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研究成果の概要（和文）：放射線療法に抵抗性を示すがん細胞株を樹立した。この細胞にはゲノム背景が同一で
ある親株が存在する。本研究では、長期間のライブセルイメージングを行い、X線照射後の親株と放射線抵抗性
細胞との反応差を解析し、より有効な放射線療法の開発を目指した。放射線抵抗性細胞は親株に比べて細胞死の
誘発頻度はかなり低いことが分かった。また、親株での細胞死には能動的な細胞死であるネクロプトーシスやフ
ェロトーシスの関与は低い事が示唆された。本研究から、X線照射後に誘発される多核や小核の存在を特徴とす
るmitotic catastropheが、がん細胞の放射線感受性を推測する指標になるのではないかという事が示された。

研究成果の概要（英文）：Radioresistant cell lines have been established. These cell lines have 
parental cell lines with identical genomic backgrounds. In this study, long-term live cell imaging 
was performed to analyze the difference in response after X-ray irradiation between the parental 
cell line and radioresistant cell line in order to develop more effective tumor radiotherapy. 
Radioresistant cells were found to induce cell death much less frequently than the parental cells. 
It was also suggested that programmed cell death, necroptosis and ferroptosis, were less involved in
 cell death in the parental cells exposed to X-rays. This study suggests that mitotic catastrophe, 
characterized by the presence of multinuclei and micronuclei induced after X-ray irradiation, may be
 an indicator to estimate the radiosensitivity of cancer cells.

研究分野： 放射線基礎医学

キーワード： ライブセルイメージング　放射線抵抗性細胞　細胞死　アポトーシス　ネクロプトーシス　フェロトー
シス　mitotic catastrophe　がん細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの三大治療法の一つである放射線療法は広く実施されているものの、放射線抵抗性細胞の出現や存在は解決
すべき課題の一つである。本研究では、放射線抵抗性細胞の克服を目的としているため、社会的に大変意義のあ
る研究である。
また、長期間のライブセルイメージングは培養液の劣化や培養液の蒸発などの問題があることから、行われてこ
なかった。しかし、本研究では最長10日間に及ぶライブセルイメージングが可能であることが分かった。このこ
とは、学術的に大変意義があり、今後、抗がん剤を用いた長期間のライブセルイメージングなど様々な応用が期
待され、新たな知見の発見につながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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広く行われている

ものの、放射線抵抗性細胞の出現や存在といった克服すべき課題が残っている。放射線抵抗性細
胞の性質を理解してその克服を目指すためには、放射線抵抗性細胞のモデルが必要である。放射
線抵抗性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 30日以上照射し続けて
も増殖する臨床的放射線抵抗性(Clinically Relevant Radioresistant; CRR)細胞を複数の細胞
株から樹立することに成功した(1)。CRR 細胞にはゲノム背景が同一である親株が存在することか
ら、親株と CRR 細胞とを比較することにより、放射線抵抗性の要因が浮き彫りになる可能性が極
めて高いと期待される。樹立した全ての CRR 細胞はその親株に比べて微小管脱重合阻害剤であ
る抗がん剤ドセタキセルに交叉耐性を示した(2)。そして、この交叉耐性にはミトコンドリアから
の活性酸素種の関与が示唆された。また、CRR 細胞は親株に比べて過酸化水素にも抵抗性を示す
ことが分かった(3)。 
CRR 細胞の解析を進めると、細胞死に関する複数の疑問が生じた。電離放射線で誘発される細

胞死は主にアポトーシスであると考えられており、放射線照射後 24～48 時間以内にアポトーシ
スの誘発が報告されている。しかし、親株及び CRR 細胞に 10Gy の X線を照射して、経時的に細
胞の形態変化を観察しても、放射線感受性の高い親株にさえ、照射 48 時間以内にアポトーシス
を含む細胞死の顕著な増加は見られなかった(4)。また、照射後 1週間を通して、アポトーシスの
特徴であるアポトーシス小体を伴った死細胞の誘発頻度は高くなかった(親株～20%、CRR 細胞～
10%)。また、X線照射した親株ではオートファゴソームの顕著な増加が細胞質内に見られた。 
 
２．研究の目的 
がん細胞に X 線を照射すると一般的にはアポトーシスが生じると考えられている。アポトー

シスの形態学的な特徴として、細胞が断片化したアポトーシス小体の誘発が知られている。X線
を照射後、培養液に浮遊している死細胞を形態的特徴から分類すると、死細胞の形態は 3種類に
分類できることが分かった。①アポトーシス小体を伴い断片化した死細胞(Type 1 細胞死)、②
アポトーシス小体を伴わずに塊のまま浮遊している死細胞(Type 2 細胞死)、③風船のように膨
化した死細胞(Type 3 細胞死)である。①はアポトーシス、②はオートファジー細胞死、そして
③はネクローシスであると考えられる。この結果は、経時的に写真を撮り推測したものであり、
実際 3種類の細胞死が誘発されているのかは分からない。そこで、本研究では長期間のライブセ
ルイメージングを通して、X線照射後の個々の細胞の挙動を追跡し、実際どのような細胞死が生
じているのかを明らかにすることを目的とした。そして、親株と CRR 細胞とで X線で誘発される
細胞死に違いが見られるのかを明らかにしようとし、より有効な放射線療法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究で用いた親株及びCRR細胞株を表1に

示す。CRR 細胞はその形質を維持するため、毎
日 2Gy の X 線を照射し続けた。DNA 損傷及び細
胞周期をモニタリングするために、Enhanced 
Green Fluorescent Protein (EGFP)-p53 
Binding Protein1 (53BP1)及び Proliferating 
Cell Nuclear Antigen (PCNA)を発現するヒト
骨肉腫由来 U2OS 細胞(U2OS-p53BP1 細胞)を用
いた。また、この細胞から CRR 細胞の樹立を試みた。この細胞は PCNA も発現しているため、細
胞周期も同時にモニタリングすることができる。CRR 細胞の樹立は 0.5Gy/日の X 線照射から始
め、徐々に 0.5Gy ずつ照射線量をあげていくことで行った。 
ライブセルイメージングを取得する ZEISS Celldiscoverer 7 (CD7)では微分干渉像は取得で

きるが、位相差像を得ることができないため、X線照射後の核の形態変化を明瞭に観察すること
が難しい。そこで、細胞核の形態を蛍光で観察することのできる HeLa-H2B-EGFP 発現細胞からも
CRR 細胞の樹立を試みた。 
 これまでに 1週間に及ぶ長期間のライブセルイメージングは行われてこなかった。それは、細
胞の代謝により培養液が劣化したり、培養液が徐々に蒸発したりして、細胞に傷害が発生するた
めであると考えられる。本研究では、最長 10日間に及ぶライブセルイメージングが可能なのか、
様々な条件検討を行った。 
 次に、比較的高線量の放射線を照射すると、受動的な細胞死であるネクローシスの生じること
が知られている。近年、放射線照射によりネクロプトーシスと呼ばれる能動的なネクローシスの
生じる可能性が報告されている(4)。そこで、本研究ではネクロプトーシスの阻害剤を用いて、X
線照射を受けた細胞の放射線感受性が変化するのかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) U2OS-p53BP1 細胞からの CRR 細胞の樹立 U2OS-p53BP1 細胞に 0.5Gy/日の X 線を照射して

表 1. 本研究で用いた親株と CRR 細胞株 

親株 CRR 細胞株 由来 

HepG2 HepG2-8960-R 肝芽腫 

SAS SAS-R 舌がん 

HeLa HeLa-R 子宮頚部がん 



も、1か月以上問題なく増殖することが分かった。しかし、照射する線量を 1Gy/日にすると、1
か月以内に全ての細胞が死滅した。U2OS-p53BP1 細胞からの CRR 細胞の樹立は、本研究課題の期
間中何度も繰り返し行ったが CRR 細胞の樹立には至っていない。樹立できない理由は今のとこ
ろ不明であるが、遺伝子導入の際、p53BP1 遺伝子に変異を入れているため、U2OS-p53BP1 細胞の
DNA 修復能が低下しており、一般的ながん細胞では増殖できる 1Gy/日の X 線にも感受性になっ
た可能性が考えられる。もし、この変異ががん細胞の放射線感受性に関与しているのであれば、
今後この変異を調べることで、より有効な放射線療法の開発につながる可能性が期待されるた
め、現在解析を進めている。 
(2) HeLa-H2B-EGFP 発現細胞からの CRR 細胞の樹立 HeLa-H2B-EGFP 細胞は、1.5Gy/日の X線照
射までは抵抗性になることが分かった。しかし、照射線量を 2Gy/日に引き上げると、全ての細
胞は死滅した。一般的な HeLa 細胞からの CRR 細胞の樹立には成功しているため、HeLa-H2B-EGFP
発現細胞からも CRR 細胞の樹立が出来ると期待されていたため、樹立が出来なかった理由は不
明である。HeLa-H2B-EGFP 細胞からの CRR 細胞の樹立はさらに試みる予定であり、現在も進行中
である。 
(3) 長期間のライブセルイメージング CD7 の設定条件を検討し、播種する細胞数と培養液量を
調整することにより、最長で 10 日間に及ぶライブセルイメージングは可能であることが分かっ
た。 
(4) 放射線で誘発される細胞死 X 線を照射した HeLa-H2B-EGFP 細胞を用いてライブセルイメ
ージングを行うと、Type 1 の死細胞では、アポトーシス小体の中に断片化したクロマチンの凝
集が認められた。Type 2 細胞死を誘発した細胞では、細胞が塊のまま培地中に浮遊していた。
オートファゴソームを検出することのできる Red fluorescent 
Protein (RFP)-Light Chain (LC) 3 発現細胞を用いてライブセル
イメージングを行うと、細胞内部に無数のオートファゴソームが確
認できた。Type 3 細胞死を誘発した細胞では、風船のように膨らん
だ構造が特徴的であり、ライブセルイメージングでこの死細胞を経
日的に観察すると、その構造は数日間維持されており、Dodo 等の報
告にある H2O2誘発ネクローシスと形態的特徴が酷似していた(5)。こ
の死細胞の内部にオートファゴソームの増加は検出されなかった。
放射線で誘発される細胞死の 1様式に Mitotic Catastrophe 
(MC)が知られている。この細胞は、代謝を行っているものの、
分裂できないため死細胞に分類されている。MCを誘発した細
胞は多核及び小核を特徴とする。10Gy の X 線を照射した
HeLa-H2B-EGFP 細胞を用いたライブセルイメージングから、
およそ分裂期の細胞の 75%において、細胞間橋内に DNA が検
出され(図 1)、そのような細胞は細胞分裂が終了したように
見えるが、さらに観察し続けると、細胞融合が生じ MCを誘発
することが分かった。一方で、CRR 細胞では、いずれの細胞死も顕著な増加は見られなかった。 
CD7 を用いれば最長 10 日間のライブセルイメージングが可能であることが分かった。X 線照

射後、がん細胞に誘発される細胞死は照射 48 時間後あたりから観察されると考えられている。
経日的に 10Gy の X 線を照射した HeLa 細胞を観察すると、1日目では細胞がやや肥大する以外の
顕著な変化は見られなかった。2 日目になると MC を誘発した細胞や風船のような構造物を持つ
Type 3 の死細胞が増加した。また、分裂できず丸くなった細胞の増加が特徴的であった。HepG2
細胞では、照射 3日目でこのような細胞の増加が見られ、照射後 3日以内に浮遊している死細胞
の増加は見られなかった。照射 3日目では、接着している大部分の細胞が MCを誘発した。ライ
ブセルイメージングの結果から、照射 2日目に見られた分裂できず丸くなった細胞は MCを誘発
することが分かった。また、MC を誘発した細胞は、Type 1～3 のいずれかの細胞死を誘発した
が、その誘発は散発的であり、照射後何日目に多いという傾向は見られなかった。一方、CRR 細
胞での MCの誘発頻度は極めて低かった。 
(5) ネクロプトーシスの阻害剤を用いたがん細胞の X 線感受性の変化 ネクロプトーシスの阻
害剤として、Necrostatin-1 を用いた。Necrostatin-1 処理した HepG2、SAS 及び HeLa 細胞を用
いて、細胞の放射線感受性を調べることのできる High density survival assay を行うと(6)、
Necrostatin-1 処理しても細胞の放射線感受性に変化の見られないことが分かった。また、
Necrostatin-1 処理した HepG2、SAS 及び HeLa 細胞に標準的放射線療法である 2Gy/日の X 線照
射を 30 日間行っても、処理していない細胞と放射線感受性は同程度であった。従って、能動的
な細胞死であるネクロプトーシスは少なくとも本研究で用いたがん細胞の放射線感受性には関
与していないのではないかと結論付けた。 
(5) 放射線で誘発される新たな細胞死であるフェロトーシス関与の検討 放射線照射されたが
ん細胞にフェロトーシスの誘発が報告されている。がん細胞をフェロトーシス誘導剤である
FIN56 で処理し、ライブセルイメージングを行うと、形態的に極めて特徴的な様式の細胞死が誘
発される。しかし、10Gy の X 線を照射したがん細胞にこのような様式の死細胞は観察できなか
った。このことから、少なくとも形態学的な特徴から解析した場合、X線照射でがん細胞にフェ
ロトーシスが誘発されるとは考えにくい。 
我々は、細胞の放射線感受性を規定するのは MC の誘発頻度ではないかと考えている。CRR 細

図 1 細胞間橋内に DNA が検

出された。このような細胞は

分裂したように見えるが、そ

の後、細胞融合を引き起こす。 



胞での MCの誘発頻度が低いことからも、MC が放射線感受性の指標になるのではないかと考えら
れる。Histon H2B-EGFP 発現細胞や RFP-LC3 発現細胞など複数種類の細胞株を用いて長期間のラ
イブセルイメージングを行えば、がんの放射線抵抗性を克服するための新たな鍵となる発見に
繋がると考えている。 
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