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研究成果の概要（和文）：放射線に感受性であるミトコンドリアDNAを欠損したρ0細胞と、逆に抵抗性である臨
床的放射線耐性細胞(CRR細胞)の過酸化水素(H2O2)応答について、細胞膜状態と鉄動態に着目し解析を行った。
ρ0細胞では、H2O2処理により細胞膜チャネルであるアクアポリン（AQP）発現が増加することで、細胞膜の過酸
化水素透過性が亢進し、2価鉄量が増大することからフェントン反応による細胞内の活性酸素種が増加し、細胞
膜脂質の過酸化による細胞死が惹起された。一方、CRR細胞では、AQPの発現と2価鉄量が少ないためH2O2処理に
よる活性酸素種の発生が少なく、細胞死が起きにくいことが示された。

研究成果の概要（英文）：In radiotherapy, existence of radioresistant cells is a therapeutic problem.
 We analyzed the hydrogen peroxide (H2O2) response in mitochondria DNA deficient ρ0 cells and 
clinically radioresistant (CRR) cells focusing on the plasma membrane status. In ρ0 cells, the 
expression of aquaporin (AQP), a plasma membrane water channel was up-regulated. Up-regulated AQP 
expression enhance plasma membrane permeability upon H2O2 treatment. The amount of Fe2+ was also 
increased resulting in the increase of intracellular reactive oxygen species (ROS) and lipid 
peroxidation by fenton’s reaction. These increase are thought to result in H2O2 sensitivity. On the
 other hand, in CRR cells, the down-regulation of AQP, and low Fe2+ levels suppress the generation 
of ROS. This low ROS level leads to H2O2 resistance in CRR cells.

研究分野： 歯科保存学

キーワード： 過酸化水素　がん　酸化ストレス　細胞死　アクアポリン　鉄　ミトコンドリア

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ストレスに感受性を示すρ0細胞と抵抗性を示すCRR細胞を用いた解析を行い、酸化ストレス抵抗性
に、細胞膜上のアクアポリン（AQP）、細胞内鉄動態、ミトコンドリア動態が関係することを明らかにした。今
回得られた結果を踏まえ、今後、AQP発現量、細胞内鉄動態、ミトコンドリア機能をコントロールするような薬
物を投与することにより、抗がん剤の治療効果を飛躍的に高める事が期待できる。現在日本では、死ぬまでに2
人に1人ががんに罹患するといわれており、本研究により、私たち国民にとって身近ながんの撲滅に向け、この
様な重要な知見が得られたことは、社会的にも大きな意義があると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん治療の方法として放射線療法や化学療法などがあげられるが、これらに耐性を示す細胞

の存在は治療の障害として問題となっている。そのため、放射線耐性獲得メカニズムを明らかに
し、その性質を理解することができれば、治療効果が高まり、がん治療に対して非常に有益であ
ると考えられる。申請者らは標準的な放射線療法である 2 Gy/日の X線を 30日以上照射し続け
ても増殖を続ける細胞株(Clinically Relevant Radioresistant cell, CRR 細胞)を樹立した。
さらに細胞に低濃度のエチジウムブロマイド(EtBr)処理をすることにより、放射線照射に対し
て感受性を示すミトコンドリア（mt）DNA を欠失した ρ0細胞を樹立した。これらの細胞でのス
トレス応答機構を検討した結果、放射線だけでなく活性酸素種（ROS）の一つである過酸化水素
（H2O2）に対しても、同様に耐性と感受性を示した(文献 1, 3)。しかし、この現象はカタラーゼ
活性等の細胞内活性酸素除去酵素活性では説明がつかず、細胞膜の状態により規定されている
可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
ρ0細胞と CRR 細胞での膜状態の違いが酸化ストレス抵抗性・感受性のメカニズムに関与して

いる可能性が示されている事から、本研究では、以下の仮説を立て、このメカニズムを明らかに
することを目的とした。 
(1) 酸化ストレスとして H2O2 を用いた場合、細胞膜脂質の構成やアクアポリン(AQP)などの膜

チャネルの発現が変化しているのではないか？ 
(2) このことにより細胞膜での物質透過性の変化が起き、細胞内部へのストレス伝達量(細胞

内 H2O2量)が変化するのではないか？ 
(3) 細胞内への H2O2取り込み量が変化することで、遊離鉄を介したいわゆるフェントン反応の

量に違いが見られるのではないか？ 
(4)フェントン反応により発生する活性酸素量の違いにより細胞膜酸化度が変化し、このこと

がストレス感受性を規定しているのではないか？ 
 
３．研究の方法 
本研究では、材料としてヒト子宮頚部がん HeLa 及びヒト舌がん SAS 細胞由来のρ0細胞、CRR

細胞およびその親株細胞を用いて、以下の実験を行った。  
(1) 脂質の過酸化の検討 :代表的な脂質の過酸化物マーカーである HNE 抗体を用いて、各細胞

を固定後に免疫染色を行い、脂質の酸化度について半定量解析を行った。同様に、H2O2処理後の
脂質の過酸化の増大についても検討した。 
(2) 安定同位元素を用いた細胞内への H2O2 取り込みの追跡 :H2O2 処理後に細胞内で増加する

H2O2が、添加した H2O2そのものであるかを調べるため、安定同位元素にて標識した H2O2 (H2O2
18O)

処理を行い、18O が細胞内に取り込まれるか調べた。H2O2
18O 処理した細胞を凍結乾燥し、細胞内

H2O2
18O 量を安定同位体比質量分析装置(IRMS)にて測定した。IRMS 分析は太陽日酸に依頼した。 

(3) リポソーム膜を用いた脂質の密度・酸化度合いと過酸化水素取り込み量の検討 ：細胞膜脂
質の主要な構成成分 DOPC と酸化脂質 POVPC の割合を変化させたリポソーム膜モデルにおいて、
膜の構成成分を変化させて H2O2の取り込み量を調べ、H2O2の細胞内への取り込みが細胞密度や膜
の過酸化状態に依存しているのか検討した。 
(4) H2O2処理後の細胞内活性酸素量の検証 ：H2O2を添加後、ROS の一種で反応性が高いヒドロ

キシラジカル(･OH)量を、その試薬である HPF を用いて検出した。蛍光顕微鏡にて観察後、得ら
れた蛍光強度について半定量解析した。 
(5) 細胞膜構成要素の発現解析と突然変異の解析 ：水および H2O2を透過するアクアポリン（AQP）

1, 3, 8, 9 について、遺伝子発現量を検討した。ρ0細胞において、AQP3, 5, 8 についてタン
パク質発現量を解析した。その後siRNAを用いてAQP3, 5, 8遺伝子のノックダウン(KD)を行い、
H2O2処理後の細胞生存率について調べた。 
(6) 細胞内および mt内の鉄動態の解析：細胞内で H2O2と反応し、細胞死を誘導する･OH を生じ

る鉄動態について、細胞内の 2 価鉄を FerroOrange、ミトコンドリア内の 2 価鉄を MitoFerro-
Green を用いて測定した。また、鉄結合タンパクであるフェリチンの遺伝子発現について解析し
た。ρ0細胞においては、H2O2曝露に対する鉄キレート薬効果を検討した。ρ0細胞において、H2O2

処理後にアポトーシスマーカーである Annexin V とフェロトーシスマーカーである Liperfluo
の染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1) H2O2処理後の HNE 量は、ρ0細胞では親株と
比較して上昇していたが、CRR 細胞においては、
親株の HNE 量が上昇する処理後２時間までに増
加は認められなかった（図 1、文献 3, 4）。 
 図 1 HNE 抗体による H2O2処理後の脂質過酸化 

A:ρ0細胞での H2O2処理後の HNE 量  
B:CRR 細胞における H2O2処理 2時間後の変化 



(2) ρ0細胞では細胞内への H2O2取り込み
量は、親株と比べて増加が認められ、CRR
細胞では、HeLa 細胞では親株と同様の取
り込み量であったが、SAS 細胞では親株よ
り取り込み量の増加は認められなかった
（図 2、文献 3, 4）。 
(3) リポソーム膜モデルで構成成分を変化させたところ、酸化脂質 POVPC 添加（2〜4）mol%まで
は、H2O2透過性が向上した。実際、H2O2処理前に細胞へ POVPC を添加したところ、ρ0細胞、CRR
細胞ともに H2O2処理による細胞死が増加した（文献 3, 4）。 
(4) H2O2処理後の･OH 量は、ρ0細胞
では親株に比較して蛍光強度の上
昇、CRR 細胞では蛍光強度の減少が認
められた（図 3）。 

(5) AQP1, 3, 8, 9 について、遺伝子発現量は
ρ0細胞では親株と比較して増加、CRR 細胞で
は逆に減少していた（文献 2）。ρ0細胞では
AQP3, 5, 8 のタンパク質発現量は細胞膜に局
在しており、親株に比べ、発現の亢進が認めら
れ（図 4、文献 6）、AQP3, 5, 8 遺伝子の KDに
より、H2O2処理後の細胞内 H2O2流入量が減少
し、細胞死が抑制された（文献 6）。 
(6) 細胞内および mt内の 2価鉄量は、親株
に比べρ0細胞では増加しており、CRR 細胞で
は減少していた（文献 5, 6）。また、フェリ
チンの遺伝子発現は CRR 細胞では増加、ρ0

細胞では減少しており（図 5）、ρ0細胞で鉄
キレート薬を添加後に H2O2処理すると、細胞
死が抑制された(文献 3, 5)。さらにρ0細胞では、H2O2処理後 3時間で Liperfluo のシグナルの
みが亢進し、Annexin V の亢進はみられなかった(文献 6)。 
以上の結果より、ρ0 細胞では AQP 発現が増加し、H2O2 の細胞内流入量が増大すること、さら

に細胞内と mt 内の 2 価鉄量も増大することから、より多くの･OH が細胞内で生成され、その結
果、脂質の過酸化が亢進することにより H2O2感受性を示すことが明らかとなった。一方、CRR 細
胞では、AQP の発現および 2価鉄量が少ないため、フェントン反応が起こりにくく、・OHの発生
も抑えられ、H2O2処理に対して抵抗性であることが示唆された。 
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図 4 ρ0細胞での AQP 3, 5, 8 の免疫染色 
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量の検出 A：ρ0細胞
B：CRR 細胞 

図 2 18O 安定同位元
素を用いた細胞内
への H2O2 取り込み
量  A：ρ0細胞 
B：CRR 細胞 

図 5 フェリチン
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A：ρ0細胞 
B：CRR 細胞 
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