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研究成果の概要（和文）：HeLa細胞においてTempoと温熱併用によるオートファジー細胞死を誘導することが判
明した。5mM Tempo-44℃/20分でアポトーシスが誘導され、5mM Tempo-44℃/60分でオートファジー細胞死が誘導
された。この併用はカスパーゼ依存性アポトーシスを阻害しオートファジー細胞死を誘導した。遺伝子チップ解
析により併用処理におけるTP53INP1遺伝子の発現を示した。Mito-Tempoと温熱併用すると、Tempoより約10倍の
細胞死を誘導した。Mito-TempoはTempoより多く（約10倍）の細胞死を誘導することを示し、ユニークな温熱増
感剤であることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：　　In this study, we determined that Tempo combine treatment with 
hyperthermia rapidly induced autophagic cell death in HeLa cells. 5 mM Tempo-44℃/20 min combination
 induced apoptosis, while 5 mM Tempo-44℃/60 min combination induced autophagic cell death in HeLa 
cells. This co-treatment inhibited the processing of heat-activated procaspase-3 into active small 
subunits, leading to the inhibition of caspase-dependent apoptosis, and results in the induction of 
autophagic cell death. Furthermore, the gene chip analysis showed the up-regulation of TP53INP1 gene
 in the combination treatment. Subsequently, the combination of  Mito-Tempo and 44℃/60 min induced 
cell death in a dose-dependent manner. Mito-Tempo induced approximately 10-fold higher cell death 
than Tempo. Thus, the Mito-Tempo is a unique thermo-sensitizer which synergistically induce more 
apoptotic and autophagic cell death.

研究分野：放射線医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　最近の研究で細胞死は極めて多様であること、細胞死の様式変換が癌治療成績に関係することが判明してきて
おり、本研究により、全体のメカニズムの一端が分子水準で明らかになった。使用する薬剤の臨床使用可能性が
判るとともに、細胞死の様式変換に関わる新たな薬剤開発に繋がる研究情報が得られる。研究結果からこのメカ
ニズムの解明は癌の治療および治療薬の開発に寄与すると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
申請者は、特に放射線や温熱によるアポトーシスの増強について研究し、最近、細胞内酸化ス
トレスと温熱細胞死の増強について論文（Wu L-H, et al. Apoptosis, 2014; Li P., et al. Cell 
Stress and Chaperons, 2016; Li P., et al. Int J Hyperthermia, 2017）で報告した。HeLa細胞
において、ニトロキシドと温熱併用による細胞死の増感について国際学会（BIT’s 10th Annual 
World Cancer Congress-2017.5.19-21 スペイン）および日本ハイパーサーミア学会（第 34回
大会-2017.9.15-16, 京都）で報告した。その細胞死の様式はオートファジー細胞死であり、アポ
トーシスからオートファジー細胞死に転換することが非常に重要と考えられる。また、温熱増感
によるアポトーシスからオートファジー細胞死転換のメカニズムについて、TP53INP1、Atg5, 
p62 遺伝子と関連することが部分的に分かったが（図２）、放射線の化学的増感に関する細胞死
の様式については、また不明な点が多い。従って、このメカニズムの解明は、放射線による癌の
治療および治療薬の開発に寄与すると思われる。 
 
２．研究の目的 
放射線による多様な細胞死の誘導と細胞死様式の転換メカニズムの解明を目的とする。最近、
放射線細胞死の様式がアポトーシ ス、ネクロプトーシス、フェロトーシス、オートファジー細
胞死等と多様であることが判明し、この制御が癌治療効果との関連 で注目されている。これら
の制御が効率的な細胞死誘導の鍵となる。これには細胞内抗酸化能が関係し、特にシスチン・グ
ルタ ミン酸トランスポーターの役割が重要とされる。そこで、阻害剤である、スルファサラジ
ン、ソラフェニブおよびエラスティン を用いて、細胞死の増強と細胞死の様式別変化を定量的
に比較する。さらに、これらに関わる遺伝子発現を網羅的に検討すると ともに関連タンパク質
の変化について調べる。これにより細胞死様式の転換機構を解明するとともに放射線癌治療生
成向上のた めの細胞死制御薬剤の探索・開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、単独および放射線と併用に よる細胞死と細胞内活性酸素（ROS）を中心にして、
フローサイトメーターで調べる。次は細胞の形態変化とタンパク質発現より細胞死の様式を決
める。その後マイクロアレイ遺伝子解析方法で細胞死の様式を制御する遺伝子を探す。ついで細
胞死の様式 に関連遺伝子のタンパク質発現を検討する。１．細胞死の形態観察（Giemsa 染色）、
アポトーシスはフローサイトメトリーによるホスファチジルセリンの細胞膜への発現（Annexin 
V-FITC/PI 染色）で検証し、 オートファジー: LC3, Atg5, P62 を利用して、ウ ェスタンブロッ
ディング方法で細胞死のタイプを識別する。２．化合物および化合物による細胞増殖毒性評価：
Cell Cou nting Kit-8 を用いる。３．細胞内活性酸素種について、O2.-;：Dihydroethidine (DHE) 
色素を利用してフローサイトメトリーにより分析した。細胞内脂質過酸化関連タンパク質 SOD1, 
SOD2 発現についてウェスタンブロッティング法で検討した。マイクロアレイを用いて網羅的遺
伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(１) Tempo と温熱併用による細胞死の形態変化について顕微鏡で観察した。Tempo と温熱併用
による顕著な細胞死増感効果を示した。（図１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 
 
 



 
(２) ミトコンドリアに局在する Tempo 誘導体 F-TriPPT と温熱併用による細胞死の形態変化を
Giemsa 染色で調べた、低濃度 F-TriPPT と温熱併用による Tempo より顕著な細胞死増感効果を示
した。（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ Giemsa 染色 
 
 
 
(３) Tempo と温熱併用による細胞内関連タンパクの発現についてアポトーシスは Caspase-3、
オートファジーは LC3 で Western blotting 方法によって検討した。5ｍM Tempo と 44℃60 分温
熱併用による細胞死はカスパーゼ非依存性オートファジー細胞死はであることが分かった。 
（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 
 
 
 
 



（４）Tempo あるいはミトコンドリアに局在する Tempo 誘導体 F-TriPPT と温熱併用による
Caspase-3 の発現はニトロキシド濃度に依存する。F-TriPPT は Tempo より効果的に細胞死を誘
発することが分かった。（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 
 
 
（５） Tempo と温熱併用による TP53INP1 の発現。（図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 
 
（６）Tempo と温熱併用による細胞内活性酸素（ROS）の変化。（図６） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 
 
 



 
（７） Tempo と温熱併用による細胞質及び細胞内ミトコンドリアの活性酸素（ROS）関連 
タンパク質 SOD の発現。（図７） 
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