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研究成果の概要（和文）： 

温熱処理においてγH2AXに比べてATMのフォーカスの減衰が速いこと、DNA-PKcs、Chk2のフォー

カスは遅れて認められることを明らかにした。また、NHEJ修復欠損株に比べてHR修復欠損株は温

熱感受性になることを明らかにした。温熱耐性にPolβが関与していることを明らかにした。さ

らに、温熱耐性獲得時にγH2AXおよびその他のDSB認識リン酸化タンパク質のフォーカス形成率

が減ることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
After heat treatment at 45.5˚C for 20 min, DNA DSB recognizing proteins were partially 
localized with γH2AX foci.  Here we show that there were slight differences in the 
localization pattern among these proteins, such as a disappearance from the nucleus 
(phospho-ATM) and translocation to the cytoplasm (phospho-NBS1) at 30 min after heat 
treatment, and some foci (phospho- DNA-PKcs and phospho-Chk2) appeared at 8 h after heat 
treatment. In addition, we demonstrated that not NHEJ deficient cells but HR deficient 
cells is heat-sensitivity compared with these proficient cells.  Polβ functions as a 
critical elements involved in thermotolerance.  Moreover, we indicated that heat-induced 
foci of γH2AX and these DNA DSB recognizing proteins were suppressed in thermotolerance 
development. 
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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。しかしな

がら、温熱の生物応答については不明な点や
再考の余地が多く残されていた。例えば、温
熱による細胞死の直接的な原因は何かとい
うことである。温熱にさらされると直接的な
原子・分子間結合の切断によるタンパク質や
脂質を多く含む生体膜の熱変性のみならず、
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ラジカル反応や生体応答を介して、核酸にも
分子損傷を引き起こす。しかし、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。また、あ
らかじめの温熱処理によって誘導されたヒ
ートショックタンパク質(HSP)が他のタンパ
ク質の熱変性をレスキューすることで温熱
耐性が獲得されると考えられてきた。 

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）。温熱によるヒストン H2AX
リン酸化については我々を含む国内外の数
グループが学会で報告しているものの、温熱
によるタンパク質変性ではなく、DSB を起因
としていること、さらに、この温熱誘導 DSB
が温熱感受性の決定因子であることを提唱
しているのは我々のみであった(Takahashi A, 
et al. Cancer Res, 65: 1063, 2005）。 

細胞内 DSB 認識タンパク質として、BRCA1 
(Xian Ma Y, et al. Oncogene, 22: 10-27, 
2003）や Mre11/Rad50/Nbs1 (Seno JD, et al. 
J Cell Physiol, 199: 157-70, 2004)のよう
に温熱処理では放射線とは異なる挙動を示
すものも報告されているが、あらかじめの温
熱処理後の生きた細胞内における DNA損傷認
識機構や修復機構に関わるタンパク質のダ
イナミックな挙動については十分に明らか
にされていないのが現状であった。 
 温熱処理時間に依存して Polβが失活する
と、ラジカルを介した温熱による塩基損傷が
修復されずに DNA一本鎖切断(SSB)が残存し、
この SSB が異なった鎖上の近傍に起これば、
温熱でも DSBが生じるというモデルを提唱し
ている。また、温熱耐性の獲得は、あらかじ
めの温熱で誘導されたヒートショックタン
パク質(HSP)がPolβの失活を防ぐことでDSB
生成量を少なくし、細胞死を免れているとい
う推測に至った。もう一つの可能性として、
DSB の NHEJ 修復に関与する Ku タンパク質が
熱で失活しやすいこと、DSB 認識タンパク質
の Mre11/ Rad50/Nbs1 は放射線照射後 DSB の
生成場所でフォーカス形成するが、温熱処理
後ではこれらのタンパク質は核外に散在し
て見られることなどから、温熱は DSB の修復
過程を阻害しているのではないかと考えた。
あらかじめの温熱処理によって DSB修復酵素
の熱変性をレスキューし、DSB 認識タンパク
質の局在異常が正常になるため、DSB 修復を
賦活化しているという推測に至り、Polβ 以
外の多くの DNA損傷に対する認識機構や修復
機構に関わるタンパク質の温熱処理後のダ
イナミックな挙動について分子イメージン

グ技術を駆使して観察する着想に至った。 
 
２．研究の目的 
温熱によるがん治療効果の増強を目指し、

温熱耐性獲得メカニズムの解明を本申請の
目的とした。温熱耐性における DNA 損傷の認
識機構や修復機構に関わる遺伝子の影響や、
これらタンパク質や核内ドメインの温熱処
理後の細胞内における挙動を観察すること
で、温熱耐性獲得の分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
①温熱感受性関連遺伝子の探索 
DNA二本鎖切断の損傷認識にかかわる H2AX、

MDC1、ATM、53BP1、NBS1、MRE11、RAD50、BRCA1、
非相同組換え修復にかかわる DNA-PKcs、Ku70、
Ku80、XRCC4、LIG4、REV3L、相同組換え修復
にかかわる XRCC2、BLM、WRN、DNA 架橋除去
にかかわる FANCA、FANCC、FANCD、乗換え修
復にかかわる REV1、除去修復にかかわる
POLβ、POLη、POLι、POLκ、LIG1、PARP に
ついて、それぞれのノックアウトマウスから
確立されたMEF細胞を温熱45.5℃処理後の生
存率をコロニー形成法で調べた。対照として
それぞれの親株マウスから確立された MEF細
胞を用いた。1ヒット多標的モデルより平均
致死温熱処理時間（T0）を算出した。 
②温熱耐性獲得関連遺伝子の探索 
上記、DNA 二本鎖切断の損傷認識にかかわ

るノックアウトマウスから確立された MEF細
胞をあらかじめ温熱 45.5℃処理 5分後、6時
間後、再び温熱 45.5℃処理後の生存率をコロ
ニー形成法で調べた。対照としてそれぞれの
親株マウスから確立された MEF細胞を用いた。
1ヒット多標的モデルより平均致死温熱処理
時間（T0）を算出した。 
③DNA 二本鎖切断の損傷認識タンパク質の温
熱処理後の細胞内挙動の探索 
ヒト正常線維芽細胞 AG1522 を用い、温熱

45.5˚C、20 分間処理後、経時的（0.5 時間
後、8時間後）に細胞を固定し、セリン 139
リン酸化 H2AX、セリン 1981 リン酸化 ATM、
スレオニン 2609 リン酸化 DNA-PKcs、セリン
343 リン酸化 Nbs1、スレオニン 68 リン酸化
Chk2およびセリン966リン酸化SMC1の多重
蛍光免疫染色したスライドは同条件下、蛍
光顕微鏡と画像解析ソフトを用い、温熱処
理後の DSB 損傷認識タンパク質の局在を明
らかにする。 
④DNA 二本鎖切断の損傷認識タンパク質の温
熱耐性獲得時の細胞内挙動の探索 
ヒト正常線維芽細胞 AG152 細胞をあらか

じめ温熱 45.5℃処理 5 分後、6 時間後、再
び温熱 45.5℃20 分間処理後、経時的（0.5
時間後、8時間後）に細胞を固定し、上記抗
体の多重蛍光免疫染色したスライドは同条
件下、蛍光顕微鏡と画像解析ソフトを用い、



温熱処理後の DSB 損傷認識タンパク質の局
在を明らかにする。 
 
４．研究成果 
①温熱感受性関連遺伝子の探索 

様々な DSB 修復欠損株とその親株の温熱感
受性と放射線感受性を比較したところ、NHEJ
関連遺伝子の欠損株は温熱感受性にはまった
く無関係であることを明らかにした。一方、
HR 修復欠損は放射線と同様、温熱でも感受性
に差が認められ、温熱処理によって HR 活性が
高まることを確認した。 
②温熱耐性獲得関連遺伝子の探索 

今回調べた中でPOLβ 欠損細胞のみが部分
的に温熱耐性を抑制することを明らかにした。
温熱による DSB 生成に Polβ が部分的に関与
しており、温熱耐性の獲得はあらかじめの温
熱で誘導された HSP が分子シャペロン機能に
よって失活した Polβ の活性をとり戻させる
ことで DSB 生成量を少なくし、細胞死を免れ
ていると推測している。 

従来、温熱によってタンパク質が変性する
ことで細胞は死に至り、あらかじめの温熱処
理によって誘導されたHSPがタンパク質の熱
変性をレスキューすることで、温熱耐性が獲
得されると考えられてきた。しかし、HSPがレ
スキューするタンパク質は何かということに
ついて未解決のままであった。一方、我々は
温熱誘導DNA の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明らかにしてき
た。温熱耐性獲得のメカニズムは、あらかじ
めの温熱で誘導されたHSPがPolβの熱変性に
よる失活をレスキューすることでDSB生成量
が少なくなるためではないかと考えるに至っ
た。本研究によって、HSP阻害剤KNK437を増感
剤として用いることで温熱による耐性獲得を
抑制することができ、高い殺細胞効果がある
ことを見出した。また、Polβ欠損細胞では部
分的に温熱耐性が解除されることを明らかに
した。さらに、免疫沈降法によって、あらか
じめの温熱処理後にPolβとHSP70が結合して
いることを示した。これらのことから、HSP
阻害剤による温熱増感メカニズムは、あらか
じめの温熱によるHSP誘導を阻害したことで
HSPのレスキューの標的の一つであるPolβが
熱変性によって失活したため、DSB生成量が多
くなり、細胞死に至ることを明らかにした。 
③DNA 二本鎖切断の損傷認識タンパク質の温
熱処理後の細胞内挙動の探索 
 放射線ではDNAのDSB認識リン酸化タンパク
質とDSBの指標として知られるγH2AXのフォ
ーカスの局在がよく一致していたが、温熱処
理では部分的にフォーカスの局在が認められ
た。温熱処理後0.5時間後にはNbs1とMre11は
核外に散在して見られたが、8時間後では既に
フォーカス形成をしていたγH2AXと重なる形
でNbs1とMre11共にフォーカス形成すること

が確認された。このことはDSB認識タンパク質
であるγH2AX・Nbs1・Mre11が温熱処理でもX
線照射と同様に同一部位にフォーカス形成し
ていることを示している。さらに、γH2AXの
フォーカスに比べてATMの減衰が速いこと、
DNA-PKcs、Chk2はX線と比べて遅れてフォーカ
スが認められることを明らかにした。これら
のことは温熱でDSBが出来ていたとしても、X
線とは違う反応こそに、温熱応答メカニズム
を解く鍵があると考えるに至った。 
④DNA 二本鎖切断の損傷認識タンパク質の温
熱耐性獲得時の細胞内挙動の探索 
 温熱耐性獲得時にγH2AXおよびその他の
DSB認識リン酸化タンパク質のフォーカス形
成率が減ることを明らかにした。 
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