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研究成果の概要（和文）：放射線照射時に生じる分泌性液性因子がミトコンドリアへ及ぼす作用に着眼し検討した。そ
の結果、４Gyの放射線照射されたCHO細胞において、照射24時間後の培養上清を回収し、非照射CHO細胞へ処理したとこ
ろ、ミトコンドリア膜膜透過性が亢進し、膜電位が低下することがわかった。さらに活性酸素の増加、HPRT遺伝子の突
然変異が増加することが分かった。一連の反応は、アスコルビン酸処理により抑制した。このような作用によるミトコ
ンドリアへの影響は、がん細胞U251細胞において、放射線抵抗性を獲得することにつなっがっており、放射線抵抗性獲
得機構として分泌性因子を介した代謝経路の変化が関連する可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：We examined the mechanism of bystander effect through the secreted factors. We foc
used on the action of secreted factors to be involved in the mitochondrial function. After irradiation, co
nditioned medium containing secreted factors was transferred to another unirradiated cell and analyzed eff
ects of these cells. We found the stimulation of permeability of mitochondrial membrane, which result in t
he reduction of the mitochondrial function, increase of reactive oxygen species, and gene mutation. These 
responses were suppressed by the treatment of ascorbic acid. In U251 cells but not MCF-7 cells, cells beca
me radioresistant by the treatment of conditioned medium from irradiated cells. We concluded that the effe
cts of secreted factors from irradiated cells can modulate mitochondrial function and this effect results 
in the change to the responses against further irradiation.
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１．研究開始当初の背景 
 
これまでに、放射線照射細胞から分泌され

る「放射線誘発分泌性因子」が、「バイスタ
ンダー効果」として周囲の細胞へ影響を及ぼ
すことを明らかにしてきた。一方、放射線抵
抗性の獲得にはミトコンドリアからの活性
酸素種や抗酸化機能の亢進が関与すること
が示唆されている。そこで、放射線誘発分泌
性因子がミトコンドリアの機能を変化させ
る機構、及びそれに引き続く放射線抵抗性の
獲得機構を解明したい。この機構は、繰り返
し照射における放射線抵抗性の原因である
可能性が高く、本研究を発展させることによ
り、治療効果の改善が期待できる。 

 
２．研究の目的 
 
（１）放射線照射された培養細胞株の培養上
清に含まれる成分を別に用意した非照射細
胞へ処理した際、ミトコンドリアの機能変化、
活性酸素種の生成、またはゲノム不安定性が
誘発されるか否かを明らかにすること、その
機構の解明を目的とした。 
 
（２）放射線照射された培養細胞株の培養上
清に含まれる成分を別に用意した非照射細
胞へ処理した際、放射線抵抗性を獲得するか
否かを明らかにし、その機構を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）放射線誘発分泌性因子の影響を見るた
め、メディウムトランスファー法を利用した。
この手法により、CHO（チャイニーズハムス
ター由来細胞）に４Gy を照射後の培養上清を
回収し、別に用意した非照射 CHO 細胞へ処理
し、その後のミトコンドリア機能の変化を調
べた。ミトコンドリアの機能は、膜電位測定
（JC-1 による蛍光強度の測定）、ミトコンド
リア内 O2-レベルの測定（MitosoxRed による
蛍光強度の測定）、ミトコンドリア膜透過性
の変化（カルセイン AM 法）により調べた。
また、この細胞へミトコンドリア局在型スー
パーオキシド消去酵素（SOD2）を導入した細
胞を作成し、ミトコンドリア機能変化におけ
るスーパーオキシドの関与を調べた。さらに
これらの手法を用いて、アスコルビン酸によ
る抗酸化能が同処理によるミトコンドリア
機能変化を抑制するか否か調べた。 
 
（２）ヒト由来がん細胞（子宮頸癌細胞 HeLa、
グリオーマ細胞 U251、乳がん細胞株 MCF7 で
分泌性因子がミトコンドリア機能に影響を
及ぼすか否かを確認した。放射線照射された
これらの細胞を 3～4 日間培養後、培養上清
を別の非照射細胞へ 24 時間処理し、細胞数
測定により増殖能の変化を調べた。また、同
処理細胞においてγ線照射に対する生存率

が対照と比較して高くなるか否かをコロニ
ー形成法で調べた。分泌性因子により代謝変
化が誘発されていることを分子レベルで確
認するため、AMP dependent kinase (AMPK)
の Thr172 のリン酸化を Western blot で調べ
た。 
 
４．研究成果 
 
（１）γ線照射 24 時間後、CHO 細胞の培養上
清を回収し、別のCHO細胞へ処理したところ、
対照（未照射 CHO の培養上清処理）に比べて
ミトコンドリア膜電位の低下が認められた。
また、ミトコンドリア膜透過性の亢進も認め
られ、照射細胞に含まれる分泌性因子により
ミトコンドリア機能に影響が及ぼされるこ
とが分かった。ミトコンドリア内スーパーオ
キシドの量も増加したことから、ミトコンド
リア機能低下により、細胞内活性酸素が増加
することが明らかとなった。照射細胞由来分
泌性因子を処理した CHO 細胞において、HPRT
遺伝子の突然変異頻度が高くなることが過
去の研究でわかっている。そこで、SOD2 を過
剰発現した CHO 細胞を用いて調べたところ、
この細胞では照射由来分泌性因子による突
然変異誘導が抑制されることがわかった。こ
のことから、放射線照射による突然変異誘発
は分泌性因子の放出、それが作用した細胞に
おけるミトコンドリア機能の変化を介して
活性酸素が生成し、その影響が核内へ及ぼさ
れ、結果として突然変異が生じると考えられ
る。さらに、アスコルビン酸はミトコンドリ
アへ効率よく取り込まれ抗酸化能を発揮す
ることから、分泌性因子によるミトコンドリ
アへの影響がアスコルビン酸処理により抑
制されるか否か調べた。その結果、アスコル
ビン酸処理により、分泌性因子によるミトコ
ンドリア機能の変化や HPRT 遺伝子突然変異
誘発は抑制された。アスコルビン酸によるミ
トコンドリア膜透過性を調べたところ、アス
コルビン酸単独で膜透過性は亢進し、膜電位
が低下することが分かった。これはアスコル
ビン酸がミトコンドリア内のプロトン勾配
を消失させることによると考えられ、アスコ
ルビン酸の抗酸化作用は単にラジカル消去
のみならず、ミトコンドリア機能を抑制する
ことによりもたらされる可能性が示唆され
た。以上の結果より、放射線照射により生成
する分泌性因子の作用はミトコンドリア機
能低下をもたらし、活性酸素の生成を通じて、
核内の遺伝子突然変異の誘発につながると
いう機構が明らかとなった。 
 
（２）放射線照射後の培養上清を照射 4日後
に非照射細胞へ24時間処理したところ、U251
においては対照（未照射培養上清処理）に比
べて約1.2倍増殖能が高くなることがわかっ
た（図 1）。しかし、この現象は MCF7 では全
く見られなかった（図 1）。用いた細胞種毎に
代謝経路のバランスは異なるため、照射後の



代謝経路のバランスの変化も細胞種毎に異
なり、分泌性因子の質的な違いがある可能性
を示唆している。 

 
また、同処理後、放射線 8 Gy を照射し生

存率を調べたところ、U251 において、生存率
が対照に比べて有意に高くなることが分か
った(図 2)。このことは、照射由来分泌性因
子の作用により、放射線抵抗性が獲得したこ
とを表している。CHO を用いた上述（１）の
研究結果において、照射由来分泌性因子はミ
トコンドリアの機能変化をもたらしている

ことが分かった。このことから、ミトコンド
リア依存的なエネルギー産生を低下させ、代
替経路によるエネルギー産生が亢進してい
る可能性が考えられる。従って、放射線によ
り生じる分泌性因子の作用により放射線抵
抗性が獲得する機構は、代謝経路の変化が関
与する可能性が示唆される。その点を確認す
るため、細胞内 AMP をセンサーとするキナー
ゼである AMPK の活性化が照射由来分泌性因
子により変化するか否かを調べたところ、
Thr172 のリン酸化はほとんど変化しなかっ
た。微細な変化である可能性もあるので、今
後さらなる検討が必要であると考えている。 
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