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＜略語一覧＞  

• 3-NT: 3-nitrotyrosine 

• ATM: ataxia telangiectasia mutated 

• B2M: β2-microglobulin 

• BAEC: bovine aortic endothelial cells 

• BH4: tetrahydrobiopterin 

• BSA: bovine serum albumin 

• CaM: calmodulin 

• DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole 

• EF5: 2-(2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)-N-(2,2,3,3,3-pentafluoropropyl)acetamide 

• eNOS: endothelial nitric oxide synthase 

• ESR: electron spin resonance 

• FBS: fetal bovine serum 

• H33342: Hoechst33342 

• HRP: horse radish peroxidase 

• HSP90: heat shock protein 90 

• iNOS: inducible nitric oxide synthase 

• LiNc-BuO: lithium-5,9,14,18,23,27,32,36-octa-n-butoxy-2,3- naphthalocyanine 

• L-NAME: NG-nitro-L-arginine methyl ester 

• NO: nitric oxide 

• NOS: nitric oxide synthase 

• nNOS: neural nitric oxide synthase 

• PBS: phosphate bufferd saline 

• PET: positron emission tomography  
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＜緒言＞  

 医学の発展による平均寿命の延長に伴い、がんの罹患数は増加傾向を示している。が

ん治療において外科療法、化学療法、放射線療法、あるいはこられの治療法を複数組み

合わせた治療が選択されており、近年では、外科的切除に比べ生体への負担が少ない放

射線療法の適用症例数が増加している。放射線療法の理想的な到達点は、腫瘍組織だけ

を限局的に傷害することで、正常臓器の機能を保つことである。しかし、工学的技術の

発達に伴い、粒子線療法など線量分布の優れた治療法が開発されているものの、腫瘍の

場所や形態によっては、腫瘍部のみを照射することは困難な場合があり、周辺組織の被

ばくにより生じる副作用が問題となる。従って、正常組織の保護と抗がん作用を両立す

るためには、がん細胞の放射線感受性を増感し、照射線量を低減する技術の開発が必要

である。 

 がんの放射線感受性に関する臨床研究として Brizelらは、放射線治療前に腫瘍内酸素

分圧を測定し、治療後の生存率におよぼす腫瘍の酸素化状態の影響の報告している。そ

の結果、固形腫瘍内の低酸素領域が多いほど、放射線治療後の生存率が低下することが

示された 1。加えて、Haradaらは、低酸素領域中の腫瘍細胞が放射線治療後の転移・再

発に関与していることを移植腫瘍モデルにより示した 12。よって、腫瘍内の低酸素領域

は放射線治療の大きな障害となっている。 

 腫瘍細胞の急激な細胞分裂と不十分な血管新生は、酸素の需要と供給の不均衡を引き

起こし、腫瘍内に不均一な酸素環境を形成する 13。血管から約 70 µm以内の領域では通

常の組織酸素分圧である 20 mmHg～30 mmHgを維持することが出来る。しかし、血管

から離れ、酸素分子の物理的拡散限界を超えた領域では、10 mmHg 以下の慢性低酸素

領域が形成される（図 1A）。さらに、血管近傍であっても、血管構造の未熟性に起因

する末梢血管のうっ滞・閉塞により生じる一時的な低酸素状態である急性低酸素領域が

存在する。このようなメカニズムにより、直径 200 µm以上の腫瘍塊では急性・慢性低
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酸素領域が形成されると考えられている 11。 

 低酸素領域における放射線抵抗性は、放射線による酸化損傷における酸素分子の重要

な働きに起因する。放射線が生体に吸収されると、水の電離・励起によって不対電子を

有するフリーラジカルが生成される。反応性が極めて高いフリーラジカルは、DNA な

ど生体高分子の化学結合を切断し損傷分子を生成する。また、DNA が直接的に放射線

の電離・励起作用を受けて DNAラジカルを生成する場合もある。この様に不対電子を

付加された生体高分子はグルタチオンなどの還元酵素により速やかに修復されるが、酸

素分子存在下では酸素分子と反応し、過酸化ラジカルが生成される 11。この過酸化ラジ

カルを生じた生体高分子は、還元酵素による修復では損傷前の化学形に戻ることが出来

ないため、放射線による損傷が致死的な損傷として固定される。よって、放射線の細胞

殺作用を目的とする放射線治療では、この酸素分子による損傷の固定は重要な因子であ

る。 

 1970年代に van Putten28および Kallman17は、放射線照射後に腫瘍内の低酸素細胞が減

少すること、また、複数回の照射により、腫瘍内の低酸素細胞が照射回数に伴って漸減

することを発見した。この再酸素化現象を利用することで酸素分子の強力な増感効果が

得られるため、現在の放射線治療プロトコルでは単回大線量照射ではなく、小線量に分

割して照射する分割照射（小線量頻回照射）を基本としている（図 1B）。この低酸素

領域の再酸素化メカニズムに関して van Puttenは、放射線誘導細胞死により腫瘍塊全体

の酸素要求量が減少することや、細胞死により生じた間隙への血管新生が関与しており、

その過程には数日間を要することを報告している 28。加えて近年、照射 24 時間以内に

生じる急性期の再酸素化が報告された。この機構に関し Hall らは、腫瘍内で閉塞して

いる血管が放射線照射により一時的に再灌流することが急性期の再酸素化に寄与して

いると述べている 11。しかし、現在までこの急性期における再酸素化機構に関し、統一

見解は得られていない。そこで本研究では、放射線照射後の急性期の再酸素化機構の解
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明および放射線感受性への影響を検討した。 

 第一章では生理的な血管拡張因子として知られる一酸化窒素（NO）に着目し、放射

線が誘導する再酸素化への NO の関与を検討した。まず電子スピン共鳴法(ESR)を用い

た in vivoでの酸素分圧測定（in vivo ESR）により、X線照射後のマウス扁平上皮がん株

化細胞 SCCVII 移植腫瘍の組織酸素分圧を経時的に検討した。SCCVII 移植腫瘍では、

照射後 12時間から 24時間をピークとする急性期の再酸素化が観察され、さらに 48時

間以降に持続的に続く慢性期の再酸素化が観察された。組織学的検討によって、この急

性の再酸素化を裏付ける腫瘍内低酸素領域の減少も確認された。また、腫瘍内における

組織灌流量は X線照射 24～48時間で一過性に上昇した。この再酸素化に及ぼす NOの

効果を検討するため、広域一酸化窒素合成酵素（NOS）阻害剤 L-NAMEを X線照射の

前後に投与したところ、急性期の再酸素化および組織灌流量の上昇が抑制されたのに対

し、慢性期の再酸素化は抑制されなかった。また、X線照射により内皮型一酸化窒素合

成酵素（eNOS）の活性化が観察され、急性期の再酸素化は eNOS からの NO 産生に依

存していることが示唆された。加えて、L-NAME を X 線照射前後に投与したマウスで

は、頻回照射による抗腫瘍作用の抑制が観察された。以上から、放射線照射によって起

こる再酸素化は二相性の様相を示しており、急性期の再酸素化は NO依存的であること、

また急性期の再酸素化が分割照射時の放射線感受性上昇の原因になっていることが明

らかとなった。 

 第一章より、固形腫瘍内の血管内皮細胞に存在する eNOSが放射線照射後の腫瘍内血

流を制御していることが示唆された。血管内皮細胞に多く発現する eNOSは血管平滑筋

の収縮を制御することで循環機能の調節を担っている 10。発現量により機能調節がなさ

れる誘導型（iNOS）と異なり、eNOSの制御機構はリン酸化酵素による翻訳後修飾に依

存している。特に、protein kinase A、Akt、AMP-activated protein kinase ならびに

calmodulin-dependent protein kinase などのリン酸化酵素は eNOS-Ser1179 残基をリン酸
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化し、そのリン酸化により活性中心への電子伝達を増強し、L-arginine の酸化反応を亢

進させ NO産生を増強することが報告されている 25。一方、放射線は DNA二本鎖切断

の生成により、Ataxia telangiectasia mutated（ATM）キナーゼの活性化を起点とした広範

なリン酸化シグナルカスケードを誘起する。この ATM の活性化は、DNA 損傷修復や

細胞周期の停止など、様々な適応応答に関与していることが報告されている 27。以上の

知見から、放射線によって ATM やその下流のリン酸化酵素の活性化が起こり、

eNOS-Ser1179 のリン酸化に繋がっているのではないかという仮説が考えられた。また

近年、核内に存在する Heat shock protein 90 （HSP90）が DNA損傷応答において重要な

役割を担っていることが明らかとなっている。DNA 損傷修復において HSP90 は ATM

の損傷部位への集積と安定化に関与しており、適切な DNA二本鎖切断修復に必須であ

ることが報告されている 6,22。よって、HSP90 は DNA 損傷応答の調節を介した eNOS

活性化経路に関与することが考えられる。そこで第二章では、放射線が引き起こす eNOS

活性化のメカニズムを明らかにする目的で、X線による eNOS-Ser1179残基のリン酸化

に対する HSP90/ATM 経路の関与を検討した。ウシ大動脈血管内皮細胞（BAEC）にお

いて X線は NOS活性を上昇させ、eNOS-Ser1179残基のリン酸化レベルを上昇させた。

また、DNA損傷応答の制御因子である ATM および HSP90の阻害により、放射線照射

後の eNOS-Ser1179リン酸化は抑制された。本研究から、X線照射後の eNOSリン酸化

は HSP90/ATM経路を中心とした DNA損傷応答に起因することが明らかとなった。 

 なお、本博士論文の第一章の結果についてはすでに誌上発表されており 21、第二章の

結果についても現在、国際誌に投稿準備中である。 
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＜第一章＞  

移植固形腫瘍における放射線照射後の再酸素化機構に関する検討  

 

1. 序論  

 放射線は直接作用および間接作用によるフリーラジカル産生により、DNA やタンパ

ク質などの生体高分子を傷害する。フリーラジカルにより傷害を受けた生体高分子は、

グルタチオンなどの還元酵素により化学的修復されるが、2個の不対電子をもち、強力

な酸化剤である酸素分子の存在下では、酸素分子との反応によって損傷部位における不

可逆的な修飾が起き細胞の致死を引き起こす（酸素効果）。しかし、放射線治療の対象

となる固形腫瘍内では、急激な細胞分裂と栄養供給の不均衡により酸素分圧が 10 

mmHg 以下の低酸素領域が形成されている（図 1A）。酸素効果が減弱する低酸素領域

では、放射線感受性が低下し、がん細胞の生残の確率が上昇し、治療処置後の再発や転

移の原因となることが報告されている 12。よって、効果的な放射線治療を実現するため

には低酸素領域を標的とした治療が必要となる。現在、低酸素領域を克服するため、い

くつかの戦略が検討されている。第一には tirapazamineなどの低酸素選択的制がん剤で

ある。tirapazamine は腫瘍内の低酸素領域でのみ還元され、アルキル化剤となることで

殺細胞作用を示す 2。第二には、ニトロイミダゾールの様な酸素分子と類似の作用を持

つ低分子化合物により、化学的に酸素効果を得ることである。本教室においても、ニト

ロイミダゾール系低酸素増感剤である doranidazoleが放射線による抗腫瘍作用を増感す

ることを報告している 30。しかし、これら低酸素標的薬剤は中枢毒性を中心とした副作

用の問題もあり、臨床での日常的な使用には至っていない。 

 緒言でも述べたように、放射線照射後の固形腫瘍内では低酸素細胞の再酸素化が生じ、

再酸素化により得られる酸素効果は、X線などの線エネルギー付与の低い放射線におい

てその抗腫瘍作用を 2～3 倍増強することが知られている 11。また、炭素線など線エネ



 10 

ルギー付与が高い放射線においても酸素効果は抗腫瘍作用を増強することが知られて

いる 15。よって、固形腫瘍における低酸素領域の再酸素化機構は放射線治療における増

感標的として重要である（図 1B）。現在、この再酸素化機構は、放射線照射により感

受性の高い通常酸素細胞が細胞死することで、腫瘍の酸素消費量が低下し、結果として

残存するがん細胞への酸素供給が増加することが原因であると考えられている。また、

細胞死により生じた間隙に血管が新生することによって血液供給が再開し、低酸素細胞

まで酸素分子が拡散可能となることが考えられている 28。加えて Hallらは、腫瘍内で閉

塞している血管が放射線照射により一時的に再疎通することが原因であると述べてい

る 11。また、Fokas らは、放射線による腫瘍内血管の機能変化により組織血流量が増加

し、低酸素環境が改善することを報告している 8。しかしながら、放射線照射後に起こ

る再酸素化とそれに関連した血流調節機構の詳細について完全には解明されていない。 

 そこで本研究では、生理的な血管拡張因子であり、組織血流の調節因子として知られ

ている一酸化窒素（NO）の再酸素化への関与を検討した。ほ乳類における NO 合成酵

素（NOS）には、神経型（nNOS）、誘導型（iNOS）、ならびに内皮型（eNOS）の三

種類のアイソフォームが存在する。また近年、放射線照射はこれらの NOS を活性化す

ることが報告されている 21,26。Sonveauxらは放射線照射によって腫瘍内血管に存在する

eNOSが活性化し、血管構造・機能が成熟することを報告している 26。また、Liらは照

射後の腫瘍内で iNOS発現量が増加し、タンパク質のニトロ化修飾が生じることを報告

している 18。これら内因性の NO産生に加えて、Jordanらは NOドナーである isosorbide 

dinitrate の投与により、腫瘍血管からの酸素分子の拡散性が上昇し、組織酸素分圧が上

昇することが報告されている 16。以上から、放射線照射後の NOS活性の上昇により NO

が生成され、血管拡張により組織灌流量が上昇し、固形腫瘍の再酸素化に関与すること

が考えられる。 

 本研究では、放射線による腫瘍内 NO産生の再酸素化への関与を明らかにすることを
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第一の目的とした。次に放射線による NO産生を亢進させる詳しいメカニズムを明らか

にするとともに、この放射線誘発 NOが腫瘍の放射線感受性に与える効果について検討

することを目的とした。そのために、SCCVII 移植腫瘍を用いて、放射線照射後の腫瘍

内酸素環境の変化を in vivo 電子スピン共鳴（ESR）法による経時的酸素分圧測定、組

織灌流量試験ならびに免疫組織化学により評価した。また、放射線照射後の腫瘍におけ

る NOS発現および活性について調べることで、責任酵素となる NOSのアイソフォーム

を調べた。さらに、NO合成酵素阻害剤を投与することで、固形腫瘍の再酸素化および

腫瘍の放射線感受性に及ぼす NOの効果を検討した。  
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2. 材料および方法  

2-1 試薬  

 Minimum Essential Medium Alpha（αMEM）培地は Life Technologies Corporation

（Carlsbad, CA, USA）から購入した。[14C]-L-arginineは Perkin Elmer Life Science（Boston, 

MA, USA）より、NOS Activity Assay Kitは Cayman Chemical（Ann Arbor, MI, USA）よ

り購入した。広域 NOS阻害剤 NG-nitro-L-arginine methyl ester （L-NAME）は DOJINDO

（熊本）、特異的 iNOS阻害剤 1400Wは和光純薬（大阪）より購入した。Hypoxyprobe-1 

Kit は Hypoxyprobe, Inc. （ Burlington, MA, USA ） よ り 、

2-(2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)-N-(2,2,3,3,3-pentafluoropropyl)acetamide（EF5）およびその特

異抗体は Camelon J. Koch博士（ペンシルベニア大学）より供与された。抗 3-nitrotyrosine 

抗体（ab61392）、抗 eNOS抗体（ab66127）、抗 CD31抗体（ab28364）、抗 iNOS抗体

（ab3523）は Abcam（Cambridge, MA, USA）より購入した。抗 COX-2抗体（sc-1746）、

抗 Actin抗体（sc-1615）、および HRP標識二次抗体は Santa Cruz Biotechnology（Santa Cruz, 

CA, USA）より購入した。また、AlexaFluor®488 または 555 標識二次抗体は Life 

Technologies Corporationから購入した。特に記載の無い一般試薬については和光純薬（大

阪）から購入した。 

 

2-2. 細胞株および移植腫瘍モデル  

 マウス扁平上皮癌 SCCVII細胞は 10 % fatal bovine serum (FBS)を含むαMEM培地中で

加湿、37℃ならびに 5% CO2条件下で培養した。移植腫瘍モデルの作成は Yasuiらの方

法に従った 31。6～7週齢の C3H/HeJマウス（雌、体重 16～20 g、Japan SLC、浜松）を

用いた。マウスは SPFであり照明時間は 1日 12時間、室温 22±4℃および湿度 55±5%

とした。マウス一匹につき 5×106個の SCCVII細胞を 20 µlの FBSを含まないαMEM培

地に懸濁し、ハロセン麻酔下でマウス左後肢の掌側足底部にマイクロシリンジにて接種
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した。腫瘍体積の計測は麻酔下でノギスにて腫瘍の長径、短径を計測したのち、以下の

計算式から腫瘍体積を算出した。 

 腫瘍体積（mm3）=長径×短径×短径×π/6 

すべての動物実験は北海道大学（許可番号：12-0005）および本研究科（許可番号：獣

1134）の動物実験委員会の承認を受け、本研究科動物実験委員会の定めるエンドポイン

トに達した時点で安楽殺した。 

 

2-3. X線照射および薬剤投与  

 X線発生装置は PANTAK HF-320型（島津製作所、京都）を使用し 200 kVp、20 mA、

0.5 mm Al+0.5 mm Cuフィルターを用いて線量率 0.8 Gy/minになる条件で照射した。移

植腫瘍体積が 400 mm3 - 500 mm3に達した時点にて X線照射を行った。腫瘍塊が形成さ

れた左後肢足底部を除く全身を 6 mm厚鉛板により遮蔽し、10または 13 Gyの線量で X

線を照射した。X線照射時、マウスはハロタン吸入麻酔下で照射台に保定され、携帯カ

イロにて体温低下を防止した。NOS阻害剤 L-NAMEは PBSに溶解し、30 mg/kgの用量

で腹腔投与した。覚醒後、ケージにマウスを戻し L-NAMEを二次蒸留水に 500 mg/lの

濃度で溶解し、特別な記載が無い限り採材まで飲水投与した。 

 

2-4. in vivo 電子スピン共鳴法による組織酸素分圧測定  

 組織酸素分圧測定は Pandianらの報告による in vivo ESR法を用いた 23。この方法は、

腫瘍内に安定ラジカルを投与し、この安定ラジカルとバイラジカルである組織中の酸素

分子とのスピン-スピン相互作用による緩和時間の変化を ESRスペクトルの変化として

評価する手法である。安定ラジカルより得られる ESR スペクトルのピーク間の線幅が

酸素分圧に依存することを利用し、腫瘍内に取り込ませた安定ラジカルプローブの線幅

を測定することで、腫瘍内組織酸素分圧を非侵襲的に測定することが可能である。酸素
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感 受 性 安 定 ラ ジ カ ル で あ る lithium 5,9,14,18,23,27,32,36-octa-n-butoxy-2,3- 

naphthalocyanine (LiNc-BuO; 図 2A)は以下のとおり合成した。アルゴンガス置換下のナ

スフラスコ内で、3.5 gのリチウム顆粒に pentanol 7.5 mlを添加し、攪拌しながら 60℃

の オ イ ル バ ス 中 に お い て 溶 解 し た 。 7.5 ml の Li-pentanol と 50 mg の

octa-n-butoxynaphthalocyanine をアルゴンガス置換ナスフラスコ内で 140℃、2.5 時間混

合した。三角フラスコにおいて上記の反応液と 150 mlの tert-butyl-methyl-etherを混合し、

綿とシリカを用いて濾過した。濾液を 40℃のエバポレーターで溶媒を除き、15 ml の

hexaneに溶解し、氷冷エバポレーターで濃縮した。濃縮液に 10 mlの methanolを加え、

ブフナーの中心に重層し、乾燥させた。得られた LiNc-BuO に 10 mg/ml の濃度で 5% 

dextran添加 PBSを加え、超音波処理により溶解した。マイクロシリンジを用いて一匹

あたり 20 µlの LiNc-BuO懸濁液を移植腫瘍内に注入した。すべての移植腫瘍における

酸素分圧測定は注入 24時間以降に開始した。ESRスペクトルの収集はサーフェイスコ

イルを備えた L-band ESR spectrometer (JES-TE200; JEOL、東京)を使用し、以下の条件で

行った。 

Scan time 480 sec、Field scanning 1.0 mT、Field modulation 0.032 mT、 Time constant 10 sec、

Microwave Frequency 1.096 GHz、Microwave power 6 mW 

 酸素分圧に対する検量線作成のため、0 mmHgはアルゴンガス内、38、76、108 mmHg

は酸素・窒素混合ガス内、ならびに 149 mmHgは大気圧条件にて ESRスペクトルを取

得し、その線幅から検量線を作成した（図 2B）。 

 

2-5. 免疫組織化学  

 X線照射後の腫瘍内低酸素領域の変化を評価するため、二種類の低酸素集積性ニトロ

イミダゾール化合物を X 線照射前後にタイミングをずらして投与し、それぞれの特異

抗体を用いて免疫組織化学を行った（図 3）。X 線照射 1 時間前に PBS に溶解した
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pimonidazole（Hypoxyprobe-1 Kit; Hypoxyprobe, Inc.）を 10 mg/kgの用量で静脈内投与し、

照射前の低酸素領域を標識した。X線照射後に任意の時間で、2%エタノールを含む 5%

ブドウ糖液に溶解した EF5を 30 mg/mlの用量で腹腔投与した。1時間後に CO2吸入に

より安楽殺し、腫瘍塊を切り出し、10%中性緩衝ホルマリンで一晩、4℃で浸漬固定し

た。固定後、70%-90%のアルコール系列で脱水し、キシレンにて 3回、各 2時間透徹し、

68℃インキュベーター内でパラフィンを 3回、各 2時間浸透した後、包埋をおこなった。

パラフィンブロックは滑走型ミクロトームを用いて 3 µmの厚さに薄切された。パラフ

ィン切片は 68℃、1時間インキュベートし、脱パラフィン、再水和した。抗原の賦活化

は 0.01 M クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0)を用い、圧力鍋で 121℃、2.5分加熱する

ことで行った。PBSで 3回洗浄後、5%ヤギ血清を含む PBSで室温、60分反応させ非特

異的反応を除いた。ブロッキング液を除去後、5%ヤギ血清を含む PBSに希釈した抗 EF5

抗体（1:10）または抗 CD31 抗体（1:100）にて 4℃、一晩処理した。PBS にて 3 回、2

分洗浄後、5%ヤギ血清を含む PBSに希釈した Alexa Fluor®555標識抗マウス IgGまたは

抗ウサギ IgG 抗体にて室温、1 時間処理した。PBS で 3 回洗浄後、5%ヤギ血清を含む

PBSで室温、60分反応させた。続いて抗 pimonidazole抗体（1:100）または抗 eNOS抗

体（1:100）にて 4℃、一晩処理した。PBS にて 3 回、2 分洗浄後、5%ヤギ血清を含む

PBSに希釈した Alexa Fluor®488標識抗マウス IgGまたは抗ウサギ IgG抗体にて室温、1

時間処理した。PBSにて 3回、2分洗浄後、300 nMの 4',6-diamidino-2-phenylindole （DAPI）

を含む PBS により 20 分染色した。染色切片は ProLong® Gold Antifade Reagent（Life 

Technologies Corporation）により封入した後、DP71デジタルカメラを備えた BX41正立

蛍光顕微鏡（Olympus, 東京）で画像を取得した。染色切片の定量化は、ImageJ（National 

Institutes of Health, MD, USA）を使用し、各群から 200倍の倍率で無作為に 10視野選び、

陽性領域のピクセル数を計測した。 
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2-6. 組織灌流量試験  

 放射線照射後の組織灌流量を評価するため、DNA 親和性蛍光色素を灌流し組織上で

その拡散性を評価した。X 線照射後、1.5%のハロセン麻酔下のマウスに PBS に溶解し

た Hoechst33342（H33342）を 30 mg/kgの用量で静脈投与した。4分後に CO2吸入によ

り安楽殺し、腫瘍塊を切り出し、凍結標本用包埋剤（ティシュー・テック O.C.T.コンパ

ウンド；サクラファインテックジャパン、東京）に包埋し、ドライアイス冷却エタノー

ルで凍結した。切片はクライオトームを用いて 10 µmの厚さに調整された。室温で 10

分間乾燥させた後、アセトン固定を 4℃、5 分間おこなった。PBS にて 3 回、2 分洗浄

後、ProLong® Gold Antifade Reagentにより封入した。灌流面積の定量化は、免疫組織化

学的解析と同様に DP71デジタルカメラを備えた BX41正立蛍光顕微鏡で得られたデジ

タル画像から ImageJを使用し、各群から 100倍の倍率で無作為に 10視野選び、陽性領

域のピクセル数を計測した。 

 

2-7. 定量 PCR 

 X線照射後の腫瘍組織を採材し、液体窒素にて凍結した。凍結組織は液体窒素下で乳

鉢を用いて破砕し、約 20 mgの組織から SV Total RNA Isolation System（Promega, Madison, 

WI, USA）により製造元のプロトコルに従い RNAを抽出した。抽出した総 RNAの濃度

は分光光度計 (DU 800 Spectrophotometer; Beckman Coulter, Brea, CA, USA)を用いて測

定した。逆転写反応は、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（東洋紡, 大阪）を用いて 2 µg

の総 RNA から cDNAの合成を行った。反応には TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice mini 

TP10（タカラバイオ, 滋賀）を用い、37℃で 15分間、50℃で 5分間、98℃で 5分間の

条件で行った。リアルタイム PCRでは、cDNA 10 ng、Forward/Reverseプライマー 各 5 

pmolならびに FastStart Essential DNA Green Master (Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany)を含む全量 10 µlの反応液を調製し、PCR 反応を行った。PCR 条件は 95℃で
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10分アニーリングを行い、増幅反応は 95℃で 20秒、60℃で 20秒、72℃で 20秒を 1サ

イクルとし、計 40サイクル行った。PCR反応は LightCycler Nano System (Roche Applied 

Science)で行い、付属のソフトウェアで解析を行った。蛍光強度は毎回の伸長反応の終

点で測定した。内部標準遺伝子としてβ2-microglobulin(B2M)遺伝子を使用し、各遺伝子

の発現レベルを補正した。PCR反応に用いたプライマー配列を以下に示す。 

 

nNOS 

5’-CAAGAACTGGGAGACAGATG-3’ 

5’-CTGACTTCCGTATGTGATGG-3’ 

 

iNOS 

5’-GACCTGAAAGAGGAAAAGGA-3’ 

5’-TGTATTGTTGGGCTGAGAAC-3’ 

 

eNOS 

5’-AAAGCTGCAGGTATTTGATG-3’ 

5’-TGCCTCTATTTGTTGCGTAT-3’ 

 

β2-microglobulin (B2M) 

5’-AGGAGTGGATCTCTGGAAAG-3’ 

5’-GCTTGATCACATGTCTCGAT-3’. 

 

2-8. ウェスタンブロッティング  

 X線照射後の腫瘍組織を採材し、液体窒素にて凍結した。組織重量 1 mgに対し 2 µl
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の Homogenize Buffer A（10 mM HEPES-NaOH [pH 7.4], 1 mM EDTA, 1% Triton-X100）を

添加し、氷上でモーターに取り付けたホモジェナイザーペッスル（1005-39; AS ONE、

大阪）で 3 秒間、20 回破砕した。続いて、30 秒間、3 回の超音波処理を行い、20,000

×gで 20分遠心した。上清を回収し、再び 20,000×gで遠心した。得られた上清をタン

パク質試料とし、Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA)

のプロトコルに従ってタンパク質濃度の定量を行い、各試料の濃度を揃えた。Laemmli’s 

sample Buffer（0.1875 M Tris–HCl [pH 6.8]、15% β-mercaptoethanol、 6% SDS、 30% 

glycerol、0.006% bromophenol blue）を試料の 1/2容量加え、沸騰水で 3分間加熱処理し

泳動試料とした。試料は SDS-PAGE 電気泳動装置でタンパク質を分離し、転写装置を

用いてニトロセルロース膜に 100 V、1時間転写した。転写したニトロセルロース膜は、

5%低脂肪スキムミルクを含む Tris-Tween-20（TBST; 10 mM Tris-HCl [pH7.4]、0.1 M NaCl、

0.1% Tween-20）にて 1時間ブロッキングした。その後、iNOSおよび eNOSを検出する

場合には 5% Bovine Serum Albumin（BSA）を含む TBSTで 750倍希釈した一次抗体を、

CD31および COX-2を検出する場合には 5%低脂肪スキムミルクを含む TBST溶液にて

1,000 倍希釈した一次抗体にメンブレンを浸し、4℃で一晩処理した。TBST にて 3 回、

10分洗浄後、TBSTにより 3000倍希釈した Horse radish peroxidase （HRP)標識二次抗

体にメンブレンを浸し室温、1時間処理した。その後、化学発光基質（Western Lightning® 

Plus-ECL; Perkin Elmer Life Science）を添加し、画像解析装置（LAS 4000 mini; 富士フィ

ルム、東京）にてバンドの検出を行った。 

 

2-9. NOS活性試験  

 [14C]-L-arginine（比活性 10.138 Bq/pmol）および NOS Activity Assay Kitを使用し、製

造元のプロトコルに従って組織中の NOS活性を測定した。X線照射後、任意の時間で

腫瘍組織を採材し、液体窒素にて凍結した。組織試料 1 mgあたり 3 µlの Homogenize 
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Buffer B（25 mM Tris-HCl [pH 7.4], 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 µM PMSF, 10 µg/ml 

leupeptin, 10 µg/ml aprotinin, 10 µg/ml pepstatin）を添加し、氷上でモーターに取り付けた

ホモジェナイザーペッスルで 3秒間、20回破砕した。10,000×g、10分間遠心後、上清

を回収し再び 10,000×g、10 分間遠心した。得られた上清を Reaction Buffer (25 mM 

Tris-HCl [pH7.4], 3 µM tetrahydrobiopterin (BH4), 1 µM FAD, 1.25 mM NADPH, 0.5 µCi 

[14C]-L-arginine, 0.75 mM CaCl2、0.1 µM calmodulin)と混合した。その後、0.1% DMSO、

20 mM 広域 NOS阻害剤 L-NAME、および 10 µM 特異的 iNOS阻害剤 1400Wを添加後

に 37℃、60分間反応させた。得られた反応液に 8倍量の氷冷 Stop Buffer（50 mM 

HEPES-NaOH [pH5.5], 5 mM EDTA）を添加し反応を停止させた。陽イオン交換樹脂中

を通過させ[14C]-L-arginineを除いた後、反応液中の[14C]-L-citrullineを液体シンチレーシ

ョンカウンタで計数した。すべての試料に対し Bio-Rad Protein Assay Kitを用いてタン

パク質濃度の定量を行い、NOS活性（pmol/µg/min）を算出した。 

 

2-10. 統計処理  

 群間比較の統計的有意性は、F検定による分散比の検定ならびに t-検定により行った。

危険率が p<0.05の際に有意差有りとした。 
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3. 結果  

3-1. 腫瘍内組織酸素分圧および低酸素領域に及ぼす放射線誘導性 NOの効果  

 放射線照射後の SCCVII移植腫瘍内の組織酸素分圧を測定するため、L-band ESRを用

いた酸素分圧測定法を行った。照射前の組織酸素分圧は 4.3 mmHg であったのに対し、

13  Gyの X線照射 24時間後では 17.4 mmHgと有意な組織酸素分圧の上昇が観察され

た（図 4A）。また、照射 48時間後では 7.7 mmHgと下がるものの、それ以降も照射前

より高い酸素分圧が維持された。続けて、腫瘍組織内における低酸素領域の変化を免疫

組織化学により評価した。移植腫瘍モデルに低酸素プローブである pimonidazoleを投与

し、照射前の低酸素領域を標識した。また、X 線照射後の任意の時間において

pimonidazoleとは異なる低酸素プローブである EF5を投与し、各時点での低酸素領域を

標識した。その後、両低酸素プローブの組織内局在を二重免疫組織化学染色により検討

した（図 4B）。まず二種類の低酸素プローブを 1 時間差で投与した移植腫瘍では両プ

ローブの陽性領域が一致したため、プローブの性質として同程度の酸素分圧にある低酸

素細胞に集積することが確認できた。X 線照射 24 時間後に EF5 を投与した群では

pimonidazole陽性領域に比較して、EF5陽性領域は著しく減少した。また、照射 48時間

後に EF5を投与した群では 24時間後ほどではないものの pimonidazole陽性領域に比べ

EF5陽性領域の減少が観察された。以上の組織画像から二種類の低酸素プローブ陽性領

域を定量し、pimonidazole陽性領域に対する EF5陽性領域の比を算出した。X線照射 24

時間後および 48時間後において、EF5陽性領域はそれぞれ 13.1%および 58.2%まで減少

した（図 4D）。以上から、組織酸素分圧の変動と同様に、放射線照射後に低酸素領域

が減少することが示唆された。 

 放射線誘導性再酸素化に及ぼす一酸化窒素の効果を、広域 NOS阻害剤 L-NAMEを前

投与することで評価した。L-NAME投与群において放射線照射 24時間をピークとする

早期の組織酸素分圧の上昇のみが抑制された（図 4A）。加えて、pimonidazole と EF5
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を用いた組織学的実験では、L-NAME投与により X線照射 24時間後に生じた低酸素領

域の減少のみが阻害された（図 4C、4D）。以上から、放射線照射は腫瘍内の組織酸素

分圧を上昇させ、同時に低酸素領域を減少させること、また NOがその再酸素化に関与

することが示唆された。 

 

3-2. 放射線による組織灌流量の上昇に対する NOの関与  

 次に放射線照射後の腫瘍内での NO産生を評価するため、腫瘍内タンパク質のニトロ

化レベルを 3-Nitrotyrosine（3-NT）に対するウェスタンブロットにより評価した。図 5A

の矢印で示した様に放射線照射によって三種類の腫瘍内タンパク質のニトロ化チロシ

ンレベルは上昇し、L-NAME 投与によりそれらのタンパク質のニトロ化レベルの上昇

は抑制された。NO は血管拡張性物質として知られており、NO ドナーの投与は正常組

織だけではなく腫瘍組織中でもその血流量を増加させることが知られている 16。従って、

放射線照射後の腫瘍内組織灌流量の変化、および NOの効果を組織灌流量試験により検

討した。静脈投与された H33342は血管からの拡散性に依存して組織中へ浸透し、DNA

と結合する。L-NAME 非投与群では放射線照射後、腫瘍内の灌流面積の上昇が観察さ

れた（図 5B）。灌流領域を定量したところ、H33342 陽性領域は照射前では 8.5%であ

ったが、照射 24時間後では 30.9%、48時間後では 31.3%まで上昇した（図 5C）。また、

L-NAME投与群では 24時間後に生じた組織灌流量の上昇の阻害が観察されたが、48時

間後に生じる組織灌流量の阻害は観察されなかった。以上から、放射線照射は NO産生

を亢進させ、組織灌流量を増加させることが示唆された。 

 

3-3. 放射線感受性に及ぼす NOの効果  

 放射線照射により NO依存的に組織灌流量が上昇し、腫瘍内の低酸素領域が減少した。

序論で述べたように、腫瘍内における低酸素領域は放射線抵抗性であることが知られて
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いる。そこで分割照射の抗腫瘍効果に及ぼす NOの効果について評価した。分割照射プ

ロトコルは 10 Gyの 2回照射（照射間隔 18時間）とし、1回目の照射後に L-NAMEを

腹腔投与し、2 回目の照射直前まで飲水投与した（図 6A）。X 線非照射群は L-NAME

投与・非投与に関わらず急激な腫瘍体積の増大が観察された。放射線治療群では分割照

射による腫瘍体積増加の抑制作用観察されたが、L-NAME 投与群では抗腫瘍作用の有

意な抑制が観察された（図 6B）。以上より、1 回目の X 線照射により生じる NO 産生

の亢進は、二回目の照射による放射線感受性を増感していることが示唆された。 

 

3-4. 腫瘍内 NO合成酵素に及ぼす放射線照射の効果  

 ここまでの結果から、放射線による NO産生は固形腫瘍の再酸素化に関与することで、

その後の放射線感受性を制御していることが示唆された。次に、放射線照射後に生じる

NO産生の責任酵素を解析した。SCCVII移植腫瘍内における各種 NOSアイソフォーム

の mRNAを RT-定量 PCRで評価した（図 7A）。定量 PCRにより、移植腫瘍内におけ

る nNOS mRNA の発現量は他のアイソフォームと比較し極めて低値であった。また、

iNOSおよび eNOSにおいては一定の mRNAの発現が観察されたが、X線照射による有

意な増加は観察されなかった。 

 SCCVII移植腫瘍内においてmRNAの発現が確認された iNOSおよび eNOSについて、

それらのタンパク質発現量をウェスタンブロットにより評価したところ、放射線照射に

よる両アイソフォーム発現量の増加は観察されなかった（図 7B）。組織灌流には血管

新生や炎症が関与していることも考えられたため、血管内皮細胞マーカー（CD31）お

よび炎症マーカー（COX-2）の発現量についても評価したが、放射線照射によるそれぞ

れの発現量の増加は観察されなかった（図 7B）。以上から、放射線照射後の NO 産生

はその産生酵素である NOS の発現レベルに依存しないことが示唆された。そこで、移

植腫瘍からのタンパク質抽出液における NOS活性を評価した。DMSO処理群から分か
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るように、放射線照射後の NOS活性は有意な増加を示した（図 7C）。続いて、移植腫

瘍抽出液の NOS活性を広域 NOS阻害剤 L-NAMEおよび特異的 iNOS阻害剤 1400W存

在下で測定した。照射および非照射群において、L-NAME存在下において NOS活性は

有意に抑制された。しかし、1400W存在下では NOS活性の抑制は観察されなかった（図

7C）。この結果から、X線照射による全体としての NOS活性の上昇を担っているのは、

iNOSではなく eNOSであることが示唆された。加えて、免疫組織化学により、SCCVII

移植腫瘍において eNOSは血管内皮細胞マーカーである CD31と共局在することが観察

された（図 7D）。以上から、放射線照射によって血管内皮細胞に存在する eNOS が活

性化し、腫瘍内の NO産生が亢進することが示唆された。 
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4. 考察  

 固形腫瘍内の放射線応答として、固形腫瘍内の低酸素領域が放射線照射後に減少する

ことが報告されている 28。Hallらはこの再酸素化機構に関して、放射線感受性の高い通

常酸素領域において細胞死が生じ、酸素消費量が減少することで、残存する低酸素領域

へと酸素が供給されるためであると述べている 11。加えて、腫瘍内に存在する閉塞血管

が放射線照射により一時的に再灌流することが再酸素化を誘発することが報告されて

いる 4,11。しかし、放射線照射後の再酸素化機構に関して、その詳細は明らかではない。 

 本章ではまず放射線によって起こる再酸素化の経時的変化を、in vivo ESRによる酸素

分圧測定および二種類の低酸素マーカーを用いた二重蛍光染色によって評価し、

H33342 を用いた組織灌流量との比較を行った。連続的な組織酸素分圧測定により、放

射線は 12 時間後から 24 時間後に急激に酸素分圧を上昇させ、48 時間後以降では照射

前より高い酸素分圧で安定した（図 4A）。また、腫瘍内の組織灌流量も 24時間後、48

時間後で増加が観察された（図 5B、5C）。組織酸素分圧と組織灌流量の変化に伴い、

照射 24時間後および 48時間後において腫瘍内の低酸素領域は減少していた（図 4D）。

組織の酸素環境には、組織灌流以外にも、腫瘍体積や血管新生が関与していることが報

告されているが 19、SCCVII移植腫瘍において照射 24 時間から 48 時間後では、腫瘍体

積の減少および血管新生の亢進は観察されなかった（データ未掲載）。また、Crokart

らは放射線照射により生じる炎症反応が急性期の再酸素化に関与することを報告して

いるが 4、SCCVII移植腫瘍においてはマクロファージの浸潤は観察されず（データ未掲

載）、かつ炎症マーカーの上昇および iNOS の誘導は観察されなかった（図 7B）。以

上から、放射線照射後に生じる組織灌流量の上昇が、低酸素領域の再酸素化に関与して

いることが示唆された。 

 NOは内因性の血流調節因子として知られており、組織灌流量を増加させることが報

告されている 25。そこで、放射線誘発再酸素化に対する NOの関与を検討した。放射線
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照射後の SCCVII移植腫瘍内では、タンパク質のニトロ化レベルの上昇が観察され（図

5A）、その上昇は L-NAME投与により抑制されたため NO産生が増強していることが

示唆された。また、L-NAME投与は放射線照射 24時間後に生じた組織酸素分圧の上昇、

低酸素領域の減少、および組織灌流量の増加を抑制した。L-NAMEが 48時間における

酸素環境の変化に関与しないことから、NOは照射 12時間後から 24時間後に生じる再

酸素化のみを制御していることが示唆された（図 4、図 5）。興味深いことに、L-NAME

を投与し NO依存性の再酸素化を阻害した群では、分割照射による抗腫瘍効果の有意な

抑制が観察された（図 6B）。以上から、放射線誘導性 NOは照射後 12～24時間程度に

おける血流状態を改善し、低酸素領域を再酸素化することで、固形腫瘍の放射線感受性

を制御することが示唆された。また、NO 非依存性である照射 48 時間以降の再酸素化

においては、Hallら 11が述べたような放射線誘発性細胞死により生じる再酸素化である

と考えられる。 

 続いて、NO産生の責任酵素の解明を検討した。ほ乳類細胞には、iNOS、nNOSなら

びに eNOS の三種類のアイソフォームが存在している。iNOS は発現量によりその活性

制御がなされているが、nNOSおよび eNOSは発現量だけではなく、リン酸化シグナル

により制御されている 10。SCCVII 移植腫瘍内の mRNA 発現解析により、腫瘍内では

nNOSの発現が極めて低いことが明らかとなった（図 7A）。また、放射線照射後の iNOS

および eNOSのmRNAおよびタンパク質発現量の増加は観察されなかった（図 7A、7B）。

しかし、腫瘍組織抽出液中の NOS活性は照射により上昇しており、その NOS活性は広

域 NOS阻害剤 L-NAMEで阻害されたが、特異的 iNOS阻害剤 1400Wでは阻害されなか

った（図 7C）。加えて、SCCVII移植腫瘍において eNOSは血管内皮細胞と共局在して

いた（図 7D）。以上から、放射線照射は iNOSではなく、腫瘍内血管に存在する eNOS

を活性化し、NO産生を亢進していることが示唆された。  
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5. 小括  

 本章では固形腫瘍の酸素環境に及ぼす放射線誘導性NOの効果およびNO産生の責任

酵素を解明した。マウス扁平上皮がん SCCVII細胞を C3H/HeJマウスに移植し固形腫瘍

を形成し、放射線照射後の酸素環境の変動を、ESRを用いた組織酸素分圧測定、二種類

の低酸素集積性化合物を用いた免疫組織化学ならびに組織灌流量試験によって解析し

た。X 線照射は腫瘍内の組織酸素分圧を上昇させ、低酸素領域を減少させた。加えて、

組織中の灌流量の低下が観察された。一酸化窒素合成酵素（NOS）阻害剤 L-NAME の

投与によって酸素環境の変化が抑制されたことから、放射線による NO産生は固形腫瘍

の酸素環境を制御していることが解明された。また、分割放射線照射プロトコル中に

L-NAME を投与すると、抗腫瘍効果の有意な抑制が観察された。加えて、放射線照射

後に生じる NO 産生の責任酵素を解明するため、mRNA、タンパク質発現量ならびに

NOS 活性を測定したところ、放射線照射後には eNOS の活性化が関与していることが

明らかとなった。これらの結果から、放射線照射により腫瘍内血管の eNOSが活性化し、

腫瘍内血流量が増加することが明らかとなった。加えて、組織灌流量の上昇に伴い、腫

瘍内の低酸素領域が減少し、腫瘍の放射線感受性を増感していることが示唆された（図

8）。しかし、放射線がどのような経路によって eNOSを活性化しているのかについて、

その制御機構は未だ不明である。 
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＜第二章＞  

放射線による内皮型一酸化窒素合成酵素活性化機構  

 

1. 序論 

 第一章では、放射線照射後に腫瘍内の血管内皮細胞における eNOSが活性化し、eNOS

由来の NO 産生が組織灌流量を上昇させ、急性期の再酸素化を生じることを解明した

（図 8）。また、この再酸素化が頻回照射時の放射線治療効果増強の一因となっている

ことが明らかとなった。eNOSは過酸化水素、ずり応力、および紫外線など様々な外的

因子により活性化されることが報告されている。また、それらの因子による eNOS活性

化は、刺激に曝露された直後から起こることが知られている 25。しかし、ウシ大動脈内

皮細胞（BAEC）を用いた報告 26によると、放射線の場合は照射後 12～24 時間におい

て、持続的に eNOSの活性化に関与する Ser1179残基のリン酸化が上昇し、そのリン酸

化に Aktが関与することが示唆されている。以上の eNOS活性化までの所要時間および

効果時間の差違より、他の外的な刺激因子と異なる放射線特有の活性化経路が存在する

と考えられるがその詳細については明らかとなっていない。 

 一般的な NOS 活性化機構に関して、eNOS はリン酸化修飾により活性化することが

知られており、Ser1179残基におけるリン酸化がその酵素活性に密接に関わっている 5。

一方、放射線は DNA 損傷を引き起こすため、細胞内では DNA 損傷に応答する広範な

リン酸化シグナルカスケードが誘導される。特に Ataxia telangiectasia mutated（ATM）

キナーゼはその中心的役割を示し、損傷修復や細胞周期の停止など様々な適応応答に関

与している 27。以上の知見から、すでに報告されている Aktに加えて、放射線によって

ATM やその下流のリン酸化酵素の活性化が起こり、eNOS のリン酸化に繋がっている

のではないかという仮説が考えられた。 

 加えて、Doteらは、核内に存在する HSP90が DNA損傷修復において ATMの損傷部
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位への集積と安定化に関与しており、適切な DNA二本鎖切断修復に必須であることを

報告している 6。細胞内分子シャペロンである HSP90は細胞質に多く存在するタンパク

質である。HSP90と相互作用するタンパク質にはリン酸化酵素などの様な、細胞増殖・

生存に必須なシグナル伝達分子が多く含まれ、クライアントタンパク質が正しくシグナ

ルに応答して機能する為の補助因子として ATP依存的に働いている 29。よって、HSP90

は DNA損傷応答を制御する ATMの集積・活性化の修飾により、放射線照射後の eNOS

活性化に関与していることが考えられた。 

 本章では、BAECを用いて in vitroにおける放射線照射後の NOS活性を評価した。加

えて、放射線照射後の eNOSのリン酸化状態をウェスタンブロットにて検討するととも

に、これに対する ATMおよび HSP90の関与を検討した。  
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2. 材料および方法  

2-1. 試薬  

 Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）は Life Technologies Corporationから購入

した。ATM阻害剤 Ku-60019は Selleck Chemicals（Houston, TX, USA）より、HSP90阻

害剤 geldanamycinは Focus Biomolecules（Fort Washington, PA, USA）より購入した。 

 抗 eNOS抗体（ab66127）、抗 eNOS-pSer1179抗体（ab87750）、抗 CD31抗体（ab28364）、

抗 iNOS抗体（ab3523）は Abcam（Cambridge, MA, USA）より購入した。抗 ATM-pSer1981

抗体（200-301-500）は Rockland Immunochemicals（Gilbertsville, PA, USA）より購入し

た。抗 eNOS-pThr497抗体（sc-19827）、抗 COX-2抗体（sc-1746）、抗 Actin抗体（sc-1615）、

および HRP標識二次抗体は Santa Cruz Biotechnology（Santa Cruz, CA, USA）より購入し

た。また、AlexaFluor®488または 555標識二次抗体は Life Technologies Corporationから

購入した。特に記載の無い一般試薬については和光純薬（大阪）から購入した。 

 

2-2. 細胞培養  

 ウシ大動脈血管内皮細胞（BAEC; Cell Systems, Kirkland, WA, USA）は 10 % FBSを含

む DMEM 培地中で加湿、37℃ならびに 5% CO2条件下で培養した。すべての実験は 5

～9継代の細胞を使用した。 

 

2-3. NOS活性試験  

 [14C]-L-arginine（比活性 10.138 Bq/pmol）および NOS Activity Assay Kitを使用し、製

造元のプロトコルに従って培養細胞中の NOS活性を測定した。X線照射後の培養細胞

をスクレイパーにより回収し、秤量後に液体窒素にて凍結した。組織試料 1 mgあたり

1 µlの Homogenization Buffer C（25 mM Tris-HCl [pH 7.4], 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.1% 

Triton-X100, 1 µM PMSF, 10 µg/ml leupeptin, 10 µg/ml aprotinin, 10 µg/ml pepstatin）を添加
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し、氷上で 10秒間、3回の超音波処理を行い、20,000×gで 20分遠心した。得られた

上清を Reaction Buffer (25 mM Tris-HCl [pH7.4], 3 µM BH4, 1 µM FAD, 1.25 mM NADPH, 

0.5 µCi [14C]-L-arginine, 0.75 mM CaCl2、0.1 µM CaM)と混合し、37℃、60分間反応させ

た。得られた反応液に 8倍量の氷冷 Stop Buffer（50 mM HEPES [pH5.5], 5 mM EDTA）

を添加し反応を停止させた。陽イオン交換樹脂中を通過させ[14C]-L-arginineを除いた後、

反応液中の[14C]-L-citrullineを液体シンチレーションカウンタで計数した。すべての試料

に対し Bio-Rad Protein Assay Kitのプロトコルに従ってタンパク質濃度の定量を行い、

NOS活性（pmol/µg/min）を算出した。また、試料中の NOS活性を阻害するため、0.1% 

DMSO、20 mM 広域 NOS阻害剤 L-NAME、および 10 µM 特異的 iNOS阻害剤 1400W

存在下で NOS活性の測定を行った。 

 

2-4. ウェスタンブロッティング  

 X 線照射後の細胞をスクレイパーにて採取し、20,000×g、4℃、2 分間遠心し回収し

た。凍結融解の後、50 µlの氷冷 Lysis緩衝液（25 mM Tris-HCl [pH 7.4], 300 mM NaCl, 10% 

glycerol, 3 mM EDTA, 1mM MgCl2, 25 mM NaF, 1% Triton X-100, 50 mM 

β-glycerophosphate, 1 µM PMSF, 10 µg/ml leupeptin, 10 µg/ml aprotinin, 10 µg/ml pepstatin, 

1 µM DTT）を加え, 10秒間、3回の超音波処理を行い、20,000×gで 20分遠心した。得

られた上清をタンパク質試料とし、Bio-Rad Protein Assay Kitのプロトコルに従ってタン

パク質濃度の定量を行い、各試料の濃度を統一した。Laemmli’s sample Buffer（0.1875 M 

Tris–HCl [pH 6.8]、15% β-mercaptoethanol、 6% SDS、 30% glycerol、0.006% bromophenol 

blue）を試料に加え、沸騰水で 3分間加熱処理し泳動試料とした。試料は SDS-PAGE電

気泳動装置でタンパク質を分離し、転写装置を用いてニトロセルロース膜に 100 V、1

時間転写した。eNOS-pSer1179、eNOS-pThr497ならび eNOSを検出する場合には、ニト

ロセルロース膜を 5% BSAを含む TBSTにて 1時間ブロッキングした。その後、5% BSA



 38 

を含む TBST で 1500 倍希釈した一次抗体を添加した。また、Actin を検出する場合は、

5% 低脂肪スキムミルクを含む TBSTにて 1時間ブロッキングした後、5% 低脂肪スキ

ムミルクを含む TBST 溶液にて 1,000 倍希釈した一次抗体にメンブレンを浸し、4℃で

一晩処理した。TBSTにて 3回、10分洗浄後、5% 低脂肪スキムミルクを含む TBSTに

より 3000倍希釈した HRP標識二次抗体にメンブレンを浸し室温、1時間処理した。そ

の後、化学発光基質（Western Lightning® Plus-ECL）を添加し、LAS 4000 miniにてバン

ドの検出を行った。 

 

2-5. 免疫蛍光法  

 細胞をカバーグラス上に播種し、48時間培養した。1時間の薬剤処理後、X線を照射

し、1時間後または 6時間後に 4% パラホルムアルデヒドを含む PBSで 4℃、20分間固

定した。PBSで 3回洗浄後、5%ヤギ血清および 1%BSAを含む PBSで室温、30分反応

させブロッキングした。ブロッキング液を除去後、5%ヤギ血清、1% BSAならびに 0.01% 

Triton X-100を含む PBSで希釈した抗 ATM-pSer1981抗体（1:1000）にて 4℃、一晩処

理した。PBS にて 3 回、2 分洗浄後、5%ヤギ血清を含む PBS に 2,000 倍希釈した

Alexafluor®488 標識抗マウス IgG にて室温、1 時間処理した。PBS にて 3 回、2 分洗浄

後、300 nMの 4',6-diamidino-2-phenylindole （DAPI）を含む PBSにより 20分染色した。

ProLong® Gold Antifade Reagentにより封入後、蛍光画像を LSM700共焦点顕微鏡ならび

に Zeiss Efficient Navigator software（Carl Zeiss, Oberkochen, Germany）を用いて倍率 1,000

倍で撮像した。 

 

2-6. 統計処理  

 群間比較の統計的有意性は、F検定による分散比の検定ならびに t-検定により行った。

危険率が p<0.05の際に有意差有りとした。  
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3. 結果  

3-1. NOS活性に及ぼす放射線の効果  

 放射線照射後の BAECにおける NOS活性を測定した。10 Gyの X線照射により、NOS

活性はゆるやかに上昇し、照射 12時間後および 24時間後において有意な NOS活性の

上昇が観察された（図 9A）。同様に 5、10ならびに 15 Gyの X線を照射したところ、

照射 12時間後の時点ですべての線量において 1.5倍程度のNOS活性の上昇を示した（図

9B）。続いて、放射線照射後の NOS 活性化の責任酵素を解析した。第一章と同様に、

NOS活性試験において広域 NOS阻害剤 L-NAMEおよび特異的 iNOS阻害剤 1400W 存

在下において NOS 活性を測定した。DMSO 存在下では、放射線照射後の NOS 活性は

有意な増加を示した。続いて、BAEC 抽出液の NOS 活性を広域 NOS 阻害剤 L-NAME

および特異的 iNOS 阻害剤 1400W 存在下で測定した。照射および非照射群において、

L-NAME存在下では NOS活性は有意に抑制された。しかし、1400W存在下ではそれら

の NOS活性は抑制作用を示さず、照射群において有意な NOS活性の上昇が観察された

（図 9C）。以上から、放射線照射によって持続的な NOS活性化が生じること、またそ

の活性が iNOSに由来しないことが示唆された。 

 

3-2. eNOSリン酸化状態に及ぼす放射線の効果  

 タンパク質発現量に依存する誘導型 NOS(iNOS)と異なり、構成型 NOS(cNOS)の活性

化は翻訳後修飾により制御される 25。cNOSのうち血管内皮細胞に存在する eNOSでは

複数のセリン残基およびスレオニン残基のリン酸化修飾により機能調節を受けること

が報告されている 25。そこで X線照射後の eNOSリン酸化状態をウェスタンブロットに

より評価したところ、照射 3～24時間後において NO産生を亢進させる Ser1179残基の

有意なリン酸化レベルの上昇が観察された（図 10A、10B）。また抑制性のリン酸化部

位である Thr497残基は照射 12時間以降で脱リン酸化していた（図 10B）。以上の結果
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より、放射線照射は eNOS-Ser1179残基をリン酸化することで、持続的な活性化を誘導

することが示唆された。 

 

3-3. 放射線による eNOS活性化に対する ATMの関与  

 ATM は DNA 損傷センサータンパク質であり、様々なリン酸化シグナルカスケード

を誘導する。特に放射線照射により核内で生成される DNA 二本鎖切断部位に集積し、

自己リン酸化を経て、DNA損傷修復や細胞周期制御などの DNA損傷応答を誘導する 3。

そこで本研究では、放射線照射後の eNOS活性化に及ぼす ATMの関与を検討した。免

疫蛍光法により Ser1981のリン酸化 ATMの局在を調べたところ、X線照射によって照

射 30分後から 24時間まで持続的な核内 ATMのリン酸化を誘導した（図 11A）。また、

ATM阻害剤である Ku-60019はこの X線による ATMのリン酸化を阻害した。次に放射

線照射後に生じる eNOSリン酸化への ATMの関与をウェスタンブロットにより検討し

たところ、Ku-60019処理により X線照射後の eNOS-Ser1179リン酸化が抑制された（図

11B）。加えて、Ku-60019処理は X線照射後の NOS活性の上昇を抑制した（図 11C）。

以上の結果から、放射線照射後に生じる ATMのリン酸化がその後の eNOS活性化に関

与していることが示唆された。 

 

3-4. 放射線による ATMリン酸化および eNOS活性化に対する HSP90の関与  

 分子シャペロンである HSP90 は細胞内に多く存在するタンパク質であり、核内の

HSP90 が DNA 損傷修復機構を調節していることが報告された 6。そこで本研究では、

ATM から生じる DNA損傷応答および eNOSリン酸化に及ぼす HSP90の効果をそのシ

ャペロン機能を阻害する geldanamycin を用いて評価した。免疫蛍光法により、

geldanamycin 処理は照射後の ATM-Ser1981 リン酸化を阻害することが明らかとなった

（図 12A）。また、HSP90は誘導型の HSP90αおよび構成型の HSP90βに分類されるが、



 41 

放射線照射後の HSP90α発現量の増加は観察されなかった。以上から、HSP90 は ATM

リン酸化を介した DNA損傷応答に関与していること、またこの関与には HSP90自身の

タンパク質発現量は依存しないことが示唆された。 

 続いて、放射線照射後の eNOSリン酸化および活性化への HSP90の関与を検討した。

geldanamycin 処理は、X 線照射後の eNOS-Ser1179 リン酸化を抑制し（図 12C）、さら

に NOS 活性の上昇を阻害した（図 12D）。以上より、HSP90 は核内における ATM の

リン酸化を制御することで、eNOS活性化に関与することが示唆された。 
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4. 考察  

 NOSにおける NO産生機構は以下の様に考えられている。eNOSの C末端に存在する

reductase domain において NADPH より電子を受け取り、FAD および FMN を介して N

末端の oxygenase domainへと伝達する。基質である L-arginineおよび酸素分子、ならび

に補因子である BH4が oxygenase domain に結合することで、活性中心であるヘムを介

した L-arginineの酸化反応が生じる 10。産生された NOは様々な酵素やタンパク質と相

互作用するが、NO が介する最も重要な生理機能は、guanylyl cyclaseの活性化と cyclic 

GMPの生成である。NOSから生成された NOは、内皮細胞を裏打ちする血管平滑筋へ

と速やかに拡散する。血管平滑筋において、NOは cyclic GMPを誘導することで血管平

滑筋を弛緩させ、血流および血圧調節機構を制御することが報告されている 25。血管内

皮細胞においては eNOSが主な NO発生源であることから、eNOSからの NO産生機構

は循環器系においての重要な制御因子である。前章において、放射線は腫瘍内で eNOS

を活性化すること、また NO産生の亢進により組織灌流量が増加し、固形腫瘍内に存在

する低酸素領域の再酸素化に関与することを解明した 21。腫瘍内における NO産生は放

射線抵抗性に深く関与することを示しており、その活性化メカニズムの解明が必要であ

る。しかし、現在まで放射線による eNOS 活性化機構に関する報告は少ない。そこで、

第二章ではウシ大動脈内皮細胞において放射線照射後の eNOS リン酸化機構を解明す

ることを目的とした。 

 ほ乳類における NO合成酵素は、その制御機構から誘導型および構成型に分類される。

発現量によって制御される誘導型と異なり、構成型はリン酸化修飾により厳格に制御さ

れている 10。構成型に属する eNOS は外部ストレスに応答し、Phosphoinositide 

3-kinase/Akt 経路を介して Ser1179 残基がリン酸化され活性化されることが知られてい

る 5。また、Vascular endothelial growth factorや bradykininは phospholipase C-γを活性化

し、小胞体からカルシウムを放出させる。細胞内カルシウムの増加は脱リン酸化酵素を
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活性化し、Thr497 残基の脱リン酸化を促進する。Thr497 残基の脱リン酸化によって

eNOSの calmodulin（CaM）結合領域が露出し、CaMと eNOSが結合する 7。これら

Ser1179残基のリン酸化および Thr497残基の脱リン酸化は、NADPHから eNOSの活

性中心への電子の移動を促進させるため、その酵素活性を上昇させることが報告されて

いる 10。 

 現在まで報告されている eNOS活性化因子は刺激直後における eNOSリン酸化を誘導

する 10,24。しかし、第一章から得られた知見や、BAECを含む複数の血管内皮細胞を用

いた報告によると、放射線は照射後 12～24 時間において持続的に eNOS を活性化する

ことが報告されている 21,26。本研究においても、放射線は照射 12～24時間後に NOS活

性を増強した（図 9A、9B）。また、その活性に対し広域 NOS阻害剤 L-NAMEは阻害

作用を示したが、iNOS特異的阻害剤 1400Wの阻害作用は観察されなかった（図 9C）。

1 µM 以上の 1400W 処理は同程度の NO 産生を起こすマウスマクロファージ由来の

iNOS 活性を完全に阻害した（データ未掲載）。加えて、同時点において、eNOS 活性

化に関わる Ser1179 のリン酸化レベルの上昇、Thr497 の脱リン酸化が観察された（図

10）。よって、放射線照射は eNOSを持続的にリン酸化し、その活性を増強することが

示唆された。 

 放射線は DNA二本鎖切断を引き起こし、ATMのリン酸化から続く DNA損傷応答を

誘導する。DNA 損傷応答の下流には数多くのリン酸化酵素が関与しており、放射線は

これらのリン酸化シグナルを持続的に活性化することが知られている。DNA 損傷応答

に関与する代表的なリン酸化酵素としては Protein kinase A、Akt、AMP-dependent protein 

kinase、Chk1などが知られており、これらのリン酸化酵素は eNOSを基質とすることが

報告されている 20,24。本研究では X線照射により、照射 1時間後から 6時間後において、

核内における ATM-Ser1981のリン酸化が観察された（図 11A）。ATMの Ser1981残基

は DNA二本鎖切断によって誘導される自己リン酸化部位であり、そのキナーゼ活性を
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増強する事がしられている 3。加えて、ATM阻害剤 Ku-60019処理により、照射による

eNOS リン酸化レベルの上昇および活性化の抑制が観察された（図 11B、11C）。ATM

は DNA修復の主制御因子であり、細胞核に局在することが知られている 27。近年、リ

ン酸化された ATM が細胞質へ拡散することが報告されており 14、前述の ATM の下流

に存在するリン酸化酵素は、細胞質において eNOS を基質とすることが知られている。

以上より、DNA二本鎖切断が誘導する DNA損傷応答により ATM含む複数のリン酸化

酵素が細胞質における eNOSの活性化に関与していることが示唆された。 

 本研究では、放射線照射後に Ser1179 リン酸化に遅れて Thr497 の脱リン酸化が観察

された（図 10B）。Thr497の脱リン酸化は eNOSと CaMとの親和性を高め、放射線に

よる eNOS活性化を増強していることが考えられる。eNOS-Thr497は基底状態において

リン酸化されており、小胞体からのカルシウム放出により活性化した protein 

phosphatase1 や protein phosphatase2 により脱リン酸化される 7。また、これらの脱リン

酸化酵素は DNA 損傷応答にも関与し、ATM より生じるリン酸化シグナルカスケード

を抑制性に制御している。よって、放射線照射後の Thr497 残基の脱リン酸化がカルシ

ウム依存性であるのか、Ser1179 残基のリン酸化と同様に DNA 損傷応答による事象で

あるのか、さらなる検討が必要である。 

 本研究では HSP90 阻害剤 geldanamycin が放射線照射後の ATM リン酸化を抑制する

事を示した（図 12A）。さらに geldanamycinは eNOS-Ser1179リン酸化を抑制し、NOS

活性の上昇を抑制した（図 12B、12C）。シャペロンタンパク質である HSP90はリン酸

化酵素など、細胞増殖・生存に必須なシグナル伝達分子と相互作用し、クライアントタ

ンパク質が正しくシグナルに応答して機能する為に ATP 依存的に働いている 29。Dote

らは、核内の HSP90が DNA損傷修復において、ATM の二本鎖切断部位への集積に関

与することを報告している 6。また、Oda らは ATM の損傷部位への集積に関与する

Mre11-Rad50-Nbs1 複合体の安定化に関与することを報告している 3,22,27。以上から、
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HSP90は DNA損傷応答における ATM の集積・リン酸化を修飾することで eNOSリン

酸化に関与することが示唆された。 

 現在報告されている eNOS活性化経路において、HSP90は eNOSと直接的に相互作用

することで、Aktや Chk1などのリン酸化酵素と eNOSの親和性を上昇させ、Ser1179残

基のリン酸化を亢進させることが報告されている 9,24。しかし、本研究で geldanamycin

は DNA損傷から生じる ATM のリン酸化自体を抑制したため、HSP90はリン酸化シグ

ナルカスケードの始点における調節因子であることが示唆された。よって、放射線によ

る eNOS 活性化においては、他の eNOS 活性化因子で観察される HSP90 と eNOS との

直接的な相互作用だけではなく、その上流において ATMを介した eNOSリン酸化経路

に関与していることが示唆された。  
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5. 小括  

 前章において、放射線は腫瘍内で eNOSを活性化すること、また NO産生の亢進によ

り組織灌流量が増加し、固形腫瘍内に存在する低酸素領域を再酸素化することを解明し

た。eNOSの活性化機構は様々なリン酸化酵素のシグナルにより調節されている。しか

し、現在まで放射線による eNOSリン酸化機構に関する報告は少ない。そこで第二章で

はウシ大動脈内皮細胞（BAEC）において放射線照射後の eNOSリン酸化機構を解明す

ることを目的とした。BAECを X 線照射すると、eNOS-Ser1179残基のリン酸化が亢進

すると共に、NOS 活性の上昇が観察された。放射線は DNA 鎖切断を形成し、DNA 損

傷センサータンパク質である ATM を起点とする DNA 損傷応答を誘導することが知ら

れている。加えて、HSP90阻害剤は ATMおよび eNOSのリン酸化を抑制した。以上か

ら、放射線照射後に生じる eNOSリン酸化に対する DNA損傷応答の関与が示唆された

（図 13）。 

  



 51 
  



 52 

<総括> 

 現在のがん治療において、放射線療法は外科的療法に並び広く選択されている治療法

である。しかし、その抗腫瘍効果は充分であるとは言えず、確実な抗がん作用を得るた

めに高線量が正常組織を含む腫瘍周辺部へと照射されているのが現状である。そのため、

周辺領域における被ばくを最小限にし、腫瘍組織のみを限局して傷害する治療戦略が必

要である。酸素分子は生体内に存在する内因性の放射線増感剤であり、強力な増感効果

を示す。特に、低 LET線である X線においてはその抗腫瘍作用を 2～3倍増感すること

が知られている 11。しかし、固形腫瘍内では酸素供給と酸素消費の不均衡を原因として

低酸素領域が形成される。よって、腫瘍内の低酸素細胞では酸素効果の減弱によって放

射線感受性が低下し、放射線治療後の再発や転移の原因となることが報告されている。

1972 年、Kallman は放射線により固形腫瘍の低酸素領域が減少することを報告した 17。

現在の放射線治療では大線量の単回照射ではなく、この低酸素領域の再酸素化現象を利

用した分割照射が適用されている。しかし再酸素化の発見以来、その詳細な機構は未だ

不明であった。 

 第一章において、マウス扁平上皮がん SCCVII細胞を C3H/HeJマウスに移植し移植腫

瘍モデルを作成し、放射線照射後の腫瘍内酸素環境の変化を評価した。腫瘍内組織酸素

分圧は照射後 12時間～24時間において急激に上昇した後、減少傾向を示したが、照射

120 時間後まで照射前より高い酸素分圧で安定した。また、組織灌流量は照射 24 時間

後、48 時間後で有意に上昇していた。加えて、腫瘍内の低酸素領域の再酸素化が観察

された。また、NOS合成酵素阻害剤である L-NAMEを用いて、本研究では再酸素化に

及ぼす NOの効果を検討した。L-NAMEの投与により、放射線照射 12～24時間後に生

じる再酸素化の抑制が観察された。また、mRNA 解析、ウェスタンブロットならびに

NOS 活性試験によって放射線照射後に eNOS 活性が上昇することが示された。また、

SCCVII 移植腫瘍内にて eNOS は血管内皮細胞へ局在していた。以上から、放射線は血



 53 

管内皮細胞の eNOSを活性化し、組織灌流量を増加させることで低酸素領域を再酸素化

することが明らかとなった。 

 第二章においては、ウシ大動脈内皮細胞において、放射線照射による eNOS活性化機

構を検討した。放射線照射により NOS活性および eNOS-Ser1179のリン酸化レベルの上

昇が観察された。放射線は DNA 二本鎖切断を引き起こし、ATM のリン酸化から続く

DNA 損傷応答を誘導する。また、DNA 損傷応答の下流には Chk1 や Chk2 など多くの

リン酸化酵素が関与しており、放射線はこれらのリン酸化シグナルを持続的に活性化す

ることが知られている。そこで本研究では、eNOS リン酸化に対する DNA 損傷応答の

関与を検討した。ATM阻害剤 Ku-60019処理は照射後の eNOSリン酸化を抑制した。ま

た、ATMの損傷部位への集積を制御する HSP90の阻害剤 geldanamycin処理は照射後の

ATM リン酸化および eNOS リン酸化を抑制した。以上から、固形腫瘍の再酸素化に関

与する eNOS リン酸化は、HSP90/ATM 経路による DNA 損傷応答を起点としているこ

とが示唆された。 

 以上のように、本研究では放射線照後の再酸素化機構に対する NO の関与、および

NO 産生の責任酵素である eNOS の活性化機構を解明した。放射線照射は HSP90/ATM

経路を活性化し DNA損傷応答を誘導することで腫瘍内血管の eNOSを活性化する。ま

た、eNOS活性化による NO産生の増強により、腫瘍内の組織灌流量が増加し、低酸素

領域を再酸素化することが明らかとなった。また、この再酸素化は分割照射における腫

瘍の放射線感受性を増感することが示された。 

 本研究で示された HSP90/ATM経路による eNOSの活性化は、放射線照射による限定

的な血流調節が可能であることを示唆している。血管は抗がん剤投与の主経路であるた

め、腫瘍部における血流増加は放射線治療だけではなく、化学治療においてもその効果

を増強する可能性がある。また、SCCVII 移植腫瘍において、NO による再酸素化は照

射 12時間から 24時間後に生じる一過性の過程であることが示唆された。加えて、腫瘍
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の由来により再酸素化の程度・持続時間が様々であることが知られている 11。現在、ニ

トロイミダゾール系低酸素集積性化合物に、陽電子を放出する 19F を付加した positron 

emission tomography（PET）製剤が臨床応用されており、核医学診断法を使用すること

で個々の腫瘍内の低酸素領域を評価することが可能である。そこで放射線治療後の酸素

環境を PET によりモニターし、がんの種類や個性に合わせた適切なタイミングで放射

線治療を実施することによって、NO依存性再酸素化の恩恵を最大限に利用したがん治

療が実現可能となると考えられる。  
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 Low oxygen conditions drastically decreases cellular radiosensitivity and facilitate 

the adaptive responses of tumor. Hence, hypoxic regions in solid tumor are well-known obstacle 

for successful radiotherapy. It occurs mainly as a result of the excess proliferation of tumor cells 

and accompanying deficiency in blood and nutrient supplies. It has been reported that ionizing 

radiation (IR) decreases hypoxic regions in tumor, leading to the improvement of 

radiosensitivity of solid tumor. However, the mechanism of IR-induced tumor reoxygenation 

has not been elucidated. 

In the first study, to clarify the effect of radiation-induced nitric oxide (NO) on tumor 

oxygenation status and the NOS isoforms responsible for the NO production after IR, 

transplanted SCCVII tumor was employed. Tumor oxygenation status after IR was evaluated by 

in vivo electron spin resonance method with the oxygen sensitive probe, immunohistochemical 

technique with two different hypoxia probes, and Hoechst33342 perfusion assay. It was shown 
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that IR increased tissue pO2 and tissue perfusion after IR. In addition, decrease of the hypoxic 

regions in tumor was observed after IR. To clarify the involvement of NO in this reoxygenation, 

a wide-range NOS inhibitor L-NAME was administered to tumor-bearing mice. L-NAME 

treatment significantly attenuated reoxygenation in hypoxic regions after IR. These results 

suggested that IR increased NO production that increased tissue perfusion in tumor, leading to 

the tumor reoxygenation. In mammalian cells, there are three NOS isoforms, endothelial NOS 

(eNOS), inducible NOS (iNOS), and neural NOS (nNOS). To determine the NOS isoforms 

responsoble for NO-induced reoxygenation, RT-qPCR analysis, Western blot analysis, and 

NOS activity assay were used. RT-qPCR analysis showed that nNOS hardly expressed in 

SCCVII tumor, and that IR did not increase mRNA of NOS isoforms. Western blot analysis 

showed IR did not increase protein expression of iNOS and eNOS. NOS activity assay revealed 

that IR increased NOS activity, and iNOS was not involved in this activity. In addition, 

immunohistochemistry showed that eNOS was expressed in vascular endothelial cells of tumor. 

These results suggested that IR increased eNOS activity in vascular endothelial cells, leading to 

the tumor reoxygenation. However, the mechanism of eNOS activation after IR remains 

unclear. 

In the second study, bovine aortic endothelial cells (BAEC) were employed to 

investigate the mechanisms eNOS activation in vitro after IR. As a mechanism of eNOS 

activation, phosphorylation of eNOS-Ser1179 by Ser/Thr kinases is a critical step. IR is known 

to induce DNA-double strand breaks (DSBs) and elicit subsequent various adaptive responses 

toward IR. Ataxia telangiectasia mutated (ATM) plays an important role in coordinating the 

cellular response to DSBs. In addition to kinases, HSP90 has also been identified as an 

important regulator modifying ATM function after IR. In this study, I aimed to clarify the 

involvement of DNA-damage response in IR-induced eNOS activation. NOS activity assay 
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showed that IR increased NOS activity at 12 and 24 h after IR. In these time points, 

eNOS-Ser1179 phosphorylation was increased. ATM phosphorylation was increased at 0.5 h 

after IR, and lasted to 24 h. An ATM inhibitor Ku-60019 inhibited eNOS and ATM 

phosphorylation after IR. NOS activity was attenuated by Ku-60019. Similarly, a HSP90 

inhibitor geldanamycin inhibited ATM and eNOS phosphorylation, and eNOS activation. These 

results suggested that IR increased eNOS activity through HSP90/ATM pathway. 

In conclusion, this study provides new insight for mechanisms in radiation-induced 

tumor reoxygenation. IR increases eNOS activity via DNA damage response. Activation of 

eNOS increases tissue perfusion through the production of NO and reoxygenates the hypoxic 

regions in solid tumor. This radiation-induced tumor reoxygenation increases tumor 

radiosensitivity toward subsequent irradiation, providing the new insight for the improvement of 

radiotherapy by modulating eNOS activity. 


