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研究成果の概要（和文）：Hsp90阻害剤17-[2-(Dimethylamino) ethyl]amino-17-desmethoxy geldanamycin
(DMAG)の低酸素細胞放射線増感効果を明らかにした。
ヒト由来細胞HT1080および Hela細胞について常酸素状態および低酸素状態でDMAGの放射線増感効果をコロニー
法で求めた。常酸素状態での100nM DMAG 24時間暴露ではわずかな放射線増感効果を両細胞で認めた。4時間の低
酸素処理を加えると著明な増感効果を示した。
HeLa細胞を100nM DMAG 24時間暴露した場合、Hsp90抑制と細胞周期への影響はみとめたが、低酸素処理を加えて
も差異はなかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the radiosensitizing activity of 17-[2-(dimethylamino)ethyl]
amino-17-desmethoxygeldanamycin (DMAG), an inhibitor of Hsp90, on hypoxic cells.　Two human tumor 
cell lines, HT1080 and HeLa, were used. The radiosensitivity of cells was assessed by a standard 
colony-forming assay. 
The exposure of HeLa cells to 100nM DMAG for 24 h significantly increased the expression of Hsp70, a
 marker of Hsp90 inhibition. However, there was no difference in its expression between cases with 
and without hypoxic treatment for 4 h. Exposure to DMAG for 24 h was slightly cytotoxic, but no 
further effect was observed with the additional hypoxic treatment.
DMAG at 100nM showed a weak radiosensitizing effect on both cells under oxic conditions.However, 
Sensitizer enhancement ratios for hypoxic HeLa and HT1080 cells were significantly greater than 
those for oxic cells. Western blot analysis also demonstrated that the treatment decreased the 
expression of HIF-1 alpha.

研究分野： 放射線科学
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１．研究開始当初の背景 
 
放射線治療成績を改善させる方法としては、
物理的に放射線を集中させる方法と薬剤等
の併用により正常組織と腫瘍組織の感受性
の違いを増強させる生物学的方法が存在す
る。生物学的方法として放射線増感剤、温熱
療法などの研究が盛んに行われてきた。放射
線増感剤は｢貧者の粒子線治療｣と期待され
たが、残念ながら大きな成果を上げるに至っ
ていない。 
かつて期待された低酸素細胞増感剤は、世
界的に臨床研究が進められたがニモダール
を除いて有用性が証明できなかった。ニモダ
ールもデンマークのみで有用性が認められ
たのみで、臨床応用も同国内に留まっている。
本邦では本研究代表者を含めて多くの研究
者が候補薬剤を開発してきた。 
本研究代表者らはフッ素化ニトロイミダゾ
ール KU2285 を開発したが、本格的な臨床試
験を実施することができなかった。このよう
な状況で、臨床現場では種々の抗癌剤との同
時併用治療が一般的になっている。特に、頭
頸部、肺、食道、婦人科領域では化学放射線
療法が標準治療となりつつあるが、十分に満
足できる治療成績を上げているとは言いが
たい。 
分子シャペロンである Heat-shock protein 

90 (Hsp 90)は細胞内蛋白の約１％を占め、
種々の遺伝子発現に重要な役割を担ってい
る。多くの癌細胞では過剰発現を呈している
ことが明らかになっており、癌治療において
新しいターゲットとして注目を浴びている。
すでに、15 種類以上の Hsp90 阻害剤が単独
あるいは抗癌剤との併用で臨床試験が行わ
れている。この中では Geldanamycin 誘導体
である 17AAG が最も開発が進んでいる。放
射線との併用でも、in vitro で Kubota らが
常酸素状態の細胞に対して放射線増感作用
を報告している。 
低酸素環境は悪性腫瘍内に存在し放射線の
感受性を低下させることは、放射線生物学の
分野では古くから知られている。近年の研究
により、低酸素環境は、HIF1 などを介して
VEGF などの多くの遺伝子発現を誘導する
ことが明らかになってきた。Hsp90 は HIF1
を介した遺伝子発現にも重要な役割を担っ
ていることが判明し、Hsp90 阻害剤が低酸素
細胞放射線増感作用を有することが示唆さ
れている。 
本研究では新しい放射線増感ターゲットと
しての HSP90 の特徴を明らかにする。特に
Hsp90 阻害剤の低酸素細胞放射線増感作用
と、その分子メカニズムを検討することで、
新たな発想に基づく臨床応用可能な低酸素
細胞放射線増感剤の開発を行う。 
 
２．研究の目的 
 
分子シャペロンである Hsp 90 は細胞内蛋

白の約１％を占め、種々の遺伝子発現に重要
な役割を担っている。また、多くの癌細胞で
は過剰発現を呈している。腫瘍特異的な低酸
素環境ではHsp90がHIF1を介する遺伝子発
現に重要な役割を担っている。本研究は
Hsp90 阻害剤を用いて、新たな低酸素細胞放
射線増感剤を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
Hsp90 阻害剤は 17- [2-(Dimethylamino) 

ethyl]amino-17-desmethoxy geldana- 
mycin (DMAG)を使用した。DMSO に溶解後
冷凍保存し、使用時に溶解希釈して細胞へ投
与した。 
使 用 し た 細 胞 は ヒ ト 由 来 HT1080 

(fiborsarcoma) 、 HeLa(uterine cervical 
cacer) および HSC-2(oral squamous cell 
carcinoma)である。HT1080 および HeLa 細
胞は ATCC より入手した。HSC-2 は JCRB
細胞バンクより購入した。実験は対数増殖期
で行った。細胞は実験 3 日前に 2 X105を T25
フラスコに移植した。48 時間後に薬剤を投与
し 24 時間暴露した。放射線照射は医療用リ
ニアック 4MV X 線を用いて full build-up で
行った。 
細胞生存率はコロニー法で求めた。細胞を

EDTA-トリプシンを用いて単細胞とし、最終
的にコロニーが 50-100 個程度できるように
調整した細胞数をディッシュに再移植した。
10 日から 14 日間培養後、エタノールで固定
しギムザ液でコロニーを染色した。50 個以上
の細胞を有する集団をコロニーとして計測
した。 
酸素効果比および放射線増感率（SER）は
細胞生存率が１％になる線量の比で計算し
た。細胞生存率は独立した 3 回以上の実験結
果から求めた。 
低酸素環境はアネロバック・ケンキ（三菱
ガス化学）を用いて作成した。上述の細胞培
養用フラスコをアネロバック・ケンキ用のジ
ャー内で実験直前の 4 時間暴露させた。この
条件での酸素効果比は 2.0-2.5 であった。但
し，後述するように HSC-2 では 1.6 と低値
であった。 
薬剤の細胞周期への影響はフローサイトメ
トリーで求めた。 
DMAG による Hsp90 の抑制効果は、Hsp90
抑制の指標である Hsp70 の発現をウエスタ
ンブロット法で計測した。また Hsp90 と相
互作用を有する HIF-1の発現もウエスタン
ブロット法で計測した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 薬剤の細胞毒性 
 
HeLa 細胞を用いて、50-400nM の薬剤に

24 時間暴露時の細胞生存率を求めた。細胞生
存率は濃度依存性に低下したものも 400nM



でも 0.81(SD 0.19)であった。アネロバック
を用いて後半の 4時間を低酸素環境にした場
合でも細胞生存率に差異はなく 400nM で
0.77(0.15)であった。HT1080 細胞でもほぼ
同様の結果であった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 酸素増感効果 
 
HeLa 細胞を用いて常酸素状態および低酸
素状態で DMAG100nM 24 時間暴露による
放射線増感効果を求めた。低酸素環境は細胞
毒性試験と同様の条件とした。常酸素状態で
は放射線増感効果はわずかであり SER は
1.3(SD 0.15)であった。一方、低酸素状態で
は SER 1.7(SD 0.25)と大きな増感効果を認
めた。 
次に低酸素細胞に対する増感効果の濃度依
存性を求めたが、50nM、100nM、200nM、
400nM で SER は 1.3(SD 0.18)、1.5(0.21)、
1.6(0.28)、1.6(0.06)と 100nM 以上では大き
な変化がなかった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
HT1080細胞について100nMで同様の実験
を行った。常酸素細胞では HeLa 細胞同様に
SER 1.1(0.06)と増感効果はあまり認められ
なかったが、4 時間の低酸素処理を加えると
SER は 1.5(0.03)と有意に強い増感効果を認
めた。 
次に、HSC-2 細胞を用いて同様の実験を施
行した。HSC-2 は CD44-variant が発現し、
細胞外からシステインを取り込む性質が報
告されている。HSC-2 を用いてコロニー法で

放射線増感効果を求めたが、常酸素細胞およ
び低酸素細胞では SER それぞれ 1.0(0.09)、
1.1(0.11)と放射線増感効果をほとんど認めな
かった。また酸素増感比も 1.6(0.10)と他の細
胞から有意に低値を示した。 
以下に細胞毎の処理と増感率を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)DMAG 暴露による細胞周期への影響 
 
細胞周期は放射線感受性に強く影響するた
め、DMAG 暴露による細胞周期への影響を
検討した。フローサイトメトリーで求めた
DMAG100nM24 時間処理で S 期の変化が示
唆されたが、低酸素処理の有無で有意な影響
は認めなかった。したがって、細胞周期への
影響が放射線増感には直接関与しないと考
えられた。 
 
(4)DMAG 暴露によるタンパク発現の変化 
 
Hsp90 発現に対する DMAG100nM 24 時間
処理の抑制効果を確認するため、Hsp90 抑制
の指標である Hsp70 発現の程度を、HT1080
細胞を用いてウエスタンブロット法で測定
した。低酸素処理の有無では Hsp70 の発現
に差異を認めなかった。DMAG100nM 24 時
間処理により、常酸素および低酸素どちらの
条件でも有意に Hsp70 の発現が増加し
Hsp90 の抑制を認めた。なお、常酸素および
低酸素両条件には差がなかった。Hsp90 は発
現量が多いため、今回の低酸素処理条件では
大きな影響を受けなかったものと考えられ
た。 
 
次に低酸素刺激により安定化して HIF1-
と二量体を形成し、HRE に結合することで
GULT-1 や Nur77 などの細胞生存に関与す
る遺伝子をはじめ種々の遺伝子発現に関与
する HIF1-について検討した。Hsp90 は
HIF1-と相互作用をすることが知られてい
る。 
HIF1-発現に対する DMAG100nM 24 時間
処理の影響を、HT1080 細胞を用いてウエス
タンブロット法で測定した。 
DMAG100nM 24 時間処理により、常酸素状
態および低酸素状態で有意に HIF1-の発現
が抑制された。ただ、常酸素状態および低酸



素状態で HIF1-発現に差が認められず、そ
の原因は明らかにならなかった。 
 
(5)研究結果に対する考察とまとめ 
 
Hsp90 阻害剤 DMAG は 0-400nM の範囲で
は、細胞毒性は軽度であった。HT1080 細胞
およびHeLa細胞では常酸素細胞に対する放
射線増感効果はわずかしか認められなかっ
たが、低酸素細胞に対しては放射線増感率
1.3-1.7 程度の増感効果を示した。 
一方、HSC-2 細胞では酸素状態を問わず、放
射線増感効果が認められなかった。HSC-2 は
CD44-variant が発現し、細胞外からシステ
インを取り込む性質があり、システインの
-SH基が放射線効果においては酸素と競合的
に作用することが知られている。今後、
HSC-2 細胞と他細胞との DMAG 効果の違い
について検討が必要と考えられた。 
DMAG の細胞周期への影響は認められるが、
あまり顕著ではなかった。Hsp90 阻害により
HIF1-発現が抑制されることが明らかにな
り、HIF1 で発現が制御されるタンパクがこ
の低酸素増感効果に影響している可能性が
示唆された。 
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