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研究成果の概要（和文）： 

温熱感受性の主要因は放射線と同様にDNAのDSBであることを我々は提唱してきた。DSB修

復のHR欠損または変異した細胞がそれぞれの親株細胞に比べて温熱に感受性であることを見

出した。また、HR欠損細胞は、NHEJ欠損細胞や親株細胞に比べてDSBが修復されにくいこ

と、温熱でHR修復がはたらくことを見出した。これらのことから温熱による放射線増感にDNA

修復の阻害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 already proposed the formation of DNA double-strand breaks (DSBs) by heat-treatment. Here we 

found that the HR-deficient cells were sensitive, and were low efficiency of DSB repair by heat when 

compared to the NHEJ-deficient cells and their parental cells. In addition, we demonstrated that 

heat-induced DSBs were repaired by HR. Our novel findings suggest that the HR exerts an important 

role in the radio-sensitization mechanism by heat.  
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１．研究開始当初の背景 

ハイパーサーミアとは腫瘍の局所を 42～

43�以上に 30～60 分加温する治療法で、放射

線療法と併用することによって、その効果を

著しく高める。この治療法は厚生省では電磁

波温熱療法というかたちで、昭和 60 年に新

しく出来た高度先進医療という制度に早速

とり入れられ、さらに平成 2 年（1990 年）か

ら、放射線併用電磁波温熱療法が健康保険の

適用になり、現在では温熱単独治療でも保険

が適用されるようになっている。細胞レベル

でも、細胞致死でみた放射線感受性は温熱処

理によって顕著な増感作用を受ける。温熱が

放射線照射による DNA 損傷の修復を阻害す

ることなどがこれまで考えられてきたが、非

相同組換え修復(NHEJ)および相同組換え修

復(HR)の機能欠損した細胞を用いて、必ずし

も温熱による放射線増感効果(TER)が低減し

ないことが報告されている。しかし、従来調

べられてきた細胞は変異原物質(Mutagen)を

用いた遺伝子の突然変異による機能欠損の

細胞のため、他の遺伝子背景が異なることも

容易に考えられる。それ故、本当に DNA 損

傷修復機構が TER に寄与していないとは言

い切れないのが現状であった。 

 
２．研究の目的 

従来、温熱による細胞死の主要因はタンパ

ク質変性であると信じられてきた。最近、我々

は科学的新事実に基づき、温熱による細胞死

の主要因がDSBであることを提唱している。

このような独創的な研究アプローチからDNA

損傷認識および修復機構関連遺伝子のノック

アウトマウス由来の細胞を用いて、温熱によ

る放射線感受性の増感機構の解明を目指して

いる。この増感メカニズムにおける各種遺伝

子の関与を明らかにするばかりか、①DSB生

成過程の促進によるものなのか、②DSB修復

過程の抑制によるものなのかが解明され、放

射線生物学の学術的な理解がより深まること

が期待できる。どの遺伝子が本当に温熱によ

る放射線増感効果に関与しているのかを明ら

かにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

①ヒストンH2AXリン酸化フォーカスの自動

計測システムの開発：免疫組織蛍光染色法に

よる蛍光顕微鏡観察の画像処理がフォーカス

数の計測において、適切かどうかを検証し、

最適条件を確立する。 

②各種欠損細胞を用いたDNA損傷認識および

修復機構関連遺伝子と温熱感受性：DSB認識

および修復機構と温熱感受性については十分

な検討がなされていなかったのが現状である。

DNA二本鎖切断の損傷認識、非相同組換え修

復、相同組換え修復、DNA架橋除去、乗換え

修復、除去修復について、それぞれのノック

アウトマウスから確立されたMEF細胞を用い、

温熱処理後の生存率を、コロニー形成法で調

べ、温熱感受性における各種遺伝子の関与を

明らかにする。 

③各種欠損細胞を用いたDNA損傷認識および

修復機構関連遺伝子と温熱による放射線感受

性の増感についての解明：DNA二本鎖切断の

損傷認識、非相同組換え修復、相同組換え修

復、DNA架橋除去、乗換え修復、除去修復に

ついて、それぞれのノックアウトマウスから

確立されたMEF細胞を用い、放射線照射後、

温熱43℃処理後の生存率を、コロニー形成法

で調べ、温熱による放射線感受性の増感機構

における各種遺伝子の関与を明らかにする。 

④ヒストンH2AXリン酸化フォーカス数の自

動計測システムを用いた、温熱・放射線併用

における DSB の生成量および修復量につい

ての解明：温熱による放射線感受性に差の認



められた細胞のセット（正常細胞と各種 DNA

損傷認識および修復機構関連遺伝子欠損細

胞の組み合わせ）を用いて、処理直後および

経時的にサンプリングする。免疫蛍光染色法

による γH2AX フォーカス数を調べる。これ

により温熱による放射線感受性について、

DSB 生成および修復過程における各種遺伝

子の関与を明らかにする。 

 

４．研究成果 

ヒストンH2AXリン酸化フォーカスを指標

とした DSB 量の計測は高感度な手法として、

多くの研究室で実施されている。しかし、そ

の計測は手動なため、手間がかかることと、

計測の精度に難点があるのも事実である。大

量の実験サンプルを測定する方法として

Flow cytometry を用いた方法などもあるが、

これは γH2AX 量を計測できるがフォーカス

の数と本当に対応しているのかどうかは疑

問が残るものである。そこで、DSB 量の計測

において、ヒストン H2AX リン酸化フォーカ

スの自動計測システムの開発が待ち望まれ

ていた。免疫組織蛍光染色法による蛍光顕微

鏡観察画像（DAPI 画像、ヒストン H2AX リ

ン酸化フォーカス画像）を画像処理（白黒画

像変換、二値化）し、ヒストン H2AX リン酸

化フォーカス数のカウントを自動計測する

ことのできるシステムを開発した。  

 温熱の殺細胞効果における各種遺伝子の

関与を明らかにするため、DNA 二本鎖切断非

相同末端結合修復(LIG4)、相同組換え修復

(Rad54)などにかかわる遺伝子のノックアウ

トまたは変異細胞およびそれぞれの親株細

胞を用い、各種細胞を温熱処理し、コロニー

形成法で調べた。また、DNA 二本鎖切断をヒ

ストンH2AXのフォーカスを指標に温熱処理

後の修復について調べた。その結果、非相同

末端修復 Lig4 欠損しても、温熱では正常型と

感受性が変わらないのに対して、組換え修復

Rad54 欠損すると増感することを明らかにし

た。このことは相同組換え修復が温熱の殺細

胞効果を高める標的となることが示唆され

た。また、組換え修復 Rad54 欠損すると温熱

処理後のヒストンH2AXのフォーカスが消失

しないことを明らかにした。 

 各種DNA修復の遺伝子欠損MEF細胞と遺

伝子変異 CHO 細胞およびそれらの親株細胞

を用い、45.5oC 温熱処理後の生存率をコロニ

ー形成法で調べた。対照として X 線照射後の

生存率を調べた。CHO 細胞由来の SPD8 細胞

は hprt 遺伝子の exon7 が重複している。この

細胞は HR 修復されると正常型の hprt 遺伝子

に戻り、増殖培地に 50 mM hypoxanthine, 10 

mM L-azaserine, 5 mM thymidine を添加した

HaST 培地中で選択的にコロニー形成できる。

SPD8 細胞を 42oC 温熱 3 時間処理後、HaST

培地と増殖培地に形成されたコロニー数を

比較することで、HR 修復能を調べた。これ

までに調べた中で、DSB 修復の HR にかかわ

る NBS1、BRCA1/2、BLM および XRCC2 が

欠損または変異した細胞がそれぞれの親株

細胞に比べて温熱に感受性であることを見

出した。また、温熱処理で HR 修復能が高ま

ることを見出した。以上のことから腫瘍特異

性の高い HR 修復が温熱感受性を高めるため

の標的になることが示唆された。 
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