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＜略語一覧＞ 

ATM: Ataxia-telangiectasia mutated 

BMS: BMS-345541 

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

DDR: DNA damage response 

EdU: 5-ethynyl-2'-deoxyuridine 

GKT: GKT137831 

IGRT: image-guided radiation therapy 

IMRT: intensity-modulated radiation therapy 

MEF: mouse embryonic fibroblast 

NF-κB: nuclear factor-κB 

NOX: NADPH oxidase:  

PARP: A poly (ADP-ribose) polymerase 

PPIA: peptidylprolyl isomerase A 

QOL: quality of life 

ROS: reactive oxygen species 

SASP: senescence-associated secretory phenotype 

SIPS: stress-induced premature senescence 

4ANI: 4-amino-1,8-naphthalimide 
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1. 序論 

放射線治療は悪性腫瘍に対する治療法のうち、高い治療成績を挙げているもののひと

つである。しかしながら、放射線はがん細胞を効果的に殺傷する一方で、がん細胞に隣

接する正常な細胞までもを損傷する。その結果、粘膜炎、口腔乾燥症、ならびに肺線維

症といった数々の有害事象が引き起こされ、治療によりがんが寛解した後も生活の質

(quality of life: QOL)の低下の原因となっている 31, 37, 52)。近年、強度変調放射線治療 

(intensity-modulated radiation therapy: IMRT)や画像誘導放射線治療 (image-guided radiation 

therapy: IGRT)をはじめとする放射線治療に関わる技術の改良により、照射範囲に含ま

れる正常組織の体積や、これに対する照射線量を減少させることが可能となったものの、

すべての正常組織を照射野より除外することは依然として十分ではない。それゆえ、よ

りよい治療効果を得るためには、正常組織を放射線損傷より防護する必要があると考え

られる。近年の研究により、放射線照射後の正常組織の応答は複雑で多くのステップを

要することが明らかとなっている。放射線照射のエネルギーによって DNA が損傷され

ると、これを起点として、サイトカインの分泌や、細胞間相互作用の変化、炎症細胞の

流入、細胞の修復機構の活性化などが引き起こされ、これにより、照射を受けた細胞の

周囲の微小環境には様々な変化が生じる。こうした微小環境の変化に寄与すると考えら

れている現象の一つに細胞老化が挙げられる。 

 細胞は放射線照射や抗がん剤処理などによる DNA 損傷や酸化ストレスなどの過剰な、
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しかし致死量以下のストレスに応答し、細胞周期を永続的に停止させる 42)。この過程は

「ストレス誘発性早期老化 (stress-induced premature senescence (SIPS)」と名付けられ、

細胞分裂に伴うテロメアの短小化に起因する複製老化とは区別される 19)。SIPS の誘導

には持続的な DNA ダメージとこれに引き続く DNA ダメージ応答 (DNA damage 

response: DDR)の活性化が必要不可欠であることがこれまでに示されている 43)。また、

老化細胞はその増殖を停止させるだけでなく、炎症性サイトカインや成長因子、プロテ

アーゼなどの種々の液性因子を分泌する。この現象は老化関連分泌形質 (senescence-

associated secretory phenotype: SASP)として知られ、周囲組織の構造や機能の変化に寄与

している 21, 43)。近年の研究により、細胞老化と活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS)

との関連が示されている。遺伝毒性ストレスによって誘導された SIPS はしばしば ROS

産生の亢進を伴う一方で 35)、この ROS は直接的に DNA を損傷することにより、さら

なる細胞老化を誘導および維持する 6)。この DNA ダメージと ROS 産生の間に存在する

正のフィードバックループは SIPS の維持に必要であると考えられるものの 16)、SIPS が

誘導された細胞における ROS の産生源や、またこれがどのように調節されているのか

については完全には解明されていない。近年、この ROS 産生に対し、ミトコンドリア

電子伝達系に加えて 41)、NADPH オキシダーゼ (NADPH oxidase: NOX)が関与する可能

性が示されている。 

 NOX ファミリータンパク質は、NADPH から受け取った電子を用いて酸素を還元す
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ることにより ROS を産生する膜貫通型の酵素群であり、細胞内 ROS の主要な産生源と

して機能する。NOX ファミリータンパク質にはヒトにおいて NOX1、NOX2、NOX3、

NOX4、NOX5、DUOX1、ならびに DUOX2 の合計七種類のホモログが存在し、各アイ

ソフォームは発現する組織や活性化の様式、産生する ROS の種類が互いに異なってい

る 3)。NOX は免疫防御、細胞内シグナル伝達、遺伝子発現の調節、ならびに細胞分化な

ど幅広い生理的役割を持つ一方で 24, 32, 47, 51)、NOX の発現や機能の亢進と糖尿病、動脈

硬化症、ならびにがんなどの様々な老化に関連する疾患病態との関連が示唆されている

33, 34, 46)。これまで数多くの研究により、NOX の細胞老化への関与が示されている。

Schilder らは、血管内皮細胞において NOX1 および NOX4 がポリフェノールにより誘導

される細胞老化を仲介することを報告している 45)。また、マウス線維芽細胞および乳腺

上皮細胞において NOX4 を過剰発現させることにより、細胞に老化様の兆候が表れる

ことが報告されている 22, 23)。さらに、がん遺伝子によって誘導される細胞老化が NOX

により仲介されることや 29, 54)、放射線照射により NOX の発現レベルが変化することが

報告されている 12, 13)。しかしながら、NOX が放射線照射により誘導される SIPS に関与

しているかどうか、また SIPS に関連した生理学的事象に対し、NOX が何らかの役割を

果たしているかについては不明な点が多く残されている。そこで、本研究では NOX が

放射線照射により誘導された老化細胞において ROS 産生に寄与しているかどうかを明

らかにするため、初代培養のマウス胎子線維芽細胞を用いて検討を行った。また、NOX
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が放射線照射による SIPS に関連する生物学的事象に関与しているかどうかを明らかに

するため、炎症細胞の遊走に着目し検討を行った。  
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2. 材料および方法 

2-1. 試薬 

NOX1/NOX4 阻害剤である GKT137831 (GKT)は Selleckchem (Houston, TX, USA)より

購入した。Ataxia-telangiectasia mutated (ATM)阻害剤である Ku60019 (Ku)および 10-acetyl-

3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex Red)は Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA)より購入

した。NF-κB 阻害剤である BMS-345541 (BMS)は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より

購入した。A poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)阻害剤である 4-amino-1,8-naphthalimide 

(4ANI)は Enzo Life Science (Farmingdale, NY, USA)より購入した。Horseradish peroxidase

は和光純薬工業（大阪）より購入した。 

 

2-2. 細胞株および培養方法 

BALB/c、C57BL/6JJcl、ならびに NOX4-/- C57BL/6 (JAX stock #022996; The Jackson 

Laboratory, Bar Harbor, ME, USA)系統のマウス胎子（胎齢 14 日）より分離した初代培養

の線維芽細胞 (mouse embryonic fibroblast: MEF)を用いた 7)。以降これらの細胞をそれぞ

れ BALB/c MEF、WT MEF、ならびに KO MEF と表記する。これらの細胞は 10%ウシ胎

子血清  (FBS; Thermo Fisher Scientific)を含む DMEM 培地  (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA)を用い、37℃、3% O2、ならびに 5% CO2 の条件下で培養した。ヒト

リンパ芽球 U937 細胞は RPMI1640 培地 (Thermo Fisher Scientific)を用い、37℃および

5% CO2 条件下で維持した。 
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2-3.  X 線照射 

X 線発生装置は X-RAD iR-225 X-ray generator (Precision X-Ray, North Brandford, CT, USA)

を用いて、200 kVp、15 mA、線源距離 650 nm で 1.0 mm Al フィルターを用いて線量率

1.37 Gy/min の条件下で行った。X 線照射は細胞を播種したシャーレをターンテーブル

上に置き、回転させながら室温で行った。 

 

2-4. 老化関連 (senescence-associated: SA) β-galactosidase (gal)染色 

細胞は 35 mm ディッシュに播種し、一晩インキュベートした。X 線照射を行う前、

もしくは照射を行い、指定した日数培養した後、細胞を Senescence β-Galactosidase 

Staining Kit (#9860; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)によって、製造元のプロ

トコールに従い染色した。青色を呈した老化細胞は光学顕微鏡によって観察し、計数し

た。 

 

2-5. 細胞内 ROS レベルの測定 

細胞内 ROS レベルは CellROX Deep Red Reagent (Thermo Fisher Scientific)を用いて測

定した。コラーゲン（Cellmatrix Type I-C; 新田ゼラチン, 大阪）によりコートしたカバ

ーグラスに細胞を播種し、一晩インキュベートした。細胞に X 線照射を行い 7 日間培

養した後、細胞を PBS で洗浄し、5 μM の CellROX Deep Red 試薬を 30 分間 37℃で処理

した。PBS で 3 回洗浄した後、3.7% (w/v) paraformaldehyde/PBS により 15 分間、室温で



9 

 

細胞を固定した。PBS で 3 回洗浄した後、細胞を 300 nM 4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI)で 3 分間洗浄した。カバーグラスは Prolong Gold antifade reagent (Thermo Fisher 

Scientific)を用いてマウントした。蛍光顕微鏡による観察および画像の取得は Olympus 

BX61 microscope（Olympus, 東京）により行った。合計で 200 個の細胞を含む視野を撮

影し、CellROX の蛍光強度は Image J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA)により測定した。相対的な蛍光強度は一視野中の CellROX 蛍光強度を視野当たり

の細胞数で除し、算出した。 

 

2-6. 定量 RT-PCR 

 定量 RT-PCR 解析は以前の報告のとおり行った 44)。X 線照射を行う前、もしくは照射

を行い、指定した期間培養した後、細胞をスクレイパーで回収し、9,000 ×g、4℃にて 1

分間遠心した。上清を除き-80℃で保存した。総 RNA の抽出は Relia PrepTM RNA Cell 

Mniprep System (Promega Corporation, Madison, WI, USA)を用い、製造元のプロトコール

に従って行った。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 および Reverse プライマー各 5 pmol ならびに 1× FastStart Essential 
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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 反応に用いたプライマーの配列は表 1 に示す。PCR

条件は 95℃で 10 分加熱後、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 peptidylprolyl isomerase A (PPIA)遺伝子を使用し、その発現

量をもとに各遺伝子の発現レベルを標準化した。 

 

2-7. 細胞外過酸化水素レベルの測定 

MEF より放出された H2O2 のレベルは Amplex Red アッセイにより測定した。細胞に

X 線照射を行い 7 日間培養した後に培養上清を回収し、解析に用いた。375 μl の培養上

清に Amplex Red（終濃度：50 μM）、horseradish peroxidase （終濃度：0.1 U/ml）、ならび

に NaH2PO4（終濃度：50 mM）を含む混合液を添加し、20 分間室温でインキュベートし

た。200 μl の反応液を 96 穴プレートに移し、各サンプルの Amplex Red の蛍光強度をマ

イクロプレートリーダー（Infinite 200PRO; Tecan, Männedorf, Switzerland)によって測定 

(Ex 545 nm/Em 590 nm)した。 

 

2-8. 細胞増殖アッセイ 

 細胞増殖活性は Click-iT Plus EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit (Thermo Fisher Scientific)
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を用いて評価した。細胞を 8-well チャンバースライド（松浪ガラス, 大阪）に播種し、

一晩培養した。X 線照射を行う前、もしくは照射を行い、指定した日数培養した後、細

胞を 10 μM の 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU)を含む培地とともに 4 時間インキュベート

した。3.7% (w/v) paraformaldehyde/PBS で固定した後、EdU でラベルされた細胞を Click-

iT Plus reaction cocktail とともにインキュベートし、可視化した。EdU 陽性細胞は蛍光顕

微鏡により観察し、計数した。 

 

2-9. 細胞遊走アッセイ 

U937 細胞の遊走は 24-well transwell inserts with polyethylene membranes (8 μm pore size; 

Corning, Corning, NY, USA)を用いて評価した。MEF に照射を行った後、培地を 5% FBS

を含む DMEM に交換した。この培地中で MEF を 7 日間培養した後、培養上清を回収

した。回収した培養上清は 9000 ×g で 1 分間 4℃で遠心した。上清を 24 ウェルプレート

の各ウェルに 1.3 ml ずつ分注した。インサートをウェルに設置した後、血清不含有培地

に懸濁した U937 細胞をインサートあたり 100,000 個播種した。37℃で 9 時間インキュ

ベートした後、インサート下部の遊走した細胞を含む培地を 1.5 ml チューブに回収し、

20,000 ×g で 5 分間遠心し、1.1 ml の上清を除去した。残った培地に沈殿した細胞を再懸

濁し、細胞数を血球計算盤を用いて数えた。 

 

2-10. 統計解析 
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各実験はそれぞれ独立して 3 回以上行った。統計的有意差は、F 検定による分散比の

検定ならびに Student’s t 検定により検定した。データは平均値±標準偏差 (S.D.)で表示

し、危険率が p<0.05 の際にその差が有意であると判断した。



ターゲット遺伝子 シンボル 方向 配列 (5'-3') 増幅産物サイズ (bp)

NADPH oxidase 1 NOX1
Forward AAC CAC TGG CTC TCA GTT TT

78
Reverse ATT CAG GAA GGC ATA CAC AA

NADPH oxidase 2 NOX2
Forward GTG TGT CGA AAT CTG CTC TC

83
Reverse AGG TTC CTG TCC AGT TGT CT

NADPH oxidase 3 NOX3
Forward GCT CTT CTG GTA CAC ACA CC

101
Reverse GGA GAC TCT CTG GAG TTT GG

NADPH oxidase 4 NOX4
Forward GAA GAT TTG CCT GGA AGA AC

154
Reverse GGG ATG ATT GAT GAC TGA GA

dual oxidase 1 DUOX1
Forward CAG ACC CTC CTC AAG AGA TT

79
Reverse TGT GCC TCA GTG AAC AGT AA

dual oxidase 2 DUOX2
Forward AAG GAC GAG TTC TTC ACC AT

98
Reverse CGG AAC ATA GAC TCA ACC AC

peptidylprolyl isomerase A PPIA
Forward GAG CTG TTT GCA GAC AAA GTT C

230
Reverse CCC TGG CAC ATG AAT CCT GG

表1. 定量RT-PCR法に用いたプライマー配列一覧

13
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3. 結果 

3-1. X 線照射が細胞老化および細胞内 ROS レベルに及ぼす効果 

以前より、放射線照射が様々な細胞種において SIPS を引き起こすことが報告されて

いる 4, 36, 39)。そこで初代培養の MEF において X 線照射が細胞老化を誘導するかどうか

を老化関連 β-gal 染色により評価すると、10 Gy の照射により β-gal 染色陽性細胞の割合

は有意に上昇した（図 1A および B）。また、老化細胞では細胞内 ROS レベルが上昇す

ることがしばしば報告されていることから 25)、次に ROS に反応する蛍光プローブであ

る CellROX Deep Red 試薬を用いて細胞内 ROS レベルを評価した。図 1C に示すように、

CellROX の蛍光は照射をうけた MEF において顕著に上昇することが観察された。この

結果について定量的な解析を行うと、照射によって細胞内 ROS レベルは有意に上昇し

ていた （図 1D）。以上より、X 線照射は以前の研究と同様に、初代培養の MEF におい

て SIPS および細胞内 ROS レベルの上昇を誘導することが示された。 

 

3-2.  X 線照射後の NOX アイソフォーム遺伝子の発現 

X 線照射による SIPS で観察される細胞内 ROS レベル上昇の原因を明らかにするた

め、照射を行った MEF における NOX ファミリー遺伝子の発現を解析した。序論でも

述べたように、NOX ファミリー遺伝子にはヒトにおいて NOX1-5 および DUOX1/2 の七

種類のアイソフォームが存在するものの、マウスでは NOX5 の存在が確認されていない
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ことから 20)、NOX1-4 および DUOX1/2 の発現を定量的 RT-PCR 法により解析した。X 線

非照射時の各 NOX 遺伝子について評価したところ、NOX4 の mRNA レベルは他の NOX

アイソフォームに比べ著しく高かった（図 2）。さらに細胞に照射を行うと、NOX4 の発

現レベルは徐々に上昇し、照射 7 日後には非照射のものに比べ、約 4.6 倍まで上昇した。

この結果より、NOX4 が X 線照射に応答する唯一の NOX アイソフォームであることが

明らかとなり、これが MEE において放射線照射によって誘導された ROS 産生に関与し

ている可能性が示唆された。 

 

3-3.  X 線照射後の ROS 産生に NOX4 が与える影響 

X 線照射を受けた細胞において、NOX4 が ROS の産生に関与しているかどうかを検

討するために、NOX1/NOX4 の低分子阻害剤である GKT を MEF に処理し、照射後の

ROS レベルを評価した。NOX4 によって産生されたスーパーオキシド (O2
・-)は速やかに

過酸化水素 (H2O2)に変換されることから、X 線照射から 7 日後に MEF より培養上清を

回収し、この H2O2 レベルについて Amplex Red アッセイにより定量を行った。すると、

GKT の処理により H2O2 産生は顕著に低下した（図 3A）。NOX1 の発現は NOX4 と比較

して無視できるほど低レベルであったため（図 2）、観察された GKT の効果は主に NOX4

の阻害によるものであると考えられる。放射線照射により誘導された ROS 産生に対す

る NOX4 の関与をさらに評価するため、NOX4 野生型マウスより分離した MEF (WT 
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MEF)および NOX4 欠損型マウスより分離した MEF (KO MEF)を用いて同様の解析を行

った。WT および KO MEF に照射を行うと、WT MEF では NOX4 の発現が有意に上昇

した一方で、KO MEF では NOX4 の発現は検出されなかった （図 3B）。照射後の培養

上清中の H2O2 レベルは、WT MEF から回収したものより、KO MEF から回収したもの

の方が低度であった（図 3C）。以上の結果より、NOX4 は MEF において X 線照射後の

細胞老化に関連した ROS 産生を介在することが示唆された。また、X 線照射による

NOX4 発現を調節するシグナル経路を明らかにするため、DNA ダメージによって活性

化され、その後の DDR 経路において重要な役割を果たす ATM、PARP、ならびに NF-

κB の三つのタンパク質を低分子阻害剤により抑制し 27, 48, 49)、これが照射後の NOX4 の

発現に与える影響を解析した。図 3D に示すように、照射を受けた MEF の NOX4 mRNA

レベルは ATM 阻害剤である Ku の処理により顕著に上昇した。これに対し、PARP 阻害

剤である 4ANI もしくは NF-κB 阻害剤である BMS の処理は NOX4 の発現に有意な影響

を与えなかった（図 3E および F）。これらの結果より、放射線誘発性早期老化の過程に

おいて、ATM には X 線照射によって誘導された NOX4 の発現を打ち消す効果があるこ

とが示唆された。 

 

3-4.  X 線照射により誘導される SIPS に対し NOX4 が与える影響 

 次に X 線照射後に観察される SIPS の誘導に NOX4 が関与しているかどうか調査し
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た。WT および KO MEF に照射を行い、照射後 1、4、ならびに 7 日後に細胞老化を評

価したところ、老化細胞の割合は徐々に増加し、照射 7 日後には約 60%にまで達した

（図 4A）。しかしながら、NOX4 の欠如はどのタイムポイントにおいても老化細胞の割

合に有意な影響を与えなかった。この結果をさらに確かめるため、細胞の増殖を EdU 取

り込みアッセイによって評価した。図 4B に示したように、EdU 陽性細胞の割合は照射

1 日後において劇的に減少し、照射 4 日後には増殖中の細胞はほぼ観察されなかった。

さらに、WT と KO MEF の間で EdU 陽性細胞の数に有意な差は観察されなかった。以

上の結果より、NOX4 は X 線照射による細胞老化の誘導に決定的な役割を持たないと

いうことが示唆された。 

 

3-5.  NOX4 が炎症細胞の遊走に与える効果 

 以前の研究で NOX4 が炎症を伴う種々の疾患の病態形成に重要な役割を果たしてい

ることが示されている 5, 28)。また、老化細胞は interleukin-8 などのケモカインを分泌す

ることにより 26)、炎症細胞の遊走を促進することが知られている。これらの知見から、

NOX4 の発現上昇が炎症細胞の遊走を促進するのではないかという仮説を立てた。これ

を検証するため、照射した WT および KO MEF より回収した条件培地に対するヒトリ

ンパ芽球 U937 細胞の遊走をトランスウェルアッセイによって評価した。その結果、KO 

MEF より回収した条件培地に遊走した U937 細胞の数は WT MEF より回収したものに
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比べ有意に減少していた （図 5A）。さらに、BALB/c MEF に GKT を処理すると、遊走

した U937 細胞の数は未処理のものに比べ減少した （図 5B）。さらに、照射した BALB/c 

MEF より回収した条件培地に catalase を処理しても、遊走した細胞数は未処理のものに

比べ変化がなかった。以上より、この炎症細胞の遊走が NOX4 由来の H2O2 による直接

的な効果である可能性が否定された。それゆえ、NOX4 は外部環境へ ROS を放出する

ことによってではなく、照射された細胞からのケモカインの分泌を刺激することにより、

炎症細胞の遊走を促進することが示唆された。 

 

3-6. X 線照射後の SASP 因子の発現に NOX4 が与える影響 

放射線照射などにより誘導された老化細胞は炎症性サイトカイン、ケモカイン、なら

びにプロテアーゼなどの様々な液性因子を分泌することが知られ、これらの液性因子は

SASP 因子と呼ばれている 14)。そこで SASP 因子である interleukin-6 (IL6)、chemokine (C-

X-C motif) ligand 1 (CXCL1)、chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (CXCL2)、 chemokine (C-

X-C motif) ligand 5 (CXCL5)、chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (CXCL12)、ならびに

chemokine (C-C motif) ligand 7 (CCL7)の六種類の炎症性サイトカイン遺伝子について発

現解析を行い、これに対し NOX4 が与える影響について評価した。すると、IL6、CXCL1、

CXCL2、ならびに CXCL5 の発現は WT および KO MEF のどちらの細胞においても X 線

照射によって有意に変動しなかった（図 6A-D）。一方で、CXCL12 の発現は X 線照射に
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より有意に増加したものの、KO MEF での発現レベルは WT MEF に比べ有意に低下し

ていた（図 6E）。CCL7 の発現は両細胞において X 線照射により上昇したが、NOX4 の

欠損は照射後の CCL7 の発現に有意な影響は与えなかった（図 6F）。以上より、今回検

討を行った六種類の遺伝子のうち、X 線照射後によって誘導され、さらにこれが NOX4

によって調節を受けるものは CXCL12 遺伝子のみであることが明らかとなった。 
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図2.放射線照射後の各NOXアイソフォームのmRNA発現

BALB/c MEFに10 GyのX線照射を行い、上記に示した期間培養した。NOX1-4および

DUOX1/2の6つの遺伝子のmRNA発現を定量RT-PCR法により解析した。各遺伝子のmRNAレ

ベルは非照射時におけるNOX4の発現レベルを1とし、これに対する相対値で示した。各カラ

ムおよびバーは平均±S.D.を表している。統計的有意差は*p <0.05で示し、n.d.は検出不可で

あったことを示す。
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図3. X線照射後のROS産生にNOX4が与える影響
（A）BALB/c MEFに10 GyのX線照射を行った後、20 µMのGKT137831 (GKT)の存在もしくは
非存在下で7日間培養した。培養上清中のH2O2レベルをAmplex Redアッセイにより測定した。
蛍光強度は溶媒コントロール群に対する相対値で表した。 (B) WTおよびKO MEFに10 GyのX
線照射を行い、上記に示した期間培養した。NOX4のmRNAレベルを定量RT-PCR法により解析
した。(C) WTおよびKO MEFに10 GyのX線を照射し、7日間培養した。培養上清中のH2O2レベ
ルをAmplex Redアッセイにより測定した。（D-F）BALB/c MEFに10 GyのX線照射を行い、
10 µMのKu60019 (Ku)、20 µMの4-amino-1,8-naphthalimide (4ANI)、もしくは10 µMの
BMS-345541 (BMS)を処理した。7日後にNOX4のｍRNAレベルを定量RT-PCR法により解析し
た。各カラムおよびバーは平均±S.D.を表している。統計的有意差は*p <0.05, **p <0.01で示
し、n.s.は統計的有意差がないことを、n.d.は検出不可であったこと示す。
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図4. X線照射後の細胞老化にNOX4が与える影響

(A) WTおよびKO MEFに10 GyのX線照射を行い、上記に示した期間培養した。細胞老化は

老化関連β-gal染色により評価し、β-gal染色陽性細胞の割合をグラフに示した。 (B) WTお

よびKO MEFに10 GyのX線を照射し、上記に示した期間培養した。細胞増殖はEdU取り込み

アッセイにより評価し、EdU陽性細胞の割合をグラフに示した。各カラムおよびバーは平均

±S.D.を表している。n.s.は統計的有意差がないことを示す。
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図5．NOX4が炎症細胞の遊走に与える影響
(A) WTおよびKO MEFに10 GyのX線照射を行い、7日間培養した。各サンプルから条件培地
を回収し、これに対するU937細胞の遊走をトランスウェルアッセイにより評価した。 (B)
BALB/c MEFに10 GyのX線照射を行った後、20 µMのGKT137831 (GKT)の存在もしくは非存
在下で7日間培養した。各サンプルから条件培地を回収し、これに対するU937細胞の遊走を
トランスウェルアッセイにより評価した。Catalase (50 U/mL)はGKT未処理群の細胞より回
収した培地にトランスウェルアッセイの10分前に処理した。統計的有意差は*p <0.05で示し、
n.s.は有意差がないことを示す。
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4. 考察 

本研究の目的のひとつは放射線によって誘導された細胞老化に NOX が関与している

かどうかを解明することである。はじめに、X 線照射によって誘導された SIPS 細胞に

おいて NOX4 遺伝子の発現が上昇することが明らかとなった（図 2）。一方で、X 線照射

によって他の NOX アイソフォームの発現は影響を受けなかったことから、NOX4 は

MEF において放射線誘発性早期老化に関連する特異的な NOX アイソフォームである

と考えられる。放射線誘発性の早期老化と NOX の発現との関連性についてはほとんど

知見が存在しないものの、Amezine-El-Hassani らはヒト甲状腺細胞において、放射線照

射により遅発性の DUOX1 発現が誘導されることを報告している 2)。これより、放射線

照射が細胞の由来（組織、臓器、ならびに生物種）に応じて異なる NOX アイソフォー

ムを誘導することが示唆される。また、がん遺伝子の誘導や化学療法剤の処理による細

胞老化の誘導と NOX4 発現の関連性が報告されていることから 18, 29, 54)、NOX4 の発現

誘導は SIPS における共通の特徴のひとつである可能性が示唆された。 

以前の研究で、持続的な DNA ダメージおよびそれに引き続く DDR の活性化が SIPS

の誘導に重要であることが報告されている 43)。そのため、DDR が放射線によって誘導

される NOX4 の発現において何らかの役割を果たしているのではないかと仮説を立て、

これに関わるシグナル経路について解析を行った。X 線照射によって誘導される NOX4

の発現は ATM の阻害によって有意に増強されることが明らかとなったことから（図
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3D）、ATM は放射線誘導性早期老化の過程において NOX4 の発現を抑制的に制御して

いることが示唆された。ATM は DDR において様々なエフェクタータンパク質にシグナ

ルを伝達する重要なタンパク質であることから 48)、この結果は当初の予想に反するも

のであった。その一方で、以前の研究により ATM はストレス刺激によって誘導された

ROS 産生およびその後の DNA ダメージを調節することにより、DDR シグナルの増幅

を抑制することが示唆されている 9, 38)。これらの知見により、放射線により誘導される

NOX4 発現は DDR、ROS、ならびに ATM により構成される負のフィードバック機構に

より調節されており、ATM の阻害がこのフィードバック機構を破綻させたことで、照

射後の NOX4 の発現上昇を引き起こしたと考えられる。 

 本研究では、薬剤処理もしくは遺伝子操作によって NOX4 を阻害することにより、放

射線照射後の ROS 産生が抑制されたことから（図 3A および C）、SIPS の誘導された細

胞において NOX4 が ROS 産生に関与していることが示された。しかしながら、NOX4

の阻害は、特に遺伝的に欠損させた場合、ROS レベルを部分的にしか減少させなかった

ことから、放射線により誘導された老化細胞には NOX 以外の ROS 産生源が存在する

と考えられる。この可能性のひとつとして考え得るのはミトコンドリアである。ミトコ

ンドリアの機能不全およびその結果として起こる ROS の異常な放出が細胞老化の誘導

や維持に関与していることが報告されており、これらの知見は老化細胞におけるミトコ

ンドリアの重要性を強く示唆するものである 16, 41)。また、NOX 以外の酵素についても
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ROS の産生源として考慮すべきである。NOX4 は MEF において検出し得る唯一の NOX

酵素であったが、GKT 処理による NOX4 の阻害が ROS レベルの低下に及ぼした効果は

NOX4 の欠失によるものよりも大きかった （図 3A および C）。GKT は NOX に対し高

い特異性をもつ阻害剤であることが報告されているものの 1)、他の ROS 産生酵素に対

する効果については xanthine oxidase を除いて精査されていない。それゆえ、GKT が NOX

以外の ROS 産生酵素に影響を与えた可能性は除外できず、この点に関してはさらなる

検討が必要である。 

 ROS は細胞老化を引き起こす主要な因子の一つであることが示唆されている 10)。し

かしながら、本研究では放射線照射による細胞老化は NOX4 の有無にかかわらず同程

度引き起こされた（図４）。この結果は放射線による SIPS に NOX4 の存在は必須では

ないということを示唆している。この結果に反し、以前の研究で NOX4 が放射線やがん

遺伝子によって誘導される細胞老化に関与することが報告されている 8, 29)。この矛盾が

生じた理由として考えられるのは、細胞培養に用いた酸素濃度の差異である。本研究で

は細胞を生理的な酸素条件 (3%)で培養したのに対し、前述の研究では標準的な酸素濃

度 (20%)が用いられていた。細胞培養における酸素レベルは細胞老化や老化細胞の形質

に大きな影響を与えるため 14, 15, 40)、それぞれの研究で用いた酸素条件の相違が照射後の

細胞応答や形質に影響を与え、異なる結果をもたらしたという可能性が考えられる。 

 本研究では、X 線照射を行った細胞において NOX4 を阻害すると、これにより動員さ
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れる炎症細胞の数が減少したものの、炎症細胞の遊走は catalase 処理による ROS の除

去によって影響を受けなかった。その一方で、X 線照射後の WT および KO MEF にお

ける数種類のケモカイン遺伝子の発現を解析した結果、X 線照射によって誘導された

CXCL12 遺伝子の発現は NOX4 の欠損により有意に低下した（図 6）。以前より、ROS は

細胞内シグナル経路の活性化を介して SASP 因子を誘導するために重要な役割を果た

すことが報告されている 17, 53)。また、NOX は monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-

1)、chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5)、もしくは CXCL2 などのケモカインの放出に

関与することが示されている 30, 50)。さらに、catalase や Cu/Zn-superoxide dismutase を過

剰発現させることにより、TNF-α によって誘導された NOX 依存的な MCP-1 mRNA の

発現を減弱させることが報告されている 11)。以上より、NOX4 由来の ROS は上記と同

様のメカニズムによって、老化細胞からの CXCL12 の分泌を増加させることにより、炎

症細胞の遊走を促進した可能性が示唆された。 

 結論として、本研究において放射線照射は SIPS の誘導過程において NOX4 の発現を

促進し、また NOX4 が放射線照射により誘導された老化細胞における ROS 産生に関与

することが明らかとなった。さらに、照射を受けた細胞における NOX4 の発現上昇は周

囲の炎症細胞の遊走を促進することが明らかとなった。これらの結果より、NOX4 は炎

症細胞を動員することによって放射線照射による正常組織の損傷や炎症の増悪に寄与

することが示唆され、NOX4 を抑制することが放射線による有害事象を緩和するための
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新しいアプローチになる可能性が示された。  
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5．総括 

正常組織に対する放射線照射による過剰な DNA ダメージは、細胞に「ストレス誘発

性早期老化 (stress-induced premature senescence (SIPS)」と呼ばれる現象を引き起こす。

SIPS が誘導された細胞では、活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS)の産生が亢進し

ていることが報告されており、この ROS は DNA を直接的に傷害することにより、SIPS

のさらなる誘導と維持に関与していると考えられている。しかしながら老化細胞におけ

る ROS の産生源についてや、老化細胞において亢進した ROS 産生が放射線照射による

正常組織の損傷に対してどのような意義を持つのかについては不明な点が多く残され

ている。そこで本研究では細胞内の主要な ROS 産生酵素である NADPH オキシダーゼ 

(NOX)ファミリータンパク質に着目し、この SIPS 細胞における ROS 産生および SIPS

に関連する生物学的事象への関与について検討を行った。 

初代培養のマウス胎子線維芽細胞 (MEF)に X 線照射を行うと、細胞老化が誘導され

るとともに、細胞内 ROS レベルの顕著な上昇が観察された。そこで、マウスに存在す

る 6 つの NOX アイソフォーム（NOX1-4 および DUOX1/2）の発現を解析すると、X 線

非照射の状態ではこれらのうち NOX4 の発現のみが検出され、さらにこの発現は X 線

照射によって上昇した。また、低分子阻害薬もしくは遺伝子操作によって NOX4 を阻害

すると、X 線照射後に観察される ROS の産生が抑制された。しかしその一方で、NOX4

の欠損によって照射後の細胞老化の誘導に変化は生じなかったことから、NOX4 の存在
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は放射線による細胞老化の誘導に必須ではないことが明らかとなった。さらに、X 線照

射を行った MEF より回収した条件培地に対するヒトリンパ芽球 U937 細胞の遊走は、

MEF の NOX4 を阻害することにより有意に減少したことから、NOX4 は周囲に存在す

る炎症細胞の遊走を促進することが示された。 

以上の結果より、NOX4 は放射線照射によって誘導される老化細胞において ROS の

産生源として機能するとともに、周囲の炎症細胞の動員を促進することによって、放射

線照射による正常組織の炎症の増悪を引き起こし得る可能性が示された。  
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Excessive DNA damage induced by ionizing radiation (IR) to normal tissue cells is 

known to trigger cellular senescence, a process termed stress-induced premature senescence 

(SIPS). SIPS is often accompanied by the production of reactive oxygen species (ROS), and this 

is reported to be important for the initiation and maintenance of SIPS. However, the source of 

ROS during SIPS after IR and their significance in radiation-induced normal tissue damage 

remain elusive. In the present study, involvement of the NADPH oxidase (NOX) family of 

proteins in ROS production after IR and in SIPS-associated biological events were investigated. 

X-irradiation of primary mouse embryonic fibroblasts (MEFs) resulted in cellular senescence and 

the concomitant increase of intracellular ROS. Among all six murine NOX isoforms (NOX1–4 

and DUOX1/2), only NOX4 was detectable under basal conditions and was upregulated following 

IR. In addition, radiation-induced ROS production was significantly attenuated by genetic or 
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pharmacological inhibition of NOX4. Meanwhile, NOX4 deficiency did not affect the induction 

of cellular senescence after IR, indicating that NOX4 is not an essential factor for the radiation-

induced premature senescence. Furthermore, the migration of human monocytic U937 cells to the 

culture medium collected from irradiated MEFs was significantly reduced by NOX4 inhibition, 

suggesting that NOX4 promotes the recruitment of inflammatory cells. Collectively, these 

findings imply that NOX4 mediates ROS production in radiation-induced senescent cells and 

contributes to normal tissue damage after IR via the recruitment of inflammatory cells and the 

exacerbation of tissue inflammation. 

 

 

 

 


