
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

ミトコンドリアはX線とドセタキセル耐性に関与しているか;ワールブルグ効果への挑戦

The involvement of mitochondrial membrane potential in cross-resistance between 
radiation and docetaxel

００３９２２２５研究者番号：

桑原　義和（Kuwahara, Yoshikazu）

東北大学・加齢医学研究所・助教

研究期間：

２５３４００２６

平成 年 月 日現在２８   ５ １９

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：　X線に抵抗性を示すがん細胞のモデルとして、標準的放射線療法である2Gy/日のX線を照射
し続けても増殖する臨床的放射線耐性(CRR)細胞を樹立した。複数の抗がん剤への感受性を解析すると、CRR細胞は微小
管脱重合阻害剤であるドセタキセル(DTX)に交叉耐性を示した。
　ミトコンドリア(mt)からの活性酸素種(ROS)を解析すると、親株ではX線照射及びDTX処理後に検出されたが、CRR細胞
では検出されなかった。mtDNA欠失ρ0細胞を樹立し、X線照射及びDTX処理後のmtROSを解析すると、CRR細胞同様に検出
されなかった。以上から、mtROSがDTX抵抗性に関与しているのではないかと考えられる。

研究成果の概要（英文）： To understand the molecular mechanisms underlying cancer cell radioresistance, 
we established clinically relevant radioresistant (CRR) cells that continue to proliferate during 
exposure to 2 Gy/day X-rays for more than 30 days. A modified high-density survival assay for 
anticancer-drug screening revealed that CRR cells were resistant to an anti-microtubule agent, docetaxel 
(DTX). After treatment with DTX or exposure to X-rays reactive oxygen species from mitochondria (mtROS) 
were generated in parental cells but not in CRR cells, suggesting that the involvement of mtROS in the 
cross-resistance to DTX and X-rays. Mitochondrial membrane potential was lower in CRR cells than that in 
parental cells. Depletion of mtDNA induced DTX resistance in parental cells. In the present study, novel 
DTX resistant mechanism was found by investigating CRR cells and ρ0 cells which lack mitochondrial DNA.

研究分野： 放射線基礎医学
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１． 研究開始当初の背景 
 手術療法や化学療法と並ぶがんの三
大治療法の一つである放射線療法は、現
在広く実施されている。しかし、放射線
耐性細胞の出現や存在といった解決す
べき課題が残っている。 
標準的な放射線療法は 2Gy/日の X 線

を 60Gy 照射することで行われる。そこ
で、放射線耐性を克服し、より有効な放
射線療法を開発するために 2Gy/日の X
線を照射し続けても増殖する臨床的放
射 線 耐 性 (clinically relevant 
radioresistant; CRR)細胞の樹立を試み、
由来組織の異なる複数のヒトがん由来
細胞株から樹立することに成功した。樹
立した CRR 細胞は、親株とゲノム背景
が同一であることから、放射線耐性に関
わる因子の同定が容易であると考えら
れる。CRR 細胞の plating efficiency は
極めて低いためclonogenic assayでは放
射線感受性を評価することが困難であ
った。そこで我々は、CRR 細胞の放射
線感受性を簡便に定量出来る、high 
density survival (HDS) assay を開発し、
解析を行ってきた (Kuwahara et al., 
2010)。HDS assay の結果、CRR 細胞は
X 線分割照射のみならず、単回照射にも
抵抗性を示すことが分かった。これまで
の解析から、CRR 細胞は親株に比べて
DNA 修復能が高いこと(Kuwahara et 
al., 2009) 、 ま た CRR 細 胞 で は
autophagy 細胞死が抑制されており、
autophagy を誘導する rapamycin 処理
で放射線耐性の克服が可能であること
を明らかにした(Kuwahara et al., 2011)。
さらに、CRR 細胞をヌードマウス背部
皮下に移植した放射線耐性腫瘍モデル
の解析では、CRR 細胞由来の腫瘍では
親株由来の腫瘍に比べて、血管新生が盛
んであることを組織学的解析から明ら
かにした。そして、rapamycin の誘導体
である RAD001 を経口投与すると、腫
瘍血管内に血栓が生じ、血流遮断により
腫瘍壊死の生じることが分かった
(Kuwahara et al., 2014)。また、CRR
細胞は親株に比べて栄養要求性が高い
ことも分かっている。 

 
２． 研究の目的 

 がんの放射線耐性を克服するために
は、X 線と作用機序の異なる複数の抗が
ん剤の使用が有効である。放射線耐性細
胞に有効な抗がん剤を特定することは、
放射線化学療法を行う上で重要な課題
である。一方、X 線耐性と交叉耐性を示
す抗がん剤を特定し、その作用機序を明
らかにすることが出来れば、がん細胞の
X線耐性獲得のメカニズムに迫れるので
はないかと考えられる。そこで、本研究
では CRR 細胞において作用機序の異な

る複数の抗がん剤に対する感受性を解
析した。そして、交叉耐性を示す抗がん
剤を特定し、その抗がん剤への耐性のメ
カニズムを明らかにすることで、放射線
耐性獲得のメカニズムを明らかにしよ
うと考えた。 

 
３． 研究の方法 

[CRR 細胞に交叉耐性を示す抗がん剤の
特定] 作用機序の異なる複数の抗がん
剤に対する細胞の感受性は、HDS assay
で解析した。本研究のスクリーニングで
用いた抗がん剤は、5-フルオロウラシル
(5-fluorouracil; 5-FU)、アドリアマイシ
ン(adriamycin; ADM)、ブレオマイシン
(bleomycin; BLM) 、 シ ス プ ラ チ ン
(cisplatin; CDDP) 、 ド セ タ キ セ ル
(docetaxel; DTX) 、 エ ト ポ シ ド
(etoposide; VP-16)、パクリタキセル
(paclitaxel; PTX) 、ビンクリスチン
(vincristine; VCR)である。HDS assay
により CRR 細胞で有意に抵抗性がみら
れた抗がん剤については、さらに Water 
Soluble Tetrazolium Salts (WST) 
assay でも差がみられるのかを解析した。 
[DTX 抵抗性に関与する遺伝子の発現解
析] DTX 抵抗性には、βチューブリン
isotypeの過剰発現やMDR1などの薬剤
排出ポンプの高発現が知られている。そ
こで、βチューブリンの isotype、Class 
I、Class II、Class III、Class IVa、Class 
IVbを、薬剤排出ポンプはmultiple drug 
resistance 1 (MDR1) 、 multidrug 
resistance-associated protein 1 
(MRP1) 、 multidrug 
resistance-associated protein 2 
(MRP2) 、 breast cancer resistance 
protein (BCRP)、pregnane X receptor 
(PXR)、lung-resistance related protein 
(LRP) の 遺 伝 子 発 現 を polymerase 
chain reaction (PCR)で解析した。また、
reactive oxygen species (ROS)の代謝に
関与する catalase、glutamylcysteine 
synthetase (GCS) 、 glutathione 
peroxidase (GPX) 、 superoxide 
dismutase 1 (CuZnSOD or SOD1)、
superoxide dismutase 2 (MnSOD or 
SOD2) 、 superoxide dismutase 3 
(FeSOD or SOD3)の遺伝子発現を PCR
で解析した。 
[catalaseの発現抑制] siRNAを用いて
発現を抑制した。 
[ミトコンドリア(mitochondria; MT)の
解析 ]  MT 由来の ROS の検出は
MitoSOX red 染色で、MT の形態は
MitoTracker で、MT の膜電位は JC-1
染色で解析した。 
[X 線誘発 DNA 二本鎖切断の解析 ] 
MUSE cell analyzer を用いてγH2AX
を検出することで解析した。 



[ρ0 細胞の樹立] 低濃度の ethidium 
bromide (EtBr)処理をおよそ1か月間行
うことで樹立した。 

 
４． 研究成果 

[CRR 細胞と交叉耐性を示す抗がん剤の
特定] HDS assay を用いた複数の抗が
ん剤に対する感受性の解析から、樹立し
た全ての CRR 細胞は共通して、微小管脱
重合阻害剤である抗がん剤DTXに抵抗性
を示すことが分かった。WST assay によ
る解析でも、樹立した全ての CRR 細胞は
DTX に抵抗性を示した。また、全ての CRR
細胞はDTXと同様に微小管を標的とする
抗がん剤 PTX にも抵抗性を示した。 
[DTX 抵抗性に関与する遺伝子の発現解
析] DTX 抵抗性には、βチューブリンの
高発現や MDR1 などの薬剤排出ポンプの
高発現が知られている。そこで、これら
の遺伝子発現を PCR で解析した。解析の
結果、全ての CRR 細胞に共通して発現が
上昇している遺伝子は見られなかった。
このことから、CRR 細胞における DTX 抵
抗性には既存のメカニズムは関与して
いないことが示唆された。 
[CRR 細 胞 に お け る mt の 解 析 ] 
MitoTracker 染色の結果、親株及び CRR
細胞における mt の形態や数に、差は見
られなかった。mt 由来の ROS を MitoSOX 
red 染色で検出すると、DTX 処理及び X
線照射後、親株では検出されたが、CRR
細胞では検出できなかった。mt の膜電位
を JC-1 染色で解析すると、CRR 細胞では
膜電位が低下していることが分かった。
そこで、mtが X線抵抗性と DTX 抵抗性に
関与しているのではないかと考え、低濃
度のEtBr処理によりmtDNA欠失ρ0細胞
の樹立に取り組んだ。 
[ROS の代謝に関与する遺伝子の解析] 
CRR 細胞では X 線照射及び DTX 処理後に
検出されるmtROSが親株に比べて極めて
少ないことが分かった。このことから、
CRR 細胞では ROS の代謝に関与する遺伝
子発現が上昇しており、mtROS が検出さ
れにくいのではないかと考えた。しかし、
mtROS の代謝に関与する遺伝子を PCR で
解析したところ、CRR 細胞に共通して発
現の上昇している遺伝子は catalase 以
外に無かった。そこで、CRR 細胞におけ
る catalase 遺伝子の発現を siRNA で抑
制し、X 線感受性を解析したところ、変
化は見られなかった。 
[DTX 誘発 DNA 二本鎖切断の解析] DTX
は微小管を標的とするため、DTX 処理に
よりDNA二本鎖切断は生じないと考えら
れる。しかし、親株では DTX 処理後 mtROS
が検出されることから、DTX 処理で DNA
二本鎖切断が形成されるのではないか
と推測した。解析の結果、DTX 処理によ
り親株ではDNAの二本鎖切断が誘発され、

CRR 細胞では誘発されないことが分かっ
た。 
[ρ0 細胞の樹立及び解析] HepG2, SAS, 
HeLa からρ0 細胞の樹立を試み、SAS 及
び HeLa から樹立することに成功した。
ρ0 細胞の mt 膜電位はρ+細胞に比べて
低下していた。HDS assay の結果、ρ0
細胞はρ+細胞に比べて X 線単回照射に
抵抗性を示した。また、ρ0 細胞はρ+
細胞に比べて DTX に抵抗性を示した。 
 以上の解析から、親株では DTX 処理に
よりmtROSが生じDNAの二本鎖切断が誘
発され細胞死が誘導されるが、CRR 細胞
では DTX 処理で mtROS が生じないため
DTX に抵抗性を示すのではないかという
ことが示唆された。 
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