
東北医科薬科大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３１３０５

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

X線分割照射耐性に関与するミトコンドリアの新機能～代謝経路からのアプローチ～

Involvement of mitochondria in cancer cell radioresistance

００３９２２２５研究者番号：

桑原　義和（KUWAHARA, Yoshikazu）

研究期間：

１６Ｋ００５３８

年 月 日現在  元   ６ １７

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：標準的放射線療法である2 Gy/日のX線を照射し続けても増殖するCRR細胞を樹立し
た。CRR細胞のミトコンドリア(mt)は断片化しており、膜電位の低下が見られた。MtDNA欠失ρ0細胞において
も、mtの膜電位低下が見られ、CRR細胞と同様にX線単回照射及びDTXに抵抗性を示した。しかし、CRR細胞である
HeLa-R細胞から樹立したHeLa-R-ρ0細胞を含む樹立した全てのρ0細胞は2 Gy/dayのX線に抵抗性を示さなかっ
た。また、1%酸素下で培養したCRR細胞は、X線を照射しなくても15日以内に死滅した。以上から、CRR形質には
mtが何らかの役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanisms of cancer cell radioresistance, we 
have established clinically relevant radioresistant (CRR) cells which continue to proliferate under 
exposure to 2 Gy/day of X-rays for more than 30 days in vitro and in vivo. Reduction of 
mitochondrial membrane potential of CRR cells was observed same as mitochondrial DNA depleted ρ0 
cells. The mitochondria of CRR cells was fragmented suggesting that functional mitochondrial network
 was disrupted. The dysfunction of mitochondria observed in CRR and ρ0 cells contribute to X-ray 
and docetaxel cross-resistance. However, ρ0 cells, including HeLa-R-ρ0 cells established from 
HeLa-R CRR cells, did not show resistance to 2 Gy/day of X-rays. CRR cells cultured under hypoxia 
died out within 15 days with or without 2 Gy/day of X-rays. These results strongly suggested that 
mitochondria play a role in CRR phenotype.

研究分野：放射線生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線療法はがんの三大治療法の一つである。放射線に抵抗性を示すがん細胞の存在は、放射線療法の克服すべ
き課題の一つである。本研究では、ミトコンドリアががんの放射線抵抗性に関与していることを明らかにした。
このことは、より有効な放射線療法を開発する上で重要な発見である。また、低酸素下のがん細胞は放射線に抵
抗性になることが知られているものの、本研究で使用する臨床的放射線耐性細胞は低酸素下で培養すると死滅し
た。このことは、新規の放射線抵抗性に関するメカニズムを示唆するものであり、学術的に意義深い。本研究
は、ミトコンドリアを標的とする放射線化学療法の開発に結び付く可能性があり、社会的に意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 放射線療法は、手術療法や化学療法と並ぶがんの三大治療法の一つであり、その有効性は広
く認められている。しかし、放射線耐性細胞の存在や出現といった克服すべき課題も残ってい
る。申請者らは放射線耐性細胞のモデルとして 2 Gy/日の X線を照射し続けても増殖する臨床
的放射線耐性(clinically relevant radioresistant; CRR)細胞を、由来組織の異なる複数のがん細
胞株から樹立した。CRR 細胞は親株に比べて X 線単回照射にも抵抗性を示すこと、X 線照射
後、オートファジーを伴う細胞死が誘発されにくいこと、微小管を標的とする抗がん剤ドセタ
キセル(docetaxel; DTX)に抵抗性を示すことなどを明らかにしてきた。さらに、CRR細胞では
X 線照射及び DTX 処理後、ミトコンドリア(mitochondria; mt)からの活性酸素種(reactive 
oxygen species; ROS)がほとんど検出されないことを明らかにした。これらの解析結果は、樹
立した全ての CRR細胞に共通であった。CRR細胞は、2 Gyの X線を毎日照射(maintenance 
irradiation; mi)しており、総照射線量が 5,000 Gyを超えている細胞であるにもかかわらず、
安定して増殖を続けるユニークな細胞である。 
 
２．研究の目的 

X線及び DTX処理後、親株ではmtに由来する ROSの発生が検出されたものの、CRR細胞
ではほとんど検出されなかった。このことから、mtが CRR細胞の放射線耐性に関与している
のではないかという事が強く示唆された。本研究では、mtを解析することにより、CRR細胞
の放射線耐性に mt が関与していることを明らかにし、より有効な放射線療法の開発を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
蛍光染色試薬を用いてイメージングすることで、親株及び CRR 細胞の mt の形態学的特徴を解
析し、また mtの膜電位の変化を解析した。親株及び CRR 細胞を低濃度の臭化エチジウム含有培
地でおよそ 30 日間培養し、mtDNA 欠失(ρ0)細胞の樹立を試みた。mt 電子伝達系酵素複合体 I
～V の各阻害剤を用いて、どの電子伝達系酵素複合体が放射線耐性に関与しているのかを解析
した。低酸素状態では，細胞は細胞質で行われる嫌気的解糖系を利用する。そこで、低酸素下
で親株及び CRR 細胞を培養し、酸化的リン酸化が CRR 細胞の放射線耐性に関与しているのかを
解析した。 
 
４．研究成果 
MitoTracker Green FM (MTGF)はmtの膜電位に関係なくmtをイメージングすることができる。
親株及び CRR 細胞の mtを MTGF で染色すると、親株の mt は細胞質内に糸状に存在しているのに
対して、CRR 細胞の mt は断片化していることが分かった。このことから、CRR 細胞の mt は mt
ネットワークを形成しておらず、機能不全に陥っている可能性が示唆された。次に、JC-1 染色
により mt の膜電位をイメージング解析した。その結果、CRR 細胞の mt 膜電位は親株に比べて
明らかに低下していることが分かった。これらの解析結果は、樹立した全ての CRR 細胞に共通
であった。Mt 膜電位のイメージング解析の結果からも、CRR 細胞の mtは機能が低下しているこ
とが示唆された。 
本研究以前の解析結果と、以上の解析結果を踏まえて、mtDNA が欠失しているため mt が機能
不全に陥っているρ0細胞は X線及び DTX に抵抗性を示すのではないかと考え、ρ0細胞の樹立
を試みた。これまでに、CRR 細胞からρ0 細胞を樹立することは出来なかった。しかし、mi を
行っていない HeLa-R 細胞から HeLa-R-ρ0細胞の樹立に成功した。これまでの解析から、miを
行わなかったCRR細胞でも、3か月程度はCRR形質が維持されていることが分かっているため、
樹立した HeLa-R-ρ0細胞も CRR 形質を維持していると考えられる。樹立した全てのρ0細胞の
mt は、CRR 細胞の mt と同様に膜電位の低下がみられた。また、HeLa-R-ρ0 細胞を含む樹立し
た全てのρ0細胞は X 線単回照射及び DTX に抵抗性を示し、さらに CRR 細胞と同様に X線照射
及び DTX 処理後に mtからの ROS は検出されなかった。一方、2 Gy/日の X線を照射したところ、
親株と同様にHeLa-R-ρ0細胞を含む全てのρ0細胞は30日以内に死滅した。HeLa-ρ0及びSAS-
ρ0 細胞から CRR 細胞の樹立を試みたものの、現在に至るまで樹立に成功していない。以上の
解析結果から、mtの機能低下がみられる細胞では、X線単回照射及び DTX に抵抗性を示すこと
が示唆されたものの、ρ0細胞の解析から mtが機能していない細胞は、X線分割照射には抵抗
性を示さないことが示唆された。従って、CRR 細胞の mt は機能が低下しているように見えるも
のの、分割照射抵抗性には何らかの役割があることが示唆された。 
CRR 細胞を mt電子伝達系酵素複合体 I～Vの各阻害剤を用いて 2 Gy/日の分割照射を行うと、
樹立した全ての CRR 細胞は 30 日以内に死滅してしまう事が分かった。嫌気的解糖系に依存する
1%酸素下で CRR 細胞を培養し、2 Gy/日の X線を照射すると、およそ 10日で全滅した。また、
mi を行っていない CRR 細胞を 1%酸素下で培養した場合にも 15日以内に全滅した。このことか
ら、CRR 細胞が増殖するためには、mtが何らかの役割を果たしていることが強く示唆された。 
1 年以上 miを行わず培養した CRR 細胞は、X線単回照射及び DTX 抵抗性の形質が失われてい
た。また、2 Gy/日の X線を照射すると 30日以内に死滅した。さらに、mtのイメージング解析
を行うと、親株と同様に mt ネットワーク形成がみられ、mt膜電位の低下が見られなかった。 
本研究から、mtの機能低下は X線単回照射及び DTX 抵抗性に関わっていることが示唆された



ものの、2 Gy/日の X線分割照射抵抗性には mtが何らかの役割を果たしていることが示唆され
た。 
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