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研究成果の概要（和文）：がんの放射線療法で問題となる放射線耐性細胞を克服するために、ヒ

ト由来がん細胞から放射線耐性細胞の樹立に取り組み、成功した。X 線で誘発される細胞死を

解析すると、親株ではオートファジー細胞死が誘発されるが、放射線耐性細胞では誘発されに

くいことが分かった。放射線耐性細胞にオートファジーを誘導するラパマイシン処理すると、

放射線感受性になることが分かった。本研究から、オートファジーの誘導は放射線耐性細胞の

克服に有効であることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：X-ray induced autophagic cell death is suppressed in radioresistant 
cells. Administration of rapamycin, an induced of autophagy, sensitized radioresistant 
cells. Induction of autophagy would be the effective modality to overcome radioresistant 
tumor. 
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１．研究開始当初の背景 

 がんの 3大治療法の一つである放射線療法

は 2 Gy/日の X 線をおよそ 60 Gy 照射するこ

とで行われる。がんの放射線療法では、放射

線耐性細胞の存在や出現といった解決すべ

き課題が今なお存在している。そこで、申請

者等はより有効な放射線療法を開発する目

的で、2 Gy/日の X 線を照射し続けても増殖

する臨床的放射線耐性細胞(CRR 細胞)の開発

に取り組んだ。その結果、ヒト肝がん由来

HepH2 細胞、ヒト口腔がん由来 SAS 細胞、ヒ

ト肺がん由来 H1299 細胞、ヒト子宮頸部がん

由来 HeLa 細胞からその樹立に成功した。分

子生物学的解析の結果、樹立した臨床的放射

線耐性細胞ではその親株に比べてより効率

的に DNA の修復を行うことを明らかにした。

また、樹立した臨床的放射線耐性細胞は 2Gy/

日の X線照射を受けているため細胞接着率の
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低いことが分かった。このため、臨床的放射

線耐性細胞では従来から行われていたコロ

ニーアッセイが適用できないことが分かっ

た。そこで申請者等は新たなアッセイ法の開

発に取り組み、高感度に放射線耐性を定量す

ることができる modified high density 

survival assay の開発に成功した。本研究で

は、放射線で誘発される細胞死とがん細胞の

放射線感受性を中心に解析した。 

２．研究の目的 

 抗がん剤処理や X線照射を受けたがん細胞

は 、 ア ポ ト ー シ ス (apoptosis; type I 

programmed cell death)、オートファジー細

胞死(type II programmed cell death)、ネ

クローシス(necrosis; type III programmed 

cell death)、細胞老化(senescence)、mitotic 

catastrophe など様々な細胞死を誘発するこ

とが知られている。これらの中でアポトーシ

スを中心とした研究が盛んであるものの、特

に固形がんの場合にはアポトーシス以外の

細胞死も考慮する必要がある。我々は X 線照

射後に親株とその CRR細胞株に誘発される細

胞死を比較することで、どのような細胞死が

臨床的放射線耐性に関与しているのかを明

らかにしようとした。 

最近、抗がん剤処理や X線照射でオートフ

ァジーの誘発が知られるようになった。オー

トファジーは、近年注目を集めている生命現

象の 1 つでありユビキチン-プロテオソーム

系と並ぶタンパク質の分解機構として知ら

れている。ユビキチン−プロテアソーム系で

は、分解すべきタンパク質の一つ一つに、ユ

ビキチン分子が複数結合することでプロテ

アソームにより認識されて分解されるのに

対して、オートファジーでは一度に多くのタ

ンパク質が分解される。このためオートファ

ジーによるタンパク質の分解はバルク分解

と呼ばれることもある。オートファジーによ

って、ストレスなどにより損傷を受けた細胞

内小器官やタンパク質が除去されて細胞の

生存を助けるほか、飢餓状態でも誘発され細

胞にアミノ酸などの栄養源を供給すること

が知られている(自食作用)。一方で、オート

ファジーは虚血性脳障害時の細胞死、さらに

抗がん剤や放射線で誘発される細胞死にも

関与していることが報告されている。逆にオ

ートファジー機構が欠損すると心筋細胞死

と心不全が発症することも知られてきた。以

上述べたように、オートファジーは細胞の生

と死の両方に関与していることから、「両刃

の剣」に例えられる。本総説では、我々の研

究結果を踏まえてオートファジーががん細

胞の放射線感受性にどのように関与してい

るのかを解析した。 

３．研究の方法 

アポトーシス細胞の検出は、annexin V 染

色で行った。一つの細胞に 2 つ以上の核と小

核を持つ細胞を、mitotic catastrophe を誘

発した細胞と定義して定量した。オートファ

ジー細胞の検出は、EGFP-LC3 発現ベクターの

細胞への導入、抗 LC3 抗体による細胞免疫学

的解析、ウエスタンブロッティングによる

LC3-I から II への変換、電子顕微鏡による解

析を行い定量した。オートファジーの誘導は

rapamycin 処理、その抑制は 3-methyladenine

処理で行った。 

４．研究成果 

 X 線照射を受けたがん細胞では、アポトー

シス、ネクローシス、オートファジー細胞死、

mitotic catastrophe、細胞老化など様々な

細胞死が誘発される。実際、炭素線照射を受

けたヒトグリオーマ細胞(NP-2 細胞)ではア

ポトーシス、オートファジー、老化様細胞の

誘発が報告されている。 

初期のアポトーシス細胞を Annexin V 染色

で検出すると、10 Gy の X 線照射を受けた



 

 

HepG2 細胞では、その誘発頻度は最大 10%程

度であり照射 3日目に最大値に達した。また、

mitotic catastrophe を誘発した細胞を定量

した結果、10 Gy の X 線照射で最大 10%程度

が mitotic catastrophe を誘発した。mitotic 

catastrophe の形態を示しながら、Annexin-V

に陽性を示す細胞やオートファゴソームで

満たされた細胞が存在することから、

mitotic catastrophe を誘発した細胞は、そ

の後アポトーシス又はオートファジー細胞

死により死滅すると考えられる。X線照射後、

数多くの死細胞が培溶液中に浮遊している

にもかかわらず、それらの死細胞の多くにア

ポトーシス小体は観察されなかった。また、

X 線照射後経日的に培養液中の死細胞を含む

全細胞からゲノム DNAを抽出してアガロース

電気泳動を行ったところ、アポトーシスに特

有のヌクレオソーム単位での DNA 断片化であ

るラダー状の像は得られなかった。 

親株である HepG2 細胞とその CRR 細胞であ

る HepG2-8960-R 細胞に 10 Gy の X 線を照射

し、経日的に倒立顕微鏡下に形態変化を観察

した。HepG2 細胞では、照射 3 日目で死細胞

はほとんど観察されなかったが分裂像の増

加が見られた。引き続き培養液中に浮遊する

死細胞の顕著な増加が見られた。さらに、照

射 7日目になると接着している生細胞に多核

を特徴とする mitotic catastrophe を示す細

胞が増加した。照射 5日目の死細胞を詳細に

観察すると、アポトーシス小体を伴ったアポ

トーシス細胞と、丸いまま浮遊している死細

胞が見られた。誘発頻度としては、後者が圧

倒的に多かった。一方、HepG2-8960-R 細胞で

は HepG2 細胞と比べて、照射 3日目に分裂像

の増加はみられず、さらに照射 5日目におい

ても死細胞の顕著な増加は見られなかった。

しかし、照射 7日目になると HepG2 細胞と同

様に mitotic catastrophe を誘発した多核の

細胞が生じたが、その誘発頻度は HepG2 細胞

と比べて低かった。以上から、10 Gy の X 線

照射によりアポトーシスをはじめとする

様々な細胞死がHepG2細胞及びHepG2-8960-R

細胞共に誘発されることが示されたが、その

誘発頻度は放射線耐性細胞では低かった。さ

らに、アポトーシス小体を伴わない細胞死が

高頻度で誘発されることが分かった。また、

HepG2細胞では照射3日目に分裂像が増加し、

その後に死細胞が増加することから、分裂を

介した細胞死が誘発されることが示唆され

た。 

 X 線照射で細胞死は誘発されるものの、培

養液中に浮遊している死細胞の多くはアポ

トーシス小体を伴わないため、アポトーシス

以外の細胞死であることが示唆された。そこ

で、X 線照射で誘発される細胞死は最近注目

されているオートファジー細胞死ではない

かと考え解析を進めた。オートファジー細胞

死は、細胞質にオートファゴソームが増加し、

引き続き核が崩壊することを特徴とする。

我々はまず、EGFP-LC3 発現ベクターを恒常的

に導入した細胞を用いて X線照射後における

オートファジーの誘導を解析した。 

 非照射細胞では、1 細胞あたりのオートフ

ァゴソームは最大でも数個にとどまり、オー

トファゴソームの見られない細胞が大部分

を占める。このとき見られるオートファゴソ

ームは生理的条件下でのストレスで損傷を

受けた細胞内小器官やタンパク質を分解す

るために生じたものと考えられる。実際、非

照射細胞を電子顕微鏡で観察しオートファ

ゴソームの内容物を観察すると、ミトコンド

リアが見られることがある。10 Gy の X 線を

照射して、3 日目になると培養フラスコの底

に生着している細胞の細胞質内にオートフ

ァゴソームの増加が観察される。照射 5 日目

になると、培養液中に多くの丸くなった死細



 

 

胞が観察され、その内部はオートファゴソー

ムで満たされている。このとき、mitotic 

catastrophe を誘発した細胞が見られるが、

オートファゴソームで満たされた細胞と、そ

うでない細胞が混在していた。照射 5日目に

観察されるアポトーシスを誘発した細胞の

アポトーシス小体内部にはオートファゴソ

ームはほとんど検出されなかった。以上から、

X 線照射でアポトーシスとは全く異なるオー

トファジー細胞死が誘発されることが分か

り、オートファジー細胞死は X線で誘発され

る細胞死の大部分を占めることが示唆され

た。そこで、オートファジー細胞死が細胞の

放射線耐性に関与しているのかを解析した。

生存のためのオートファジーと区別するた

めに、丸くなり、かつオートファゴソームで

満たされている細胞をオートファジー細胞

死として定量した。 

10 Gy の X 線照射前のオートファジー細胞死

頻度は、臨床的放射線耐性細胞である

HepG2-8960-R 細胞では、その親株である

HepG2 細胞と比べて有意に高かった(HepG2 細

胞 ;5%: HepG2-8960-R 細 胞 ;20%) 。

HepG2-8960-R 細胞は放射線耐性の形質維持

のために毎日 2 Gy の X 線照射を受けている

ためであると考えられる。10 Gy の X 線を 5

回に分けて分割照射すると(2 Gy/日)、HepG2

細胞ではオートファジー細胞死が誘発され

るのに対して、HepG2-8960-R 細胞では誘発さ

れなかった。また、X 線、10 Gy を急照射す

ると HepG2 細胞及び HepG2-8960-R 細胞にお

いて、照射前と比べて有意にオートファジー

細胞死が誘発された。しかし、その誘発頻度

はHepG2細胞で高かった(照射5日目でHepG2

細胞;70%: HepG2-8960-R 細胞; 40%)。経日的

に、X 線で誘発されるオートファジー細胞死

の頻度を解析した結果は今までに報告がな

く、我々の解析がはじめてである。また、臨

床的放射線耐性細胞ではオートファジー細

胞死が抑制されていることもはじめて示さ

れた。また、これらの結果は、電子顕微鏡に

よる解析及びウエスタンブロッティングに

よる解析でも裏付けられている。以上から、

臨床的放射線耐性細胞にオートファジー細

胞死を誘導すれば放射線耐性が克服できる

ことが示唆された。 

オ ー ト フ ァ ジ ーは 、 mTOR (mammalian 

target of rapamycin)により制御されている

ことから、HepG2-8960-R 細胞を mTOR 阻害剤

であるラパマイシンで処理すると放射線耐

性が克服できるのではないかと考えた。実際、

ラパマイシン処理して放射線感受性を調べ

ると、HepG2-8960-R 細胞の放射線感受性は

HepG2 細胞とほぼ同程度になった。逆に、

HepG2 細胞に誘発されるオートファジーを抑

制すれば放射線耐性になる可能性が推測さ

れる。そこで、オートファジー阻害剤である

3-メチルアデニン処理を行い、細胞の放射線

感受性を解析した。その結果、HepG2 細胞は

HepG2-8960-R 細胞と同程度に放射線耐性に

なった。以上から、臨床的放射線耐性にオー

トファジー細胞死が関与していることが強

く示唆された。 
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