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研究成果の概要（和文）：X線及び炭素イオン線抵抗性がん細胞株X60は細胞あたりのリソソーム、ATP、ミトコ
ンドリア、活性酸素種含有量が有意に多く、これらに関わるmTORシグナリングがX線及び炭素イオン線抵抗性に
深く関与することが示された。また、X60細胞はストレプトリジンOによって生じる細胞膜損傷に対して抵抗性で
あること、脂質ラフトの制御や細胞膜修復過程で起こるエンドサイトーシスに関わるFlottilin-1の細胞膜上の
ドメインが、通常培養状態から多いことが示された。この研究により、がん細胞のX線や炭素イオン線抵抗性に
は、脂質ラフトの形成やエンドサイトーシスなど細胞膜の代謝が関わる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：X-ray and carbon ion beam (C-ion) resistant cancer cell X60 abundantly 
contained lysosomes, ATP, mitochondria, and reactive oxygen species. In addition,  mTOR signaling, 
which is associated with regulation of energy production, was promoted in X60 cells. Inhibition of 
the mTOR signaling significantly decreased the X-ray and C-ion resistance in X60 cells. Therefore 
our results showed that mTOR signaling contributes the X-ray and C-ion resistance in cancer cells. 
Futhermore, the X60 cells were significantly resistant to plasma membrane damage which is induced by
 Streptolysin O treatment. Our results indicated that the X60 cells have a lot of Flottilin-1 domain
 on plasma membrane, which closely associated with lipid raft formation and endocytosis. Given these
 results, regulation of plasma membrane including lipid raft formation and endocytosis might also 
contribute to X-ray and C-ion resistance in cancer cells. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 放射線治療成績は向上したが、未だ局所制
御率が低い症例も一部で存在している。この
原因として腫瘍内の放射線抵抗性がん細胞
の存在が考えられる。さらに、治療成績を向
上させるためには、がん細胞における X線や
炭素イオン線抵抗性の原因の解明が必要で
ある。 
 
２．研究の目的 
がん細胞における細胞膜修復の実験系を樹
立し、がん細胞の放射線抵抗性にリソソ-ムの
細胞外放に伴う細胞膜損傷修復が関わるか
どうか評価する。 
 
３．研究の方法 
 がん細胞株としてマウス扁平上皮がん細
胞株 NR-S1、NR-S1 に対し 1回 10Gy の X線を
合計 60Gy 照射して樹立したがん細胞株 X60
細胞及び 1回 5Gy の炭素イオン線（290MeV/n）
を合計30Gy照射して樹立したがん細胞株C30
細胞を用いた。X60 細胞は X 線及び炭素イオ
ン線に対し抵抗性であり（①）、一方、C30 細
胞は炭素イオン線のみに対し僅かな抵抗性
を持つ (主な発表論文①）。本研究では、始
めに、これらの細胞学的性質を評価するため
リソソ-ム、細胞内活性酸素種（Reactive 
Oxygen Species; ROS）、アデノシン三リン酸
（ATP)、ミトコンドリア含有量を解析し、こ
れらの生合成に関わる分子経路と、その阻害
が各細胞株の放射線抵抗性に与える影響を
解析した。次に、細胞膜修復の実験系を樹立
し、それを用いて各がん細胞の細胞膜修復能
を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）リソソーム、ATP、ROS、ミトコンドリ
ア含有量 
 放射線抵抗性がん細胞株X60細胞は、NR-S1
細胞及びC30細胞に比べて細胞内に空胞を多
く持つことに着目した。この空胞はリソソー
ムであることが示唆されたため、リソソーム
に集積する蛍光色素 Lysotracker Red 
DND-99(Lysotracker)を細胞に投与し、フロ
ーサイトメーターによりその蛍光強度を測
定した。その結果、X60 細胞における
Lysotracker の蛍光強度は、NR-S1 細胞より
約 4.8 倍高かった。一方、C30 細胞における
その蛍光強度は、NR-S1 細胞とほぼ同等であ
った。この結果により X60 細胞は NR-S1 細胞
や C30細胞よりも細胞内にリソソームを多く
持つことが示された。 
 リソソーム内にはATPが豊富に含まれてい
ることが知られている。そこで、X60 細胞に
おけるATP、ATP産生を担うミトコンドリア、
そして ATP 産生に伴う ROS の含有量を、それ
ぞれ Luciferin-Luciferase アッセイ、フロ
ーサイトメトリーよるmitotracker-Green FM、
CellRox-Green からの蛍光強度測定により解
析した。X60 細胞の ATP、ミトコンドリア及

び ROS 含有量は、それぞれ NR-S1 細胞より
10.5、1.8 及び 2.1 倍高かった。C30 細胞で
は、統計的有意差は無かったが、それぞれ 3.2、
1.2、1.4 倍高かった。この結果より、X60 細
胞ではリソソーム、ATP、ミトコンドリア及
びROS含有量が他の細胞に比べて有意に高い
ことが示された。 
 
（２）mTOR シグナリングの亢進 
 上記（１）の結果は、X60 細胞はエネルギ
ー代謝が他の細胞よりも高いことを示唆し
ている。そこでエネルギー代謝に関係する
mTOR（Mechanistic target of rapamycin)及
びそのシグナル経路の下流に位置する p70 
S6K（Ribosomal protein S6 kinase B1）の
タンパク質発現及びリン酸化についてウェ
スタンブロット法により解析した。その結果、
X60 細胞では、mTOR の活性を決めるリン酸化
部位セリン 2448 のリン酸化が他の細胞に比
べて有意に高く、また p70 S6K のスレオニン
386 のリン酸化も高かった。この結果により、
X60 細胞における顕著な X 線及び炭素イオン
線抵抗性には mTOR シグナリングが関与して
いることが示された。 
 
（３）ラパマイシンによる放射線増感作用 
 X60細胞ではmTORシグナリングが亢進して
いることが示されたため、その阻害剤である
ラパマイシンを投与することでX線と炭素イ
オン線抵抗性が減少するかどうか評価した。
各細胞株にラパマイシンを 100nM 投与し、そ
の 24 時間後に X 線を 6Gy または炭素イオン
線を 4Gy 照射し、その後コロニー形成法を行
った。その結果、ラパマイシン投与により各
細胞は顕著にX線及び炭素イオン線増感され
た。特に X60 細胞では、ラパマイシン投与に
より X 線及び炭素イオン線感受性が、NR-S1
細胞と同等にまで減少した。この結果により、
がん細胞に生じたX線と炭素イオン線抵抗性
には、mTOR シグナリングが深く関与している
ことが示された。 
 
（４）細胞膜修復能評価のための実験系 
 次にリソソームの増加に伴う細胞膜修復
能の亢進を解析するための実験系の樹立を
行った。はじめに、Adam らの研究（②）を参
考にして、ジギトニンによる細胞膜の損傷と、
その後の細胞膜修復の観察を行った。しかし、
ジギトニンは細胞膜の可溶化することから、
その後の細胞膜の様子を観察することが困
難であった。そこで、細胞膜に穿孔を与える
ことのできるストレプトリジン O（SLO）を用
いることで、細胞膜穿孔後の修復能について
解析した。 
 各細胞株を PBS(-)で 2 回洗浄し、PBS(-) 
により最終濃度0.08ng/mlになるように調整
した SLO を投与し、氷上で 10 分間培養し、
次に 37 C̊で 10 分間培養した。次に培養液を
10%FBS(Fetal Bovine Serum)含有ダルベッコ
変法イーグル培地に置き換え、その直後から



細胞膜が穿孔した細胞を 5µg/ml のヨウ化プ
ロピディウム（PI)により経時的にパルスラ
ベリングし、細胞膜修復能を評価した。その
結果、観察期間中、X60 細胞における PI 陽性
細胞は NR-S1 や C30 細胞に比べて有意に低い
ことが示された。この結果は、X60 細胞は細
胞膜穿孔に対しても抵抗性であることを意
味している。 
 細胞膜修復は、穿孔後の細胞内への Ca2+イ
オンの流入と、それに次いで起こるリソソー
ムの細胞外放出を伴うことが知られている
（③）。そこで、細胞膜穿孔後の比較的早期
の細胞内リソソームの分布をLysotrackerを
用いた蛍光染色により解析した。その結果、
NR-S1及びC30細胞では細胞膜穿孔10分後に
リソソームが増加したが、X60 細胞では観察
時間中のどの時点でも投与前とほぼ同様の
リソソーム分布を示した。X60 細胞では通常
培養時でもリソソーム含有量が他の細胞よ
り有意に多いこと、細胞膜穿孔後の PI 陽性
細胞がどの時間でも低いことを考えると、
SLO による細胞膜穿孔に対して充分に対応で
きるだけの十分なリソソーム量を有してい
ることが示唆された。 
 
（５）Synaptotagmin VII、Flottilin-1 の局
在と細胞膜修復との関連 
 SLO は細胞膜のコレステロールに結合して
細胞膜を穿孔する（④）。このような細胞膜
損傷や穿孔は、その直後から上記（４）で述
べたリソソームの放出のようなエキソサイ
トーシスにより修復される（③）。また、損
傷した細胞膜はエンドサイトーシスにより
除去されることも報告されている（⑤、⑥）。
X60 細胞は他の細胞に比べて SLO による細胞
膜穿孔に対して抵抗性であることは、X60 細
胞の細胞膜のコレステロール画分がNR-S1や
C30 細胞と異なることを示唆している。また、
X60 細胞では細胞あたりのリソソーム含有量
も多かったことは、他の細胞に比べて、エキ
ソサイトーシスやエンドサイトーシスを含
む細胞膜や細胞内小胞の制御機構に何らか
の違いがあることを示している。 
 そこで、各細胞間における細胞膜損傷後の
エキソサイトーシスやエンドサイトーシス
の様子を評価するため、Synaptotagmin VII
と Flottilin-1の細胞膜損傷前後の局在を解
析した。Synaptotagmin VII は Ca2+イオンの
細胞内流入により起こるエキソサイトーシ
スのマーカーであり（⑦）、Flottilin-1 は脂
質ラフトのマーカーの一つと考えることが
でき、かつエンドサイトーシスにも関わって
いる（⑧）。細胞膜に存在する脂質ラフトは、
細胞膜でもコレステロールに富むことから、
Flottilin-1 が X60 細胞における細胞膜修復
の解析に有用といえる。 
 研究成果（４）で求めた実験条件により各
細胞に細胞膜穿孔を与え、その 20 分後に
Synaptotagmin VII 及び Flottilin-1 の局在
を蛍光免疫染色により評価した。これらは細

胞膜上に一様に、斑点状に分布している。こ
こでは、それを「ドメイン」と称する。解析
の結果、Synaptotagmin VII はどの細胞にお
いても細胞膜穿孔前後で変化がなかった。一
方、細胞膜穿孔後における細胞膜上の
Flottilin-１ドメインは、穿孔前に比べて拡
大、顕在化することが示された。特に、この
Flottilin-1 ドメインの顕在化は、NR-S1 と
C30 細胞で顕著だった。X60 細胞における
Fluttilin-1 ドメインは、その大きさが SLO
非投与時から NR-S1 と C30 細胞より大きく、
SLO による細胞膜穿孔後にさらに拡大した。
すなわち、X60 細胞では NR-S1 や C30 細胞に
比べて通常状態でFlottilin-1ドメインが多
く、さらに細胞膜穿孔後にさらに増加するこ
とが示された。 
 Flottilin-1 は脂質ラフトに集積し、かつ、
エンドサイトーシスに関わるタンパク質で
ある（⑧）。これは、NR-S1 細胞や C30 細胞と
比べて、X60 細胞の脂質ラフトの量が多く、
かつ穿孔後のエンドサイトーシスが亢進し
ている可能性があることを示している。研究
成果（２）では、X60 細胞は mTOR シグナリン
グが亢進しており、これが X線と炭素イオン
線抵抗性の亢進に寄与することを示した。
mTOR は細胞のエネルギー代謝だけでなく、脂
質の合成も制御する。従って、X60 細胞にお
ける Flottilin-1 ドメインの増加は mTOR シ
グナリングの亢進に起因している可能性が
ある。脂質ラフトに制御や細胞膜損傷修復に
おける mTOR シグナリングは、我々の知る限
り未だ研究されていないことから、新しい細
胞のストレス応答である可能性がある。 
 本研究の目的は、X 線及び炭素イオン線抵
抗性における細胞膜修復の関与を明らかに
することである。このためには細胞膜修復の
阻害がX線や炭素イオン線抵抗性に与える影
響を評価する必要がある。この評価のため細
胞膜の透過性を低下させることが出来るタ
ンニン酸（③）、エキソサイト-シスを阻害す
る Vacuolin-1（⑨）、リソソ-ムの機能を阻害
するクロロキン（⑩）及び本研究で X60 細胞
に対して顕著なX線及び炭素イオン線増感作
用を示したラパマイシンの細胞膜穿孔修復
へ与える影響も解析したが、細胞膜穿孔後の
これらの薬剤の投与は細胞に対する毒性が
高く、目的の現象を評価することができなか
った。これは放射線照射による細胞膜の修復
に関する研究を展開する上での課題として
残された。また、細胞膜損傷後早期にエキソ
サイトーシスによる細胞膜の継当てがなさ
れるが、この修復過程は一般的に数十秒後程
度で終了する可能性が高く（⑪）、本研究で
用いた解析装置では正確に解析することが
難しかった。これらを評価するためには、細
胞膜損傷から修復までをリアルタイムに、か
つ細胞膜を高分解能で評価可能な全反射照
明顕微鏡などが必要である可能性がある。 
 
（６）まとめ 



 本研究の成果を以下にまとめる。マウス扁
平上皮がん細胞株 NR-S1 に対し、それぞれ X
線及び炭素イオン線を繰り返し照射するこ
とで樹立したがん細胞株 X60及び C30細胞を
用いて、がん細胞における X線及び炭素イオ
ン線抵抗性機構について解析を行った。X 線
と炭素イオン線に著しい抵抗性を持つX60細
胞は、NR-S1 と C30 細胞に比べて細胞あたり
のリソソーム、ATP、ミトコンドリア、ROS 含
有量が有意に多かった。また、X60 細胞では
mTOR のリン酸化が他の細胞に比べて亢進し
ており、mTOR シグナリングの阻害剤であるラ
パマイシンによりX線及び炭素イオン線抵抗
性を著明に減少させることができた。この研
究によりがん細胞に生じるX線及び炭素イオ
ン線抵抗性には mTOR が深く関与しているこ
とが示された。 
 さらに、細胞膜修復能を解析するための実
験系を樹立し、X60 細胞における細胞膜損傷
について解析した。その結果、X60 細胞は
NR-S1 と C30 細胞に比べて SLO によって生じ
る細胞膜穿孔に著しく抵抗性であることが
示された。X60 細胞は通常培養時から細胞内
のリソソームが多かったが、細胞膜穿孔に伴
って生じるリソソームの増加はX60細胞より
も NR-S1 と C30 細胞で多くみられた。X60 細
胞における細胞膜修復について更に評価す
るため、リソソームの合成や放出にも関連す
るエキソサイトーシスやエンドサイトーシ
スについてそれぞれのマーカーと考えられ
る Synaptotagmin VII と Flottilin-1 の局在
を解析した。その結果、NR-S1 や C30 細胞に
比べてX60細胞では通常培養状態でも細胞膜
上のFlottilin-1ドメインが明瞭に確認でき、
細胞膜穿孔後にはさらにFlottilin-1ドメイ
ンが拡大した。この結果により X60 細胞では
脂質ラフトの制御や細胞膜損傷修復に伴う
エンドサイトーシスが亢進していることが
示唆された。 
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