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研究成果の概要（和文）：X線抵抗性がん細胞は親株細胞と比べて、X線照射後DNA損傷が早期に消失するが、温熱処理
後に差は少なく、温熱感受性に差がないことを示した。また、いずれの細胞でもがん幹細胞マーカー陽性の集団がX線
照射後に増加するのに、等生存率の温熱処理後では増加量が少なかった。温熱はがん幹細胞にも殺細胞効果があること
が示唆された。
　放射線に増感効果の認められるNHEJ阻害剤の濃度においても、温熱では増感効果が認められなかった。一方、HR阻害
剤では温熱の増感効果が高まることを明らかにした。温熱でDNA二本鎖切断が生じ、NHEJ修復が阻害されることが、温
熱によるがん幹細胞活性化抑制機構の一要因であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：   This study examined to clarify the heat sensitivity in X-ray resistant cells fr
om human tongue cancer cells. Our results show that heat sensitivity was not significant difference betwee
n X-ray resistant cells and parental cells.  The data of flow cytometory showed that cancer stem-like cell
s were significantly decreased after heating as compared with exposure to X-rays at iso-survival doses in 
both cells. 
   In addition, we examined the effect of the inhibitor of HR repair or NHEJ repair for DSBs on heat sensi
tivity. Heat sensitivity was not affected by NHEJ inhibitor. On the other hand, HR inhibitor was able to e
nhance heat sensitivity. These results suggest that the heat sensitivity may be enhanced by the suppressio
n of HR repair. In addition, these findings provide support for the concept that heat may lead to the indu
ction of DSBs.
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１． 研究開始当初の背景 

近年、がんの三大治療法（外科手術・放射線

治療・化学治療）が画期的に発展を遂げてきた

にもかかわらず、今なお、がんは日本人の死因

の一位である。そこで四番目の選択肢として温

熱治療が注目されている。温熱治療は腫瘍の

局所を 42～43℃以上に 30～60 分加温する治

療法で、厚生省では電磁波温熱療法というか

たちで、1985 年に新しく出来た高度先進医療

制度にとり入れられ、さらに 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。 

しかしながら、温熱による分子損傷について

は不明な点や再考の余地が多く残されている。

従来の定説によると温熱による細胞死の主因は

タンパク質の変性のみと考えられてきた。一方、

我々は温熱でDNA二本鎖切断(DSB)が生成す

ること(右図)を中性コメットアッセイ法および免疫

蛍光染色法によるリン酸化ヒストン H2AX 

(γH2AX)フォーカス形成の測定で明らかにし、

温熱誘導 DSB 形成率と温熱感受性との間に高

い相関性があることを示した(Takahashi A, et al. 

Cancer Res. 64: 8839-45, 2004）。少なくとも温熱

による H2AX リン酸化については我々を含む国

内外の数グループが報告しており、動物種(マウ

ス、チャイニーズハムスター、ウシ、トリ、ヒト)や正

常細胞、がん細胞を問わず、普遍的な現象であ

ることに間違いない(Takahashi A, et al. Mutat 

Res. 656: 88-92, 2008)。さらに、温熱感受性の決

定因子がタンパク質変性ではなく、DSBであるこ

とを提唱しているのは我々のみである。 

一方、白血病に端を発し、乳癌、脳腫瘍、

頭頸部癌などの多くの腫瘍において、次々に

がん幹細胞が同定されてきた(Prince ME, et al. 

PNAS. 104: 973-8, 2007)。がん幹細胞は全ての

がんに存在するのか、未解明な部分も多いが、

正常幹細胞と同様に自己複製能と多分化能

を有し、がん幹細胞集団を維持しつつ、がん

組織を構成する多様な分化段階にあるすべ

てのがん細胞を生みだすと考えられている。

さらに、これまでの抗がん剤や放射線療法に

は非がん幹細胞は死滅するものの、がん幹細

胞は普段ほとんど休眠しているので効きに

くく、抗がん剤などの薬剤を排出するポンプ

機能もあり、抵抗性で生存し続け、そのがん

幹細胞を基点として再びがん細胞集団を形

成し、再発を起こしてしまうことが報告され

てきた。 

最近、放射線に抵抗性ながん幹細胞様集団

が、温熱に感受性であることを示唆する注目

すべき報告がなされた。 

 

２． 研究の目的 

(1)X 線抵抗性がん細胞における温熱感受性 

がん幹細胞様細胞はX線抵抗性なのに対し

て、温熱感受性であるのかどうかを確かめる

ことを目的とした。X 線抵抗性細胞と感受性

細胞とで X 線照射後と比較して、温熱処理後

のがん幹細胞様集団の頻度を明らかにする。 

また、我々は温熱の感受性は DSB に起因し

ていることを報告しており、X 線抵抗性細胞

と感受性細胞とで温熱誘導 DSB 生成量と、

DSB 修復能を明らかにすることを目的とし

た。 

  

(2) 相同組換え(HR)修復および非相同組換え

(NHEJ)修復阻害剤による温熱増感効果 

 休眠期では HR がはたらかず、NHEJ 修復

のみはたらくことから、もし X 線に対して

NEHJ 修復が亢進しており、温熱では NHEJ

修復が阻害されているとしたら、がん幹細胞

が X 線に抵抗性となり、温熱に感受性となる

ことを説明できると考えた。そこで、HR 修

復および NHEJ 修復阻害剤による温熱増感効

果を明らかにすることを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1)X 線抵抗性がん細胞における温熱感受性 

①細胞：X 線 1 日 2 Gy（総線量 2,278 Gy）の



分割照射を続けても生存・増殖し続けたヒト

舌扁平上皮がん SAS-R 細胞とその親株 SAS

細胞を用いた。 

②処理：温熱処理(44℃)および対照に X 線照

射した。 

③感受性試験：High density survival assay で調

べた。 

④DNA の二本鎖切断量：ヒストンγH2AX を

指標としてフローサイトメーター (FACS 

Calibur, BD)を用いて調べた。 

⑤がん幹細胞様集団頻度の測定：がん幹細胞

特異的マーカーCD44 および CD326 による蛍

光 染 色 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー

(FACSCalibur, BD)を用いて調べた。 

 

(2) HR 修復および NHEJ 修復阻害剤による温

熱増感効果 

①細胞：がん抑制遺伝子 p53 欠損ヒト非小細

胞肺がん H1299 細胞を用いた。 

②阻害剤：異なる濃度の HR 修復関連 Rad51

阻害剤(B02, Calbiochem)または NHEJ 修復関

連 DNA-PK 阻害剤(NU7026, Calbiochem)を培

地に添加した。 

③温熱および放射線処理：阻害剤添加 6 時間

後、温熱処理(44℃)および対照に X 線照射し

た。 

③感受性試験：温熱または放射線照射 18 時

間後、培地を交換し、コロニー形成法で感受

性を調べた。 

 

４． 研究成果 

(1)X 線抵抗性がん細胞における温熱感受性 

①感受性 

X線の 20%生存率線量はSAS細胞で 7.5 Gy、

SAS-R 細胞で 12 Gy、温熱の 20%生存率処理

時間は SAS 細胞で 30 分、SAS-R 細胞で 35

分を示した。 

②DNA 修復能 

SAS-R 細胞は SAS 細胞と比べて γH2AXは

X 線照射後早期に消失するが、温熱処理後に

差は少ないこと、また、等生存率あたり放射

線と比べて温熱による DSB 生成量は少ない

が、DNA 修復量も少ないことを確認した。 

③がん幹細胞様集団頻度 

SAS 細胞と比べて SAS-R 細胞はがん幹細

胞マーカー陽性の集団が多かった。また、い

ずれの細胞でも線量依存的に X 線照射 48 時

間後のがん幹細胞マーカー陽性の集団が増

えていくのに対して、等生存率の温熱処理 48

時間後ではがん幹細胞マーカー陽性集団の

増加は抑制されていた。温熱はがん幹細胞様

細胞にも殺効果があり、X 線抵抗性ながん細

胞に対しても有効であることが示唆された。 

 

(2) HR 修復および NHEJ 修復阻害剤による温

熱増感効果 

 放射線に対して増感効果の認められる

NU7026 の濃度においても、温熱の増感効果

は認められなかった。一方、B02 単独では細

胞致死に影響のない濃度で、温熱の増感効果

が高まることを明らかにした。温熱で DNA

二本鎖切断が生じ、がん細胞に対して HR 修

復の阻害剤は温熱感受性を高める増感剤候

補になることが示唆された。 
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