,
S h l eic h e r &

S c h u ell
,
D a s s el

,
G e r m a n y) に 転写 した (以下 ノ ザ ン プ ロ ッ ト 膜

と略称) . ノ ザ ン プ ロ
ッ ト膜 に 対 して 5 倍濃 度 SS C ( 1 倍 濃度

S S C : 0 .1 5 M 塩化ナ トリ ウ ム
,
0 .0 1 5 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム) , 5

倍濃度デ ン ハ ル ト液 (0 . 1 % ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン
,
0 . 1 % 牛血

清 ア ル ブ ミ ン
,
0 .1 % フ

ィ
コ ー ル),

0 .1 % S D S
,
1 0 0 p g/ m l 変性 サ

ケ 精子 D N A (B o e h rin g e r M a n n h ei m
,
東京) か らな る プ レ ハ イ

プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液で68 ℃ , 4 時間反応 させ , 次に ラ ン ダ ム

プ ラ イ マ ー 法
23)

に よ っ て a
32
pT d C T P (3 0 0 0 C i/ m m ol

,
A m e r s h a m

I n t e r n a ti o n al , B u c ki n gh a m s hi r e
,

U . K .) で 標 識 し た 人 F a s
･

C D N A を プ ロ
ー

ブに して16 時間 ハ イ プリ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン を行 っ

た . ノ ザ ソ プ ロ ッ ト膜 を 2 倍濃度 S S C-0 .1 % S D S お よ び0 . 1 倍

濃度 S S C - 0 .1 % S D S に て順次洗浄後 , Ⅹ線 フ ィ ル ム (F uji N e w

R X X - R a y fil m s
, 富士 フ ィ ル ム

, 東京) ,
イ メ ー ジア ナ ラ イザ

ー

(F uji x B i o
- lm a gi n g A n aly z e r I P R l O O O

, 富士 フ ィ ル ム) を 用い て

オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を 行い
,
F a s m R N A を検出お よ び定量

した .

Ⅷ . D N A ニ ッ ク末端標識法
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患者 か ら生検 で得 られ た 覿織切片を 用い D N A 断片化の 染色

を 従来法
24)2 5)

に 従 い 行 っ た . ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ
ン 包哩 さ

れた 鼠織切片を 脱 パ ラ フ
ィ

ン し∴蒸留水で 洗 浄後 10 m M ト リ

ス ク ロ ル 緩衝 液 (p H 7 .4) に 溶解 した 20jL g/ m l プ ロ テ ナ
ー ゼ K

(和光) 溶 液 で 室 温 で20 分 間 反 応 さ せ た . 次 に 蒸 留 水 で洗浄

後 2 % 過 酸 化 水 素 水 で 20 分 間処 理 し , さ らに 蒸留 水 で 洗 浄

後 タ ー ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ス ク レ オ チ ジ ル ･ ト ラ ン ス フ エ

ラ ー ゼ (t e r m i n al d e o x yll u Cl e o tid yl t r a n sf e r a s e , T D T ) ( Gi b c o

B rl) 0 .3 U ルl と ビ オ チ ン ー1 6 -2
一

- ヂ オ キ シ ウ リ ジ ンー5
'

一三 リ ン

酸 (bi o ti n-1 6-2
'

- d e o x y u ridi n eM5
J

- tri p h o s p h a t e
,

bi o ti n
-1 6 - d U T P )

(B o e h ri n g e r M a n n h ei m ) 0 .0 4 n m ol/ pl を含 む T D T 緩衝液 を適量

滴下 し
, 各組織切片に カ バ ー グ ラ ス をか け37 ℃ の 加 湿器 で60 分

0

0

0

(

畳
む
S

謡
-

巴
J

U
I

S

表
ニー

ノ
ニ

ニ士
2 4 4 8 7 2

間反応させ た ･ 次に カ バ ー

グ ラ ス を ほ ず し
,

2 倍濃 度 S S C で

15 分間処理 し
, 蒸 留丸 P B S

, 1 0 % 兎血 清 で順 次洗浄後30 分間

ア ビ ジ ン ･ ビ オ チ ソ 化 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 ( V e c st ati n

A B C K it 一 V e ct o r L a b o r a t o ri e s , I n c ･
,
B u rli n g a m e

,
U S A ) を反応

させ ,
P B S で 洗浄後 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (di a m i n o- b e n zidi n e

t e tr a h yd r o c hL o rid e
, D A B ) ( 同仁化学研 究所

, 熊本) 過酸化水素

溶液 で 発色 させ た . 最後 に へ マ ト キ シ リ ン に て 核 染色を 行っ

た ･ T D T 処 理前 に カ コ ジ ル 酸ナ ト リ ウム 緩衝液(p H 7 ･2) に 溶解

した 1 p g/ m l D N a s e l ( S ig m a
,
S t ･ L o u is

,
U S A ) 溶液 で10 分間処

理 した 観織切片を 陽性 コ ン ト ロ
ー

ル と して
,

T D T を 含 まずに

T D T 緩衝液 の み で 処 理 した 阻織 切片を陰性 コ ン ト ロ ー

ル と し

て 用い 比較対照 した .

≒=
て_
∵

0 2 4 4 8 7 2

I n c u b a ti o n ti m e ( h r)
Fi g . 1 . E ff e ct of ir r ad i a ti o n o n c ell d e a th i n e a c h c e11 1in e . C ell m o r t ality w a s m o nit o r e d b y

51

C r r el e a s e e v e r y 2 4 h r u p t o 72 hr .

V al u e s a r e 文 士S D r T h e d a t a w e r e o b t ai n e d f r o m a t l e a s t th r e e s e
p

a r at e e x p e ri m e n ts ･ ( A ) C ell m o r t alit y a ft e r lO G y

ir r ad i a ti o n . (B ) C ell m o r t alit y af t e r 2 0 G y ir r a d i a ti o n . ◎ ,
S B C-1 ; 既,

S B C -3 ; ▲ ,
R E R F- L C - M S .

(

邑
U
S

謡
l

巴
h

U
I

S

0

0

′

b

4

2 0

4 8 7 2 0 2 4 4 8 7 2

I n c u b a ti o n ti m e ( h r)
Fig . 2 ･ E ff e c t of a n ti - F a s a n tib o d y o n c ell d e a th i n e a c h c ell li n e ･ C e11 m o rt alit y w a s m o n it o r e d b y

51
C r r el e a s e e v e r y 2 4 h r u p tO

7 2 h r . V al u e s a r e 真 土! D ･ T h e d at a w e r e o b t ai n e d f r o m a t l e a s t th r e e s e p a r a te $ X p e ri m e n t s ･ ( A ) C e u m o r ta lity a ft e r 2 0 0 n g/

m l a n ti - F a s a n tib o d y a d d iti o n . (B) C ell m o r t alit y af t e rr l O G y ir r a di a ti o n a n d 2 0 0 n g/ m l a n ti - F a s a n tib o d y a d di ti o n . ◎,
S B C ･1 ;

薗 ,
S B C - 3 ; ▲

,
R E R F - L C - M S . T h e fi g u r e of c ell m o rt a lit y af t e r a n ti - F a s a n tib o d y a d diti o n in S B C -1 c ell s w a s n o t d r a W n

b e c a u s e of n o i n d u c ti o n of c ell d e a th .
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成 績

Ⅰ . 細胞死亡率の 経時的変化

1 . 照射に よ る細胞死 亡 率の 変化

10 G y お よ び 20 G y 照射後の 各細胞株 に おけ る細胞死 亡 率 の

紗

453

経時的変化を 図1 に 示 した . 観察 ほ24 時間毎72 時間 ま で 行 っ

た . 各細胞株とも■経時的に 死 亡率 の 増加を認め た が ∴細胞株の

内 で は S B C -1 が最も放射線感受性が 高く 10 G y 照射72 時間後

で 36 土13 %
,
2 0 G y 照射72 時 間後で 41 土5 % の 死亡 率を 示 した .

S B C -3 お よび R E R F - L C - M S は 同樫度 の 死亡率の 変化を示 し,

F i g ･ 3 ･ M o r p h olo gic al c h a n g?
S af t e r ir r a di a ti o n a n d/ o r

a n ti-F a s a n tib o d y a d diti o n l n e a C h c ell li n e . ( A ) L ig ht

mi c r o g ra p h of S B C-1 c ells 48 h r af t e r l O G y ir r a di a tio n

(t ol uid i n e b l u e st ai ni n g ,
× 40 0) . (B ) L ig h t m i c r o gr a p h of

S B C- 3 c e11s 7 2 h r af t e r 2 0 G y ir r a di a tio n (t ol uid i n e b l u e

S t ai ni n g ,
× 4 0 0) . A r r o w s i n th e fi g u r e s A a n d B i n d ic a t e

C h r o m a tin c o n d e n s e d a n d n u cl e a r f r a g m e n t e d c e11s
,

i n d ic a ti n g a p o p t o si s . ( C) L ig h t m i c r o g r a p h of S B C-3 c ells

4 8 h r aft e r l O G y ir r a di a ti o n a n d 2 0 0 n g/ m l a n tトF a s

a n tib o d y a d diti o n (t ol uidi n e b l u e s t ai ni n g ,
× 4 0 0) . (D)

L i gh t m i c r o g r a p h of R E R F- L C - M S c ell s 7 2 h r aft e r l O G y

ir r a di a ti o n a n d 2 00 n g/ m l a n ti - F a s a n tib o d y a d diti o n

(t ol u idi n e b l u e s t ain i n g ,
×4 0 0) . (E ) E l e c tr o n m ic r c Ig r a P h of

O n e Of S B C - 3 c e11 s. i n d ic a ti n g a p o p t o si s af t e r ir r ad ia tio n

u n d e r lig h t m i c r o s c o pi c o b s e r v a ti o n ( ×4 0 00) .
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1 0 G y 照射72 時間後 で S B C - 3 で は 21 ±5 % , R E R F -L C - M S で ほ

23 士2 % , 2 0 G y 照射72 時 間後 で S B C -3 で は 32 士3 %
,
R E R F -

L C
-

M S で は 36 士3 % の 死亡 率を 示 した .

2 . 抗 F a s 抗体添加 に よる細胞死 亡 率の 変化

抗 F a s 坑俸 200 n g/ m l の 添加お よび 10 G y 照射 と抗 F a s 抗

体 200 n g/ m l 添加併用 に よ る細胞 死亡 率 の 変化 を 図 2 に 示 し

た . 観察は照射 に よ る場合 と 同様 に 24 時間毎7 2 時間 ま で 行 っ

た . 抗 F a s 抗体 の 添加で は S B C -3 に 明 らか な 細胞死が 誘発さ

れ , 添 加7 2 時 間 後 で 細 胞 死 亡 率 は 49 士4 % に 達 し た .

R E R F - L C - M S で は わ ずか に 細 胞死 の 増 加が 認 め られ た が
,

S B C -1 で は細胞死 の 誘発 は認め られ なか っ た . 1 0 G y の 照射 と

抗 F a s 抗体 200 n g/ m l 添加の 併用を 行うと S B C - 3 で は 著明な

細 胞 死 の 増 加 を 認 め
,

7 2 時 間 後 に 67 ±2 % に 達 し た .

R E R F - L C - M S で も 若 干 の 細 胞死 の 増 加 が 認 め ら れ た が
,

S B C -1 で は庶射 に よ る細胞死以上 の 増加は 認められ なか っ た .

J
む

q

己
n
已
l
l

U
〕
∴
叫
>
-

)

d
l

U

出

1 0 1 1 0 2

Ⅱ . 形態変化

1 . 光学顕微 鏡観察

図3 に 照射お よ び抗 F a s 抗体添加に よ る 各組 胸株 の 形 態変

化を示 した . 1 0 G y 照射48 時間後 の S B C-1 で は
, 細胞破片像を

示す細胞 に 混 じて細胞 の 凝縮像 と核辺縁に ク ロ マ チ ン 凝縮像や

ク ロ マ チ ン 断片化像 を伴 うア ポ ト
ー

シ ス 細 胞と考 えられ る細胞

の 増加を 認め た ( 図 3 A ) . 2 0 G y 照射72 時間後 の S B C-3 に お い て

も形態的 に 変化の 少な い 細胞 に 混 じて 同様に ク ロ マ チ ン 凝縮像

を伴 うア ポ ト ー

シ ス 細 胞 の 出現 が 認め ら れ (図 3B) , ま た抗

F a s 抗体併用 10 G y 照射48 時 間後 に お い て は 著明な ア ポ ト ー

シ

ス 細胞 の 出現が あり
, 形態変 化 を 示 す細 胞 の ほ と ん どが ア ポ

ト
ー シ ス 細胞 とな っ て い た ( 図 3 C) .

→ 方 ,
R E R F- L C -

M S に お

ける 形態変化 ほ
, 照射後ある い は 抗 F a s 抗体併用後で あ っ ても

核お よ び細胞輪郭 の 不 鮮明な 腫大を特徴 と しア ポ ト ー シ ス 細胞

の 出現は なく ,
む しろ ネ ク ロ

ー シ ス が 主 体 と考 え ら れ た (図

S B C - 3 R E R F - L C - M S

1 0 暮 1 0 2 1 0
1

1 0
2

F l u o r e s c e n c e i n t e n si ty
Fi g . 4 . E x p r e s sio n of F a s a n ti g e n o n e a c h c ell li n e b y fl o w c yt o m e tri c a n al y si s ･ U p p e r fi g u r e s s h o w th e e x p r e s si o n of F as

a n ti g e n o n e a c h n o n ir r a di a t ed c o n t r oI c e11 1i n e
,
l o w e r fi g u r e s sh o w t h e e x p r e s si o n of F a s a n tig e n o n e a c h c ell li n e 1 2 h r aft e r

l O G y i r r a d i a tio n ･ S o lid li n e s i n d ic a t e th e p r ofil e s of e a c h c ell li n e a n d d a sh e d li n e s i n di c a t e th e p r ofil e s of th e c o n tr ol wi th

ir r el e v a n t a n tib o d y . N o t e th e i n c r e a s e d F a s a n tig e n e x p r e s si o n o n S B C -3 c ell s a n d R E R F-L C- M S c ell s af t e r l O G y ir r ad i ati o n ･

T ab le l . In ci d e n c e o f a p o p to sis a fte r ir r a di a ti o n aJl d/ o r an ti - F a s a n tib o d y a dd iti o n

I n cid e n c e o f ap o pt o tic c e 11s ( % ) i n

T r e at m e n t S B C _ 1 c ells in c u b at e d f b r S B C - 3 c e11s in c u b ate d fb r

6 h r 1 2 h r 2 4 h r 48 h r 7 2 h r 6 h r 1 2 h r 2 4 h r 48 h r 7 2 h r

1 0 G y N D l ■2 士0 ･4 4 ･9 ±0 ･3 17 ･9 ±0 ･1

2 0 G y N E N E 3 ･8 ±0 ･7 9 ･4 士1
･3

F a s 2 0 0 n g/ m l N I) N D N D N D

l O G y + F a s 2 00 n g/ m l N E N E N E N
二
E

｣

S

2

掴

…

捌

N E

O

O

I

D

D

D

E

N

N

N

N

拙

N E

N ｡

N E

7 0 .7 土0 .2 1 .S ±0 .2 3 .6 ±0 .9

1 .1 士0 . 2 4 .6 ±0 .6 9 .6 士2 .
3

14 .1 ± 4 . 4 3 4 .0 士0 .6 N E

N E 47 .3 ±3 .5 N E

V al u e s a r e 文±S D . F a s
,

an ti -F as a n tib o d y ; N D
,
n O t d et e c tab l e ; N E

,
n O t e X am in e d ･
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3 D) . R E R F- L C - M S に お ける抗 F a s 抗体 に よ るわ ずか な細胞死

誘発ほ ,
ア ポ ト ー シ ス 誘 発で ほ な く非 特異 的作用 に よ る ネ ク

ロ
ー シ ス 誘発 と考え られ た .

2 . 電子顕微鏡観察

光学顧教鏡 に お い て 照射後核膜辺縁 へ の ク ロ マ チ ン 凝縮像や

ク ロ マ チ ン の 断片化像な どの ア ポ ト ー シ ス 像 を呈 した細胞を 電

子顕微鏡に て 観察す る と (図 3 E) , 核膜辺縁 へ の ク ロ マ チ ン 凝

縮像と細胞質構造 の 保持は ア ポ ト
ー シ ス と して の 特徴的な形態

変化を示 し
,
光学顕微鏡観察 に お ける ア ポ ト

ー

シ ス 細胞が電子

顕緻鏡的 に もア ポ ト ー シ ス 細胞 と して 確認さ れ た .

Ⅲ . アポ ト
ー

シ ス 細胞発現頻度の 経時的変化

表1 に 10 G y 照射 , 抗 F a s 抗体 200 n g/ m l の 添加 ,
1 0 G y 照

射と 抗 F a s 抗体 200 n g/ m l 添 加 併 用 後 の S B C -1 お よ び

SB C -3 に おけ るア ポ ト ー シ ス 細胞 発現頻 度 の 経 時的変 化を 示

した . 照射後 に お い て は S B C -1 お よ び S B C -3 と もア ポ ト ー シ

ス細胞ほ照射12 時間後 よ り発現を認め
, 時間 の 経過 と ともに そ

の増加を 認め た . しか し, S B C -1 に お け る発現頻度ほ
よ
1 0 G y 照

射後に高く 20 G y 照射後で ほむ しろ低下 し72 時間後に おい て も

低下 した .

一 方 ,
S B C ,3 に お ける発現頻度は

,
2 0 G y 照射後お よ

び72 時間後に 高く S B C -1 と の 相違が 認め られ た . 最大発現頻

度ほ S B C-1 に お い て 10 G y 照射48 時 間後 17 .9 ±0 .1 % , S B C -3

におい て 20 G y 照射72 時間後 9 .6 ±2 .3 % で あり
,
S B C -1 の 方が

放射線誘発ア ポ ト ー シ ス に対 し よ り 感受性 が 高 い と 考 え ら れ

た . 抗 F a s 抗体の 添 加で は S B C -1 に お い て ほ経過中ア ポ ト ー

シ ス 細胞の 発現 ほ認 め られ ず,
S B C- 3 に お い て 抗 F a s 抗体添加

後照射と同様に12 時 間後 よ りア ポ ト
ー シ ス 細胞 の 発現が認め ら

れ時間の 経過と とも に増加 した . また , 1 0 G y 照射と 抗 F a s 抗

体200 n g/ m l の 添加併用 で は
t
S B C-3 に お ける ア ポ ト ー

シ ス 細

胞の 発現頻度ほ48 時 間後 47 .3 ±3 .5 % で
,
1 0 G y 照射ある い は抗

S B (: - j

封 = 巨
00

1 8 S -

F a s 抗体 200 n g/ m l 添加単独に よ る 発現頻 度の 合計 よ り ア ポ

ト ー

シ ス 細胞 の 発現増加が認め られ た . こ の 結果ほ
, 照射と抗

F a s 抗体の 併用で は照射が ア ポ ト ー シ ス 細胞 の 発現増加に 関与

して い る可能性を 示 唆した .

Ⅳ . F a s 抗原 とB cl - 2 蛋白の発現

1 . F a s 抗原の 発現

各細胞殊に おけ る フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る F a s 抗原 の

発 現 に つ い て の 結 果 を 図 4 に 示 し た . F a s 抗 原 の 発現 は

S B C -3
,
R E R F -L C - M S に 認め られ た が S B C -

1 に は認め られ な

か っ た .
S B C -1

,
S B C-3 に お ける抗 F a s 抗体添加に よ る細胞形

態の 変化の 結果ほ よ
こ の フ ロ

ー

サ イ トメ ト リ ー の 結果を示 唆 し

た . しか し
,
F a .s 抗原 の 発現は R E R F - L C- M S に も同様 に 認め

られ た . 抗 F a s 抗体を添加 して も こ の 細胞 に ほ形 態的 に ア ポ

ト
ー シ ス は誘発され ず,

F a s 抗原の 発現を 認めて も坑 F a s 抗体

ほ必 ず しもア ポ ト
ー シ ス を 誘発 しな い こ とが 示 され た . 特徴的

に 10 G y 照射12 時間後 S B C-3 ,
R E R F, L C - M S に おけ る F a s 抗

原 の 発現は照射前 に 比較 して 増加 した . ノ ザ ン ブ ロ
ッ =袈に よ

る F a s m R N A 発現の 検討 で は 照射前 コ ン ト ロ ー ル と して の

S B C -3
,
R E R F - L C - M S に ほ F a s m R N A の 発 現を 認 め た が

,

1 0 G y 照射後両細胞株に 明 ら か に F a s m R N A の 発現増加 が あ

り
,
S B C - 3 に お け る F a s m R N A の 発現 は1 2 時 間後6 , 7 倍 ,

R E R F - L Cq M S に お ける F a s m R N A の 発現は照射 6 時間後1 . 9

倍 に 増加 した (図 5) .
こ の 結果は , S B C -3 に お け る照 射と 抗

F a s 抗体の 併用後 の ア ポ ト ー

シ ス の 誘発 の 促進ほ 照 射に よ る

F a s m R N A の 発現増加を介 して の F a s 抗原 の 発現増加が あ り,

そ の 結果抗 F a s 抗体に よ るア ポ ト
ー

シ ス の 誘発 が促 進 され る

こ と を示 して い るが , R E R Fr L C- M S に お い ては 照射に よ り同

様に F a s 抗原の 発現の 増加が認め られ て も依然 と して 抗 F a s

抗体に は不 応で ある こ とも示 した .
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2 . B cl - 2 蛋 白の 発現 R E R F- L C. M S で は 照射 に よ る B cト2 蛋 白 の 発現 に 変化ほな

各細胞株 にお け る B cl - 2 蛋白の 発現に つ い て の 結果を 図6 に か っ たが
,
S B C l で は 照射 が B cl- 2 蛋白の 発現を 減少 させて い

示 した . B cト2 蛋白の 発現ほ コ ン ト ロ
ー ル と して の 各細 胞株 に る こ とが 示 され た .

同程度 に 認 め られ た が
,
1 0 G y 照射48 時間後に お い て S B CLl に V . 照射組織に お け る D N A 断片化

B cト2 蛋 白の 発現の 減少 した細胸 の 出現が 認め られ た . S B C -3
,

図7 に 照射 され た 肺癌覿織 に お ける ニ
ッ ク 末端標識法を用い
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放射線誘発ア ポ ト ー

シ ス と F a s 抗原お よ び B cl -2

た D N A 断片化の 検索 の 結果を 示 した ･ 症例 1 は6 6 才 の 男性

で
,
手術後 の 再発小細胞癌 の た め縦 臥 右肺 門に 放射線治療 を

受けた . 1 8 G y 照射時点で 気管支鏡 に よ り生検鼠織を 腫 瘍か ら

採取 し
,
生検標本に 対 し ニ

ッ ク 末端標 識を行 っ た ･
こ の 時点で

縦隔の 再発腫瘍は 部分寛解以上 の 縮小を 呈 して い た ･ H E 染色

では広範囲な ネ ク ロ ー シ ス 像 と核の 濃染 した腫瘍細胞の 多発を

認め照射の 効果を 示 した が
,

ニ
ッ ク 末端標識 で は非 ネ ク ロ

ー シ

ス部に 核内の D N A 断片化が染色 され る陽性細胞 の 多発が 認め

られた( 図7 A) .
こ の D N A 断片化を 示 す陽性細胞 ほ腫瘍縮小と

ともに 放射線で誘発 された ア ポ ト ー シ ス 細胞と 考え られ た ･ 症

例2 は60 才の 女性 で
, 肺腺癌の 右鎖骨上 窟 リ ン パ 節転移 に 対 し

放射線治療を受 けた . 4 8 G y 照射時点 で 切除 し, 切 除標本 に 対

し ニ ッ ク末端標識 を行 っ た .
こ の 時点 で腫瘍の 縮小は ほ と ん ど

なく不変 の 状態 で あ っ た .
H E 染色 でも放射線治療の 明ら か な

効果ほ認め られ ず,
ニ

ッ ク 末端標識 に お い て も陽性細胞 は ほ と

んど認め られな か っ た ( 国 7 B) . 放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発

現が腫瘍縮小と と もに 小細胞癌に お い て 認 め られ た の に 対 し,

腫瘍の 縮小を 認め な か っ た腺病で は ア ポ ト
ー シ ス の 発現は 認め

られず対比性を 示 した .

考 察

従来, 放射線誘発細胞死は増殖死 と間期死に 分類 L 論 じ られ

てきだ)
. 増殖死ほ増殖機能の 停止 に伴う細 胞 の コ ロ ニ ー 形成

能の 停止
, 間期死は 細胞膜の 透過性の 克進 に よ る生体色素の 染

色性の 増加と して定義 され る . こ れ らの 細胞死 ほ細胞の 持 つ 生

理的な放能の 放射線 に よ る変化 を定義 した もの で あり
,
個 々 の

細胞の 形態的変化 を捉 えた もの で ほな い
. しか し

,
非増殖性細

胞である胸腺細胞や リ ン パ 球に 生ず る間期死が 形態的 お よび 生

化学的に ア ポ ト
ー シ ス で ある こ と が判 明

¢)
して 以来 , 放射線誘

発ア ポ ト
ー シ ス の 種 々 の 特徴が 明 らか に な り

28)2 7 )

, 特 徴的 な 形

態変化を示 すア ポ ト ー

シ ス の 観点か ら の 放射線誘発細胞死 の 研

究が盛ん に 行わ れ る よ うに な っ た
2さ)

.

一 方
,

ア ポ ト
ー

シ ス と し

て特徴的な性格を 有す る 間期死に 対 して 増殖性細胞に お ける放

射線誘発ア ポ ト
ー

シ ス の 関与の 有無は 明 らか で なか っ た が
, 近

年 R a df o r d ら
29)3 8)

ほ増 殖性 の 血 液細胞 株を 用 い て増殖性細 胞に

おける放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス を ,
1 ) 早期間期死塑

,
2 ) 分

裂を伴わ ずに G 2 期ブ ロ
ッ ク と して 生ず る遅発 間期死型

,
3 )

G 2 期ブ ロ ッ ク の 回復後 に 生ずる増殖死型 の 3 型に 分 類 し論 じ

てい る . 早期間期死 型ほ 胸腺細胞な どに 見 られ る従来 の 間期死

に相当 し他の 放射線高感受性の 増殖性血 液細胞な どに も認め ら

れる
… ll)

. 遅発間期死 型ある い は増殖死 型は 比較 的放 射線抵抗

性細胞に 認め られ た と して い る が放射線高感受性血液細胞 で も

増殖死型 が観察 され
g)

,
また ある種 の 細胞 で は 照射線 量を 変化

させ る こ とに よ っ て早期間期死型 と増殖死型の 両者が観察 され

てい る
1¢)

. こ れ らの 報告は増殖性細胞に お ける放射線 誘発 ア ポ

ト ー

シ ス の 関与を確認 したもの で ある が
,

こ れ ら血 液細胞 由来

の増殖性細胞株に お ける放射線誘発ア ポ ト
ー シ ス ほ 血 液細胞自

体が有して い るア ポ ト
ー シ ス 能の 反映 と も考 え られ , 他の 多く

の増殖性細胞に お ける放射線誘発 ア ポ ト
ー シ ス の 関与の 有無 は

依然と して不 明 で ある .

本研究ほ
,

上 皮性増 殖性細胞 と して 肺癌細胞 を選択 し肺癌細

胞における放射線誘発ア ポ ト シ ス の 有無を調 べ る こ とを第
一

の目的と した
. 肺痛細胞の 放射線誘発 ア ポ ト

ー シ ス に関す る本

研究の 結果は
, 以下の 如くで ある .

1 0 G y お よ び 20 G y 照射後形

457

態 的 に ア ポ ト
p シ ス 細 胞 ほ 小 細 胞 癌細 胞 株 で あ る S B C -1

,

S B C-3 に 発現 した . そ の 発現ほ照射12 時間後 よ り認 めた . 最大

発 現 頻 度 は S B C-1 で は 10 G y 照 射 4 8 時 間 後 17 .9 士0 .1 %
,

S B CT 3 でほ 20 G y 照射72 時間後 9 .6 士2 .3 % で
,
S B C -1 の 方が よ

り ア ポ ト
ー シ ス 感受性で あ っ た . 組織切片に お い て も小細胞癌

に そ の 発現が 認め られ た . 腺癌細胞株 で ある R E R F - L C- M S で

は ア ポ ト ー シ ス の 発現ほ なく ∴組織切片に お い て も認め られ な

か っ た . こ れ らの 結果ほ
, 放射線高感受性の 血 液細胞に おけ る

ア ポ ト ー シ ス 発現と比較す る と遅発性 で 低頻度 な ア ポ ト ー シ ス

発現 で ある . 実験結果 と して 呈 示 して い ない が
,
1 0 G y お よ び

20 G y 照射後の S B C -1
,
20 G y 照射後 の S B C -3 にお ける 細胞数

の 変化ほ 間期死型を呈 して お り ,
R a df o r d らの 分類に よれ ばこ

の ア ポ ト ー シ ス 発現ほ遅発間期死型と して 分類され る . 早期 間

期死塑で は数 G y の 小線量照射後早期に ア ポ ト
ー シ ス 発現が 生

ず る の を特徴 とする が
抑

, 本研究 に お い て ほ高線量照射 後 に 間

期死を お こ した 小細胞癌細魔 が 遅発性に ア ポ ト ー

シ ス 発現を 呈

した もの と考え られ る . こ の 様な 照射後 G 2 期ブ ロ
ッ ク か ら生

ず る間期死が遅発性 に ア ポ ト ー シ ス 像を 呈す る とい う報告ほ 他

の 細胞に も認め られ
31】32)

, 放射線誘発 ア ポ ト
ー

シ ス の 一

つ の 発

現磯序を 示 して い る .
S B C -1 と S B C-3 で は照射線量, 経過時間

に よ るア ポ ト ー シ ス 発現 に 相違 が認め られ ,
2 0 G y 照射 後あ る

い は72 時間経過後の S B じl でほ ア ポ ト ー シ ス の 発現頻 度 は低

下 して い る . 照射線量に比例 して ア ポ ト
ー シ ス の 発現畳も多く

な る とい う報告が 多い が
3 岬 ) 細

,
大線量照射 で は逆 に ネ ク ロ ー シ

ス をもた らす と い う報 告も認 め られ る
期

. 本 研究 に お い て も

S B C-3 に 比 し放射線誘発ア ポ ト ー

シ ス に 比 較的感 受性 の 高い

S B C-1 にお い て は 20 G y 照射す ると ア ポ ト ー シ ス よ りむ しろ ネ

ク ロ ー

シ ス が 生ず るの かも しれ な い . 個々 の 細胞に と っ て の ア

ポ ト ー シ ス 発現の ため の 至適線量の 検討が今後必 要で あろう .

一

方 , 小袖胸痛細胞 に 対 し腺病細胞の 放射線に 対する反応 の 相

違が 示 され てい る . すな わ ち , 組織を 含め た小細胞癌細胞 は放

射線誘発ア ポ ト ー

シ ス 能を 有 して い るの に 対 し
, 腺病細胞 は 同

程度 の 細胞死亡 率を 示す細胞株 に お い て も,
また 紅織に お い て

も放射線誘発ア ポ ト
ー シ ス 能を有 して い な い

. す べ て の 腺癌細

胞 が ア ポ ト
ー

シ ス 能を 有 して い な い わ けで は な い が
36)

, 本 研究

の 結 果は小細胞癌 と腺病に おけ る腫瘍 の 縮小過程の 相違 に ア ポ

ト ー シ ス 発現の 有無が 関与 し
, 放射線感受性の 差 とな っ て い る

こ と を示 唆 して い る .

しか し
, 放射線誘発 ア ポ ト

ー

シ ス の 発現を 認め て も小細胞癌

細胞株に おけ る発現頻度 は 高く な く む し ろ低感 受性 で あ る こ

と
,
各細胞間で 放射線誘発ア ポ ト ー

シ ス の 発現能 に 差が ある こ

とほ ア ポ ト ー

シ ス 発現を調節 して い る因子の 存在を窺わ せ て お

り ,
ア ポト ー シ ス 関連遺伝子と して の F a s 抗原や B cl- 2 蛋白の

放射線誘発ア ポ ト
ー シ ス に 対す る関与の 有無 の 検索が本研究の

第 二 の 目的で ある . F a s 抗原お よび B cト2 蛋白に 関する本研究

の 結果は 以下 の 如くで ある . F a s 抗 原の 発現ほ S B C -3 お よ び

R E R F - L C - M S に認め られた . しか し
, 抗 F a s 抗体は S B C -3 の

み に ア ポ ト ー

シ ス を 誘発 した . B c ト2 蛋白 の 発現ほ す べ て の 細

胞 株 に 認め ら れた . 1 0 G y 照 射後 S B C -3
,
R E R F- L C - M S に

F a s 抗原の 発現の 増加と S B C -

1 に B cl - 2 蛋白の 発現 の 減少が認

め られた . B cト2 蛋白は血 液細胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス 発現 を

抑制 する幾能を持 つ と認め られ
l 畔

＼ また B 叶2 蛋白を過剰発現

さ せ た S B C - 3 に お い て はある種 の 抗癌剤に 対 しア ポ ト シ
テ

抵抗性に なる とい う報告は
叩

, B cl -2 蛋白の 発現 が本研究に お け
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る放射線誘発 ア ポ ト
ー シ ス の 発現頻度を低下 さ せ た

一

つ の 原因

で ある可 能性 を示 して い る , 照射後 B cト2 蛋白の 発現 の 減少が

あ り 結 果 と し て ア ポ ト ー シ ス へ の 感受 性 が 増 加 し て い る

S B C-1 に おけ る結果 は こ の 可 能性を 示唆す る と 同 時 に
,

B cト2

蛋白発現 が肺癌細胞 に お い ても放射線誘発 ア ポ ト
ー シ ス の 重要

な調節 田 子で あ る こ と を 示 す もの で あ る . 特 徴 的 な こ と は

B cl - 2 茸 白の 発現が 照射 に よ り変 化す る こ と で
,
B cl -2 蛋白の 発

現が 照射に よ り変化 し結果と して ア ポ ト ー シ ス へ の 感受性が 増

加す ると い う同様 の 結果が 白血 病細胞を用 い た 研究で も報告 さ

れ て い る
38)

.

一 方 ,
F a s 抗原の 発 現ほ S B C-3

, R E R F - L C - M S に

認め るも抗 F a s 抗 体に よ る ア ポ ト ー シ ス 誇発ほ S B C - 3 の み に

認め た . F a s 抗原を 介 して の F a s 抗原誘発 ア ポ ヤ ー

シ ス が , 放

射線誘発 ア ポ ト
ー シ ス に は比較的低感受性 の S B C -3 に お け る

ア ポ ト
ー シ ス 発現 の 促進的な調節国子と な っ て い る と考え られ

る . 特徴的な こ と は S B C -1 に おけ る B cl
-

2 蛋白 の 発現が 照射後

変化す る の と 同様に
,
S B C -3 に おけ る F a s 抗原 の 発現が 照射後

増加 し
, 結果 と して 抗 F a s 抗体 に よる ア ポ ト ー シ ス 発現が 増加

して い る こ と で ある . ある種 の 刺激に よ っ て F a s 抗原 の 発現増

加が あり結果 と して 抗 F a s 抗体 に よ るア ポ ト ー シ ス 発現 が 増

加す る と い う報告は ∴結腸癌細胞
3g)

や 白血 病細胞
叫

を用 い た 研

究や ウイ ル ス 感染時
41)

な どで も認め られ る . 本研究 の 結果 を 含

め た こ れ らの 報告ほ F a s 抗 原を介 して の ア ポ ト
ー シ ス 発 現の

調節 を示 して い るが
,

さ ら に 照射 を 含 め た 種 々 の 刺激 因子が

F a s 抗原誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現 を変化 させ うる と い う こ とも

示 して い る , 照射 に よ る こ れ ら調 節因子 の 発現 の 変 化 は ア ポ

ト
ー シ ス 発現 に 対す る照射の 間接的な促進作用を 示 して お り

,

これ ら の 変化が 臨床的に 放射線感受性 の 高い 小細 胞癌細胞株 に

生 じて い る こ と ほ 注 目す べ き こ と と 考 え ら れ る . し か し
,

R E R F- L C- M S で ほ S B C - 3 と 同様に F a s 抗原の 発現と 照射に よ

るそ の 増加が 認 め られて も抗 F a s･ 抗体に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘

発 は なく ,
S B C -3 と対比性を呈 して い る . 血 液細胞 で は B cl -2

蛋白 の 発 現 が 抗 F a s 抗体 の 作用 を 抑制 す る と し､ う報 告も あ

り
4 糊

,
B c l- 2 蛋 白の 発現が R E R F

-

L C- M S に お ける ア ポ ト
ー シ

ス 発現 の 抑制国子 に な っ て い る可 能性は あ る . しか し
,
S B C -3

でも 同様 に B cl -2 蛋白の 発現 が認め られ る こ と や F a s 抗原の 発

現を認 めて も抗 F a s 抗体ほ必ず しも ア ポ ト ー シ ス を 誘 発せ ず

こ の 際抗 F a s 抗体の 作用と B cl -2 蛋白の 発現ほ 必ず しも相関 し

な い と い う報告 は
44)

, R E R F - L C- M S に おけ る ア ポ ト
ー シ ス 発現

の 抑制 が B cl - 2 蛋白の 発現の み で は説明 で きな い こ と を 示 して

い る . 実験結果 と して 呈 示 して い な い が , 蛋白合成阻害剤で あ

る シ ク ロ へ キ シ ミ ドを 少量添加す る と R E R F - L C - M S は 早期に

ア ポ ト ー シ ス に おち い る . こ の 結果ほ R E R F - L C- M S に お い て

も基本的に は ア ポ ヤ ー シ ス 能 を 有 して い る こ と を 示 す と 同時

に
,
B cト2 蛋白を 含め た他 の ア ポ ト

ー シ ス 発現 の 調 節因子に よ

りア ポ ト ー シ ス 不 応性に な っ て い る こ とを 示 して い る . 最近 ,

B cl -2 蛋 白 の 機 能 ほ B cト2 関連 蛋 白 と し て の B a x , B cl -

ⅩL ,

B cトx S な どに さ ら に 調節され る こ とが 知 られ て お り
姫 )岬

1 ま た

p5 3 や c
-

m y C な どの 他 の 遺伝子ある い は サ イ トカ イ ン な どが ア

ポ ト
ー シ ス 発現 の 調 節困子 と な っ て い る こ と も 知 ら れ て い

る
47卜 49)

.
こ れら種 々 の 調節困子が R E R F - L C - M S や 他の 細胞株

に お ける ア ポ ト ー シ ス 発現に影響 を与 えて い る と 考え られる .

小線量 の 風射でも放射線高感受 性血 液 細胞 で は 高率に ア ポ

ト ー シ ス 発現が 認 め られ
30)

, 放射線感受性に ア ポ ト
ー

シ ス 発現

が密接 に関連 して い る こ とを 窺わ せ る . また 動物 を 用い た放射

線誘発ア ポ ト
ー

シ ス に 関す る い く つ か の 研究で もア ポ ト ー シス

発現量と腫 瘍反応に 正 の 相 関が ある こ と , さ らに 腫瘍制御に も

相関が あ る こ と が 報告 され て い る
5 嘲

･ しか し
, 腫瘍内異質性の

た め ア ポ ト ー

シ ス 発現 に 制 限が ある こ とも同時に 報告されて い

る
52)

･ 本研究 に お い て も小細 胞癌と腺病 の 放射線治療 後の 腫瘍

縮小過程 に ア ポ ト ー シ ス 発 現の 有無 が関連す る こ とと同時に 細

胞株に お い て は 放射線 誘発ア ポ ト ー

シ ス 発現に ほ 感受性の 差が

あり種 々 の 調節因子の 存在が示 され た ■ こ の 調節因子 と して肺

癌細胞 に お い て も F a s 抗原 や B cト2 蛋白発現が ア ポ ト シ ス 発

現 に 影響を 与 える こ とも同 時に 示 され た . 興味深 い 点は照射が

こ の ような 調節国子の 発現を変 化さ せ結果 と し て ア ポト
ー シス

発現を 変化 させ う る可 能性が ある こ と で , 特に 肺小細胞癌との

関連が 注目 され る ･ ア ポ ト ー

シ ス 発 現の 癌治療 に 対する関連性

の 研究
53)

は ま だ緒 に つ い た ばか りだ が
,

ア ポ ト ー シ ス 発現の さ

ら な る理 解が 肺癌等の 放射線治療に お い て治療成績を 向上 させ

る こ とを 期待 した い .

結 論

肺癌細胞 に おけ る放射線誘発ア ポ ト ー シ ス の 発現と ア ポト ー

シ ス 関連遺伝子 で ある F a s 抗原と B cト2 蛋白 の 放射線誘発ア ポ

ト ー シ ス の 発現 に 対す る関与の 有無の 検討 を行 い
, 以下の結果

を得 た .

1 . 放 射 線 誘 発 ア ポ ト ー

シ ス は 小細 胞 癌 細 胞 株 である

S B C -1
,
S B C-3 に 発現 し

,
そ の 最大発現頻度ほ S B C-1 に おいて

10 G y 照射48 時間後 17 .9 ±0 .1 %
,
S B C-3 に お い て 20 G y 照射

72 時間後 9 .6 ±2 .3 % で あ っ た .

2 . 放射線誘発 ア ポ ト ー シ ス の 発現は照射 さ れた 小細胞癌患

者か ら得られ た生検腫瘍組織 に お い て も確認 さ れ た .

3 . F a s 抗原 の 発 現 ほ S B C-3 お よ び 腺 癌 細 胞 株 である

R E R F -

L C - M S に
,
B cト2 蛋白の 発現ほ 全細胞株 に 認 め られ た .

4 .
1 0 G y 照射後 S B C -3 に お い て F a s m R N A 発現の 増加と

そ れ に 伴う F a s 抗原発現 の 増加が あ り
, 抗 F a s 抗体に よるア

ポ ト p

シ ス の 誘発 が促進 され た . また 1 0 G y 照 射後 S B C-1 に

B cl -2 蛋白の 発現の 減少が あ り,
S B C -1 の 放射線誘発ア ポ ト ー

シ ス に 対する 比較的高 い 感受性の
一

因と な っ た .

5 .
R E R F- L C- M S で ほ放射線誘発 ア ポ ト ー

シ ス ほ認 められ

ず ,
F a s 抗原の 発現を 認め て も抗 F a s 抗体に よ る ア ポ ト

ー

シ ス

の 誘発も認め られ なか っ た . 照射 され た 腺病蔽 織で も放射線誘

発 ア ポ ト ー

シ ス の 発現 ほ認 め られ な か っ た .

こ の 結 果は
, 肺小細胞癌 と肺腺癌の 放射線感受性 の 相違に ア

ポ ト ー シ ス 発 現の 有無 が 一 因とな っ て い る こ と を示 した . また

F a s 抗原や B cl
- 2 蛋 白発現 が放射線誘発ア ポ ト

ー

シ ス 発現の調

節因子と な っ て い る こ と , さ ら に 小細胞癌細胞に お い て は照射

が こ れ らの 調 節因子の 発現 を変化 させ る こ と に よ っ て ア ポ ト
ー

シ ス 発現を変 化 させ うる こ とも示 した .
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C ell d e a th . J I m m u n o1 1 32 : 3 8-4 2 ,
1 9 8 4

1 3) W iui a m s G T , S m ith C A . M ol e c ul a r r e g u l a ti o n o f

a p o p t o sis : G e n e ti c c o n tr ol o n c e11 d e a th . C el1 7 4 : 7 7 7T 7 79
,

1g 93

14) It o h N , Y o n e h a r a S
,
I sh ii A

,
Y o n e h a r a M

,
M i z u s hi m a

S
･
S a m e s hi m a M . H a s e A

,
S e t o Y

,
N a g a t a S . T h e p oly p e p ti -

d e e n c o d e d b y th e c D N A f o r h u m a n c e u s u rf a c e a n ti g e n F a s

C a n m e diaLt e a p O p t O Sis . C el1 6 6 : 2 3 3- 2 4 3
,
1 9 91

1 5) T s uji m o t o Y
.

C r o c e
,

C M . A n al y sis o f th e s tr u c t u r e
,

tr a n s c rip ts
,

a n d p r o t ei n p r o d u c t s of b cl - 2
,
t h e g e n e in v oI v e d

in h u m a n f o ui c ul a r ly m p h o m a . P r o N a tl A c ad S ci U S A 8 3 :

5 21 4 -5 21 8
,
1 9 85

1 6) V a u x D L
,
C o r y S

,
A d a m s J M . B cl-2 p r o m o t e s h a e m o-

P Oi e ti c c ell s u r v i v al a n d c o o p e r a t e s wi t h c
-

m y C t O i m m o r tali-

Z e p r e
-

B c ell s . N a t u r e 3 35 : 4 4 0 -4 4 2 . 1 9 88

1 7) K o r s m e y e r S J . B cl-2 i n iti a t e s a n e w c a t e g o r y of

O n C O g e n e S : R e g u l at o r s of c e11 d e a th . B l o o d 80 : 87 9 - 8 8 6
,
1 9 9 2

1 8) B l a k el y A
,
G o r m a n K

,
O s t e r g a a r d H

,
S v o b o v d a K

,
L i u

C - C
, Y o u n g J D - E , C l a r k W R . R e si s ta n c e of cl o n e d c yt o t o xi c

T l y m p h o c y t e s t o c elトm e di a t e d c y t o t o x i city . J E x p M e d

1 6 6 : 1 0 7 0 -1 0 8 3
,
1 9 8 7

1 9) M i y a w a k i T
,
U e h a.r a T

,
N ib u R

,
T s uji T

,
Y a c hi e A

,

Y o n eh a r a S , T a nig u c h i N . D iff e r e n ti al e x p r e s si o n of

a p o p t o si s-r el a te d F a s a n tig e n o n l y m p h o c yt e s u b p o p ul a tio n s

i n h u m a n p e rip h e r al b lo o d . J I m m u n o 1 1 49 : 3 75 3 - 3 7 5 8 , 1 9 9 2

2 0) T a m a r u Y
,

M iy a w a ki T
,
I w ai K

,
T s uji T

,
N ib u R

,

Y a c h ie ･ A
,

K oiz u m i S
,

T a n ig u c h i N . A b s e n c e of B cト2

e x p r e s si o n b y a c tiv a t e d C D 4 5 R O
+

T ly m p h o c yt e s i n a c u te

i n f e cti o u s m o n o n u cl e o si s s u p p o r ti n g th eir s u s c e p tibility t o

p r o g r a m r n e d c ell d e a th . B l o o d 8 2 : 5 21 -5 2 7
,
1 9 9 3

2 1) C h o m c z y n sk i P
,
S a c c hi N . S i n gl e st e p m e th o d o f R N A

i s ol a ti o n b y a cid g u a rlid i ni u m thi o c y a n a t e- ph e n ol- C h l o r of o r m

e x tr a c ti o n . A n al B i o c h e m 1 6 2 : 1 5 6-1 5 9 , 1 9 87

2 2) S a m b r o ok J , F rit s c h E F , M a ni a ti s T . M ol e c u la r

C l o ni n g : A L a b o r a t o r y M a n u al
,

2 n d e d
, p 7 3 7

-7 5 7
,

C old

S p ri n g H a r b o r L a b o r a t o r y P r e s s
,
N e w Y o rk

,
1 9 8 9

2 3) F ei n b e r g A P
,
V o g el st ei n B . A t e c h n iq u e f o r r a di ol a b eli-

n g D N A r e stri c ti o n e n d o n u cl e a s e f r a g m e n t s t o hi g h s p e cific

a c ti vity . A n a l B i o c h e m 1 3 2 : 6 -1 3 , 1 9 8 3

2 4) G a v ri eli Y
,
S h e r m a n Y

,
B e n-S a s s o n S A . I d e n tific atio n

Of p r o g r a m rn e d c ell d e a th i n sit u vi a s p e cifi c l ab eli n g of

n u cl e a r D N A f r a g m e n t ati o n . J C ell B i o1 1 1 9 : 4 9 3-5 0 1 ,
1 99 2

2 5) H ir ai s hi K , S u z u ki K , H ak o m o ri S , A d a c hi M . L e
y

a n tig e n e x p r e s si o n i s c o r r el a t e d w ith a p o p t o si s ( p r o g r a m m ed

c ell d e a th) . Gl y c o bi ol o gy 3 : 38 ト39 0
,
1 9 93

2 6) S e11i n s K S
,
C o h e n JJ . G e n e in d u c ti o n b y T-i r r a di a ti o n

l e a d s t o D N A f r a g m e n t a ti o n i n ly m p h o c y t e s . J I m m u n ol 1 39 :

3 1 9 9-3 2 0 6 , 1 9 8 7

2 7) S t o r y M D ,
S t e p h e n s L C

, T o m a s o vi c S P , M e y n R E . A

r ol e f o r c al ci u m i n r e g ul a ti n g a p o p t o sis i n r a t th y m o c y te s

i r r a di a t e d i n vitr o , I n t J R a d i at B i o1 6 1 : 2 4 3-2 5 1 ,
1 9g 2

2 8) D e w e y W C
,

L i n g C C
,

M e y n R E . R a di a ti o r 卜i n d u c ed

a p o pt o sis : R el e v a n c e t o r a di o th e r a p y . I n t J R a di a t O n c oI B i oI

P h ァs 3 3 : 7 8 ト7 96 , 1 9 9 5

2 9) R a df o r d I R , M u r p h y T K
,
R a dl e y J M

,
E 11i s S L . R a di a ti o n

r e s p o n s e of m o u s e ly m p h oid a n d r n y el oid c el1 1i n e s , P a rt Ⅱ.

A p o p t o ti c d e a th i s s h o w n b y all c el1 1i n e s e x a mi n e d . I n t J

R a d i a t B io1 6 5 : 21 7 - 2 27
,
1 9 9 4

3 0) R a df o rd I R
,
M u T p h y T K . R a di a ti o n r e s p o n s e of m o u s e

ly m p h oid a n d m y el oid c ell li n e s . P a r t 皿 . D iff e r e n t si g n al s c a n

l e a d t o a p o p t o si s a n d m a y i nfl u e n c e s e n siti vi ty t o killi n g b y

D N A d o u bl e s tr a , n d b r e a k a g e . I n t J R a di a t B io 1 6 5 : 2 2 9 -2 3 9
,

1 9 9 4

3 1) M a c kli s R M
,
B e r e sf o r d B A , P a la y o o r S

,
S w e e n e y S

,

H u m m J L . C ell c y cl e alt e r a tio n s
, a p O p t O Si s

,
a n d r e s p o n s e t o



4 60

l o w - d o s e
-

r a t e r a d i oi m m u n o th e r a p y i n ly m p h o m a c ells . I n t J

R a di at O n c oI B i oI P h y s 2 7 : 6 4 3 N 6 5 0 , 1 9 9 3

3 2) T a u c hi H , S a w a d a S . A n al y sis o f m it o tic c ell d e a th

C a u S e d b y r a di a ti o n i n m o u s e l e u k a e mi a L 51 7 8 Y c ells :

A p o p t o si s is th e ulti m a t e f o r m of c ell d e a th f oll o wi n g mi t o ti c

f ai 1 u r e . I n t J R a d i a t B i o1 6 5 : 4 4 9 -4 5 5
,
1 9 9 4

3 3) S t e ph e n s L C
,
H u n t e r N R

,
A n g K K

,
M il a s L

,
M e y n R E .

D e v el o p m e n t of a p o p t o sis in ir T a di a t e d m u ri n e t u m o r s a s a

f u n c ti o n of ti m e a n d d o s e . R a di at R e s 1 3 5 : 7 5 -8 0
,
1 9 9 3

3 4) O li v e P L
,

F la z e r G
,

B a n a th J P . R a di a ti o n
-i n d u c e d

a p o pt o si s m e a s u r e d i n T K 6 h u m a n B ly m ph o bl a s t c ell s u si n g

th e c o r n e t a s s a y . R a di a t R e s 1 3 6 : 1 3 0 -1 3 6 , 1 9 9 3

3 5) A k a gi Y
,
It o K

,
S a w a d a S . R a di a ti o n

-

in d u c e d a p o p t o sis

a n d n e c r o si s i n M olト4 c ell s : a St u d y of d o s e
-

eff e c t r el a ti o n s-

h ip s a n d th ei r m o difi c a ti o n . I n t J R a di a t B i o1 6 4 : 4 7-5 6 , 1 9 9 3

3 6) M il a s L
,
S t e ph e n s L C

,
M e y n R E . R el a.ti o n o f a p o p t o sis

t o c a n c e r th e r a p y . I n vi v o 8 : 6 6 5 -6 7 4 , 1 9 9 4

3 7) O h m o ri T
, P o d a c k E R , N i sh i o K , T a k a h a sh i M

,

M i y ah a r a Y
,
T a k e d a Y

,
K u b ot a N ,

F u n a ,y a m a Y , O g a s a w a r a

H
,
O h ir a T

,
O h t a S

,
S aij o N . A p o p t o sis of l u n g c a n c e r c ells

C a u S e d b y s o m e a.n ti -

C a n C e r a g e n t S (M M C
,
C P T -1 1

,
A D M ) is

i n hibit e d b y B cl - 2 . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 1 9 2 :

3 0 -'3 6
,
1 9 9 3

3 8) C h e n M
, Q u i n t a n s J , F u k s Z , T h o m p s o n C

,
K uf e D W

,

W ei c h s elb a u m R R . S u p p r e s si o n of B cト2 m e s s e n g e r R N A

p r o d u c ti o n r n a ,y m e di a t e a p o p t o sis aft e r io ni zi n g r a di a ti o n ,

t u m o r n e c r o si s f a c t o r α
,

a n d c e r a m id e . C a n c e r R e s 55 :

9 9 ト99 4 , 1 9 95

3 9) Y o n e h a r a S , I s hii A , Y o n e h a r a M . A c elトk iui n g

r n o n o cl o n al a n tib o d y ( A n ti - F a s) t o a c ell s u rf a c e a n tig e n

C O
-d o w n r e g ul at e d wi th th e r e c e p t o r of t u m o r n e c r o sis f a c t o r .

J E x p M e d 1 6 9 : 1 74 7 -1 7 56
,
1 9 8 9

4 0) M a p a r a M Y
,
B a r g o u R

,
Z u g c k C

,
D 6 h n e r H

,
U s t a o gl u

F , J o n k e r R R , K r a r n m e r P H
,

D 6 r k e n B . A p o-1 m e di a t e d

a p o pt o si s o r p r olif e r a ti o n i n h u m a n c h r o n i c B ly m p h o c y ti c

l e u k e mi a : C O r r el a ti o n wi th b c l-2 0 n C O g e n e e X p r e S Si o n . E u r J

I m m u n o1 2 3 : 7 0 2 て08
,
1 9 9 3

41) T a k iz a w a T
,

F u k u d a R
,

M iy a w a k i T
,

O h a s hi K
,

N a k a ni sh i Y ･ A c tiv a ti o n of th e a p o p t o tic F a s a n ti g e n
-

e n C O d-

i n g g e n e u p o n i nfl u e n z a . v ir u s i nf e c ti o n i n v ol vi n g s p o n t a n e o-

u sl y p r o d u c e d b e ta -i n t e rf e r o n . V i r ol o g y 2 0 9 : 2 8 8 - 2 9 6
,
1 9 9 5

4 2) I t o h N , T s uji m o t o Y■, N a g a t a S . E ff e c t o f b cl-2 0 n F a s

a n tig e n- m e d i a t ed c ell d e a th ･ J I m m u n o1 1 51 : 6 2 ト62 7
,
1 99 3

43) I w ai K
･
M iy a w a k i T

･
T a ki z a w a T

･
K o n n o A , O h t a K

,

Y a c h i e A
,
S e k i H

･
T a nig u c hi

'

N ･ D if f e r e n ti al e x p r e s sio n of

b cl-2 a n d s u s c e p tibili ty t o a n ti - F a s
-

m e d i a t e d c e ll d e ath in

p e rip h e r al b l o o d ly m p h o c yt e s
,

m O n O C yt e S - a n d n e u tr o phils .

B l o o d 8 4 : 1 2 0 ト1 2 08
,
1 9 9 4

44) O w e n- S c h a u b L B
,

R a d in s k y R
,

K r u z el E , B e r ry K
,

Y o n e h a r a S ･ A n ti -

F a s o n n o n h e m a t o p oi eti c t u m o r s : L e v els

Of F a s/ A p o-l a n d b cl-2 a r e n o t p r e d ic ti v e of b iol o gic al

r e s p o n si v e n e s s . C a n c e r R e s 5 4 : 1 5 8 0 -1 5 8 6 . 1 9 9 4

45)
●

0 1t v ai Z N
,
M illi m a n C L

,
K o r s m e y e r S J . b cト2 h e t e r od -

i m e ri z e s i n vi v o wi th a c o n s e r v e d h o m o l o g , B a x
,

th a t

a c c el e r度t e s p r o g r a m m e d c e11 d e a th . C el1 7 4 : 6 0 9-6 1 9 , 1 99 3

46) B oi s e L H
,

G o n z al e z- G a r c i a M , P o s t e m a C E
, D in g L

,

L i n d st e n T
･

T u rk a L A
,

M a o X
,

N u n e z G
,

T h o m p s o n C B .

b cl- X , a b cト2 r el a t e d g e n e t h a t f u n c ti o n s a s a d o mi n a n t

r e g u la to r of a p o pt o ti c c e11 d e a th . C el1 7 4 : 5 9 7 -6 0 8 , 1 99 3

4 7)
`

Y o n i sh -

R o u a c h E
,

R e s n itz k y D
,

L o t e m J , S a c h s L
,

K i m ch i A
,

O r e n M ･ W ild-ty P e p 5 3 i n d u c e s a
. p o p t o sis of

m y el oid le u k a e m i c c e u s th a t is i n hib it e d b y i n t e rl e u kin-6 .

N a t u r e 3 5 2 : 3 4 5-3 4 7 ,
1 9 91

4 8) E v a n G I , W y11i e A H
,
Gilb e r t C S

,
L ittl e w o o d T D

,
L a n d

H
,
B r o o k s M . W a t e r s C M

,
P e n n L Z

,
H a n c o c k D C . I n d u c tio n

Of a p o p to si s i n fib r ob l a s t s b y c- m y C p r O t ei n . C el1 69 :

1 1 9-1 2 8 ,
1 9 9 2

4 9) M c C o n k e y D J ,
H a
.
r t z ell P

,
C h o w S , O r r e n iu s S

, J o n d al

M ･ I n t e rl e u k i n
-1 i n h ibi ts T c ell r e c e p t o r

-

m e d i a t e d a p o p t o sis i n

i m m a tu r e th y m o c y t e s . J B i oI C h e m 2 6 5 : 3 0 0 9- 30 1 1
,
1 9 90

5 0) S t e p h e n s L C , A n g K K , S c h ul th eis s T E
,
M il a s L

,
M ey n

R E . A p o pt o si s i n ir r a d i a t e d m u ri n e t u m o r s . R a di a t R e s 1 27 :

3 0 8-3 1 6 ,
1 9 9 1

51 ) M e y n R E
,
S t e p h e n s L C

,
A n g K K

,
H u n t e r N R ,

B r o c k

W A ,･ M il a s L
,
P e t e r s L J . H e t e r o g e n eity i n th e d e v el o p m e nt

Of a p o p t o si s i n ir r a di a t e d m u rin e t u m o u r s of diff e r e nt

hi s t ol o gi e s . I n t J R a di a t B i o1 6 4 : 5 8 3 -5 9 l
,
1 9 9 3

5 2) M e y n R E
,

S t e p h e n s L C , V o e h ri n g e r D W , S t o r y M D
.

M irk o vi c N
,

M ila s L . B i o c h e m i c al m o d u l a ti o rl Of r a di ati o n-

i n d u c e d a p o p t o sis i n m u ri n e ly m p h o m a c ell s . R a di at R es

1 3 6 : 3 2 7 - 33 4 , 1 9 9 3

5 3) K e r r J F R , H a r m o n B V . A p o pt o sis I ts si g nific a n c e in

C a n C e r a n d c a n c e r th e r a p y . C a n c e r 7 3 : 2 01 3 -2 0 2 6
,
1 9 94
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A st u d y o n R a d i a ti o n
･i n d u c e d A p o p t o si s i n L u n g C a r c i n o m a C ells - C o r r el ati o n wi t h F a s An tig e n a n d R cl -2

P r ot ei n T s u y o sh i T a k a n a k a
,
D ep a rt m e n t of R a d i ol o g y ,

S c h o ol o f M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e r si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J .

山 Z e II M e d S ∝ .

,
1 0 5

,
4 5 0

-

4 6 1 ( 1 9 96)

K e y w o r d s r a di a ti o n
,
a P O p t O Si s

,
1 u n g c a r ci n o m a

,
F a s a ntig e n

,
B cl - 2

p r otei n

A b st r a ct

T h e p ur p o s e of th e p r es e n t st u d y w a s to i n v e stig ate r a d i ati o n -i n d u c e d ap o
p t o si s i n l u n g c a r ci n o m a c e11 s i n vi tr o a n d i n

vi v o
,
aS W e11 a s th e i n n u e n c e s o f th e F as a n tlg e n an d B cl - 2 p r ot ei n o n a p o p t o si s i n v iE r o ･ T w o h u m a n s m al 1 1 u n g c ar Ci n o m a

c e11 1i n e s
,
S B C - 1 a n d S B C q 3

,
a n d o n e a d e n o c a r ci n o m a c el1 1i n e

,
R E R F - L C - M S w er e i n v e s tl g a t e d i n thi s s tu dy ･ T o

in v e stlg ate th e i n d u c ti o n of a p o p t o sis
,
C ell m ort ality a n d m o rp h ol o gi c al c h a ng e s i n e a c h c ell lin e w er e e x a m i ne d a fte r 1 0 0 r

2 0 G y ir r ad i a ti o n a n d/ or th e ad diti o n o f 2 0 0 n g / mi a n ti - F a s a n tib o d y ･ A p op t o tic D N A 什a g m e n t ati o n i n t u m o r s p e ci m e n s
,

ob tai n e d fr o m l u n g c ar ci n o m a p ati e n ts w h o h a d r e c ei v e d ra di ot h e r a p y ,
W aS al s o e x a m i n e d u si n g a ni ck e n d la b eli n g m e th od ･

F u rth e r m or e
,
t h e e x

p
r e s si o n of F a s a n tl g e n a n d B cl - 2 w a s i n v e s tlg at e d b e f o r e a n d aft e r l O G y i r r ad i a ti o n i n o rd er t o

d e te r mi n e th eir i n fl u e n c e s o n r a d i ati o n -i n d u c e d ap o p t o si s ･ R a d i a ti o n -i n d u c e d ap op t oti c c ell s w e r e o b s e r v ed i n th e s m all

C arCi n o m a c el1 1i n e s
,
b u t n ot in th e ad e n o c ar Ci n o m a c el1 1i n e . H o w e v e r

,
th e pe a k i n ci d e n c e w as o nl y 1 7 .9 ±0 .1 % (烹±S D) 4 8

h r after l O G y i r r adi ati o n i n S B C - 1 c e11 s ,
a n d 9 ･6 ±2 ･3 % (東±S D) 7 2 h r afte r 2 0 G y i r ra d i ati o n i n S B C - 3 c e11s . A l th o u gh th e

e xp
r es si o n o f F as a n tlg e n S i n c r e a s e d i n b oth S B C - 3 a n d R E R F - L C - M S c e11 s af ter l O G y i rr a d i ati o n

,
a p O p t O Sis w a s o nl y

i n d u c e d i n S B C -3 c e11 s afte r th e a ddi ti o n of 2 0 0 n g/ m l a n ti - F a s a n ti b od y ･ A lth o u g h th e e x p r e ssi o n o f B c ト2
p r ot ei n s w a s

d etec te d i n all c e11 1i n e s e x a m i n e d
,
1 0 G y i r r ad i a ti o n d o w n r eg ul ate d th e l e v el o f B cl - 2 e x p r e ssi o n i n S B C -1 c ell s ･ A p o p t o ti c
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