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研究成果の概要（和文）：　ミトコンドリアを標的するニトロキシドであるMito-Tempoは 温熱(42℃)によるア
ポトーシスを増感することを明らかにした。Mito-Tempoと温熱併用により、細胞内の活性酸素種(ROS)の生成が
促進され、アポトーシス関連タンパク質Bax、Caspase-3およびオートファジー関連タンパク質LC3-IIとp62の発
現が上昇した。この併用処理による細胞死のメカニズムについて、細胞内オートファジーの機能障害との関係が
あることを示した。

研究成果の概要（英文）：    Hyperthermia (HT) alone often falls short in inducing substantial cancer
 cell death. Here, we unveil Mito-Tempo as a potent thermosensitizer that amplifies cell death in 
human cervical cancer (HeLa cells). Co-treatment with MT (0.4 mM) and HT (42°C) significantly 
increased apoptosis. This combination heightened intracellular reactive oxygen species (ROS) 
generation while reducing mitochondrial membrane potential, culminating in elevated Bax expression 
and decreased Mcl-1, activating caspase-3. Concurrently, we observed autophagy alterations, marked 
by increased LC3-II and p62 expression. The combination inhibited autophagic flux and lysosomal 
function, evidenced by reduced LAMP-1 and Cathepsin D, and increased lysosomal pH. Notably, the 
apoptosis intensification with an autophagy inhibitor (Chloroquine; CQ) underscores the significance
 of autophagy disruption in this process. MT enhances HT-induced apoptosis in HeLa cells, 
implicating autophagy flux disruption as a key mechanism.

研究分野：放射線医学

キーワード： 温熱　細胞死

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　放射線、ハイパーサーミア癌治療においては、高精度照射技術が進み治療効果が向上しているが、治療抵抗性
細胞（低酸素性細胞や癌幹細胞）の存在が新たな課題である。ミトコンドリアを標的とするニトロキシドである
Mito-Tempoは温熱による細胞死増感の分子機構を解明することによる癌治療抵抗性機構の抑制および癌治療の成
績を高めることができる。新たな癌治療法および癌治療薬開発への貢献が期待できる。

※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（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

申請者は、細胞死、特に放射線や温熱によるアポトーシスの増強についての研究に長く従事し、
細胞内酸化ストレスと放射線,温熱及び化合物による細胞死について多くの論文（最近の例：Li 

P., et al. Cell Stress and Chaperons, 2016; Li P., et al. Int J Hyperthermia 2017; Moniruzzaman, et al. Free 

Radic Biol Med. 2018; Han LG., et al. Free Radic Biol Med. 2019; Zhao QL., et al.  Free Radic Res. 2019; 

Fathy M., et al. Anticancer Res. 2020）を出版している。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（The Society for Redox Biology and Medicine's 26th Annual Conference; 2019 Nov 

20-23; Las Vegas, NV.）で報告した。 

 

２．研究の目的 

放射線、ハイパーサーミア癌治療においては、高精度照射技術が進み治療効果が向上している
が、治療抵抗性細胞（低酸素性細胞や癌幹細胞）の存在が新たな課題である。抗癌剤や放射線治
療に対する抵抗性にも関わっていることが報告されており、これらに対応しうる癌の物理・化学
療法により、その抵抗性を抑えることが期待されている。本研究計画において、ミトコンドリア
を標的する Mito-Tempo を利用して、細胞死および酸化ストレスの制御による放射線及びハイパ
ーサーミア増感のメカニズムの解明を目的とする。 
 

３．研究の方法 

本研究では細胞内酸化ストレス関連の Mito-TEMPO を使って、単独および放射線あるいはマイ
ルドハイパーサーミアとの併用により引き起こされる細胞死と細胞内活性酸素種（ROS）の解析
をフローサイトメーターで測定した。次は細胞の形態変化と遺伝子発現並びにタンパク質解析
により細胞死を制御する遺伝子を探索した。細胞実験では、これまで使用してきたヒト子宮頚癌
由来の HeLa 細胞を利用する。細胞死の形態観察は Giemsa 染色で判定した。細胞増殖毒性評価は
Cell Counting Kit-8 で評価した。核の形態観察は、DAPI 蛍光染色で、アポトーシスはフローサイ
トメトリーおよび蛍光顕微鏡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）で評価した。アポトーシスおよびオートファジー関連タンパク質の発現をウェス
タンブロッディング法などにより検出した。細胞内活性酸素種の検出：過酸化水素（H2O2）には
特異的蛍光プローブ 2´,7´-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF)を、O2

.–には Dihydroethidine 

(DHE), をそれぞれ利用してフローサイトメトリーで評価した。ミトコンドリアの膜電位につい
ては、Tetramethyl rhodamine methyl ester（TMRM）色素を利用してフローサイトメトリーおよび
蛍光顕微鏡で解析した。 
 
４．研究成果 

ミトコンドリアを標的するニトロキシドである Mito-Tempo は 温熱(42℃)によるアポト

ーシスを増感することを明らかにした。Mito-Tempo と温熱併用により、細胞内の活性酸素

種(ROS)の生成が促進され、アポトーシス関連タンパク質 Bax、Caspase-3 およびオートファ

ジー関連タンパク質 LC3-II と p62 の発現が上昇した。この併用処理による細胞死のメカニ

ズムについて、細胞内オートファジーの機能障害と関係があることを示した。 

 
 
(１) Mito-Tempo の化学式と Mito-Tempo による細胞毒性評価（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 
 
 
 
 

Structure of Mito-Tempo  
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(２) Mito-Tempo と温熱併用による細胞死の形態変化を Giemsa 染色で調べた、Mito-Tempo と温
熱併用による細胞死増感効果（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２  

 

 

(３) Mito-Tempo と温熱併用によるアポトーシスを Annexin-V-FITC/PI を利用してフローサイ

トメトリーで調べた、Mito-Tempo と温熱併用によるアポトーシス増感効果（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 

 

 

 

（４） Mito-Tempo と温熱併用による細胞内活性酸素（ROS）の変化（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 

 

 

MT Enhances HT-Induced Cell Death in HeLa Cells  

MT Enhances HT-Induced Apoptosis in HeLa Cells 

MT Synergizes with HT to Heighten ROS Production in HeLa Cells  
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（５） Mito-Tempo と温熱併用によるミトコンドリア膜電位低下（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 

 

 

（６） Mito-Tempo と温熱併用による細胞内関連タンパクの発現（図６）。 

 

 
 

図６ 
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