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研究成果の概要（和文）：X線2Gy/日の分割照射でも増殖を続けるCRR細胞の形質へのミトコンドリア(mt)の役割
を解析した。10Gy急照射後、親株ではmt由来のROSが検出されたがCRR細胞では検出されず、mitDNAコピー数、
ATP合成量は減少していた。臭化エチジウムによるmtDNA欠失ρ0細胞樹立はCRR細胞からは困難であった。維持照
射を休止したHepG2-CRRから唯一樹立できたρ0細胞はCRR形質が消失した。親株に比してρ0細胞の抗酸化酵素群
の発現は一定の傾向を示さなかったがH2O2に対して却って感受性であった。細胞膜電位低下によってH2O2の細胞
内流入が早まることが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the role of mitochondria (mt) on the phenotype expression of CRR
 cells that continue to proliferate under fractionated irradiation of 2 Gy/day x-rays. Reactive 
oxygen species (ROS) derived from mt was detected in the parent cells after acute irradiation with 
10 Gy, but was not detected in CRR cells, and the mitDNA copy number and ATP amount were decreased. 
Using ethidium bromide, mtDNA deleted ρ0 cells could be established from parental ells but was 
impossible from CRR cells. Only one ρ0 cells could be established from HepG2-CRR to which 
maintenance irradiation paused. Expression of the antioxidant enzyme group in ρ0 cells showed no 
specific tendency compared to the parental cells but was rather sensitive to H202. It was suggested 
that the influx of H 2O2 is accelerated by the decrease in cell membrane potential of ρ0 cells. 

研究分野：放射線病理学
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１．研究開始当初の背景 
化学療法や手術療法と並び、がんの三大治
療法の一つである放射線療法の適応例は増
加している。しかし、耐性細胞の出現は予後
を左右する。我々は、標準的な放射線療法で
ある 2Gy/日のＸ線分割照射を 30 日以上続け
ても増殖する培養細胞を臨床的放射線耐性
(clinically relevant radioresistant; CRR)細胞と
定義し、由来の異なる複数のヒトがん細胞株
から CRR 細胞の樹立に成功した。CRR 細胞
の樹立は世界初であり、ゲノム背景が同一の
親細胞とすることによって種々の知見を得
た。CRR細胞は分割照射ばかりでなく、高線
量 1回照射のＸ線(10Gy)にも耐性を示し、親
株に比べて DNA 修復能が高く、オートファ
ジー細胞死の誘導が抑制されていた [1]。ヌ
ードマウス皮下へ移植した CRR 細胞由来の
腫瘍も 2Gy/日のＸ線照射に耐性を示した。組
織学的に、CRR腫瘍は親株腫瘍に比べて腫瘍
内血管密度が高かった。オートファジーを誘
導する mTOR 阻害剤と X 線分割照射併用に
よって、親株に比べて CRR 腫瘍の縮小が有
意であったが、この縮小効果は血管内皮の障
害による虚血が主因であった[2]。さらに、低
酸素下で培養すると、CRR細胞は親株に比べ
て顕著に細胞死が起こることを見出した。こ
れらは、CRR細胞は親株細胞よりも酸素要求
性が高いことを示している。好気的条件下で
は放射線による ROS生成が増強する（酸素効
果）ため、CRR細胞が放射線から生き残るた
めには不利なはずである。それにも拘わらず、
CRR形質の維持に mtにおける好気的な酸化
的リン酸化による ATP 供給が必要であると
示唆される。 
一方、CRR細胞における放射線耐性のメカ
ニズムを明らかにするために、作用機序の異
なる複数の抗がん剤に対する感受性を解析
した。その結果、全ての CRR 細胞は微小管
脱重合阻害剤であるドセタキセル(DTX)に耐
性を示すことが分かった。DTX 耐性には、
β-tubulinやMDR1などの過剰発現の関与が報
告されているものの[3]、CRR細胞においては
否定された。近年の研究から、mtが DTX耐
性に関与していることが報告されている [4]。
X 線照射あるいは DTX 処理後に親株では、
ミトコンドリア(mt)由来の活性酸素種(ROS)
の増加がみられたが、CRR 細胞では mtROS
上昇が検出されなかった。 

 
２．研究の目的 

CRR 細胞は単回照射にも耐性である一方、
今までに単回照射に抵抗性でも内因性に
CRRである細胞株は見つかっていない。本研
究では、CRR細胞がなぜ好気的でなければい
けないのか、同一線量でも分割照射と単回照
射ではどう細胞影響が異なるのかについて
mt 機能の関与から明らかにすることを目的
とした。 

 
３．研究の方法 

CRR細胞における mt機能の検討を行い、
さらに mtDNA を排除することによってミト
コンドリア機能不全となった ρ0 細胞を樹立
して放射線耐性への mt 機能の関与を検討し
た。 
 ヒトがん細胞株 HeLa, HepG2, SASと、それ
らから樹立した CRR 株を用いた。ρ0 細胞の
樹立には臭化エチジウム法を用いた。細胞の
放射線感受性は modified high density assayを
用いた。mt の膜電位(ΔΨm)は JC-1 染色で観
察した。X線照射後及び DTX処理後の mt由
来の活性酸素種(reactive oxygen species; ROS)
はMitoSOX red染色で観察した。 
 
４．研究成果 
 親細胞に比較して CRR 細胞では、mtDNA
コピー数と ATP量の減少、さらに mtの鉄輸
送に預かるmitoferrinの発現減少がみられた。
これらは、量的或いは質的に mt 機能が低下
していることが CRR 細胞において放射線と
薬剤耐性に深く関与していることを示唆し
ている。臭化エチジウム処理によって SAS及
びHeLa細胞から ρ0細胞を樹立することに成
功した。なお、HepG2では mtDNAの消失誘
導は不可能であった。また、それぞれの CRR
細胞から、ρ0細胞の樹立を試みたところ、い
ずれからも ρ0細胞の樹立には至らなかった。
しかし、形質維持のため 2Gy/日の X 線を半
年以上照射していない HeLa-R 細胞から、ρ0
細胞を樹立することに成功した。HeLa-ρ0 と
SAS-ρ0 細胞で ATP 量が減少していることも
明らかとなった。 
親株に比べて ρ0 細胞は、X 線単回照射及び
DTXに抵抗性を示した。しかし、2Gy/dayの
X 線分割照射では、1 月以内に死滅した。す
なわち CRR 細胞としての形質を示さなかっ
た。また、HeLa-R より樹立した HeLa-R-ρ0
も X 線単回照射に抵抗性を示したが、2Gy/
日の分割照射では死滅した。これらの結果か
ら、mt機能を完全に抑制してしまうと、X線
単回照射には抵抗性になるものの、X線分割
照射には感受性が増加することが明らかと
なった。CRR形質の維持に、ROSを産生しな
いがある程度以上の ATPを合成する mt機能
が不可欠であることが明らかとなった。 
ρ0細胞では、mtに局在し抗酸化作用を有す
る MnSOD遺伝子の発現亢進が明らかとなっ
た。しかし、MnSOD 以外の抗酸化酵素群の
遺伝子発現については一定の傾向を示さな
かった。酸化ストレスに対する感受性を調べ
たところ、過酸化水素に対して ρ0 細胞が親
細胞株に比べて高感受性を示した。ところが、
H2O2を分解するカタラーゼ活性は ρ0 細胞の
方が親株よりも高かった。また、ATPのエネ
ルギーを用い細胞膜上のイオン交換に関与
する ATPase の発現にも変化が見られた。そ
こで、細胞膜の膜電位を測定したところ、ρ0
細胞においては細胞膜電位が減少していた。
H2O2 処理後の細胞内 H2O2 量の動きを
HYDROP にて解析したところ、親株に比べ、



ρ0 細胞の内在性 H2O2量の上昇するタイミン
グが早いことが判明した。以上から、ρ0細胞
における酸化ストレスに対する感受性の増
加は、内在性のカタラーゼ活性よりも細胞膜
状態の違いによることが明らかとなった。な
お、CRR細胞とρ0細胞の異同を下表に示す。 

 
分割照射は照射と照射の間に回復や DNA
修復が起こると考えられているが、細胞応答
が単純に急性反応の積み重ねとは考えられ
ない。CRR形質発現・維持には複数の要素が
複雑に関わっていると考えられたため、CRR
形質発現に関わって制御される遺伝子群を
探索するために、マイクロ RNA のアレイ解
析を行ったところ、CRR 細胞において
miR7-5p の発現亢進を認めた。miR7-5p の標
的遺子を検索したところ、mitoferrinを含む複
数の mt 関連遺伝子が含まれていた。現在、
これらの遺伝子群の中で CRR形質とmt機能
を結び付けるような遺伝子の組み合わせを
検索している。 
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