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研究成果の概要（和文）：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。CRR 細胞では、X 線照射で autophagy 細胞死が誘導

されにくいことを明らかにした。X 線照射後、CRR 細胞の細胞質では活性酸素種(ROS)の上昇

が見られなかった。CRR 細胞において、X 線照射で autophagy 細胞死が誘導されにくいのは、

細胞質に生じた ROS の排除機構が備わっているためだと考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：Efficient removal of reactive oxygen species from cytoplasm of 

clinically relevant radioresistant cells leads to low incidence of autophagic cell death of 

those cells after X-ray exposure. 
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１．研究開始当初の背景 

放射線療法は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。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。より有効な放射線療

法を開発するため、また、細胞が放射線に耐

性を示すメカニズムを明らかにするために、

標準的な放射線療法である 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

射線耐性(clinically relevant radioresistant 

cell; CRR)細胞の樹立を試み、HepG2、HeLa

をはじめとする複数のヒトがん細胞細胞株

からその樹立に成功した。 

CRR 細胞は、2Gy/日の X 線分割照射に耐

性を示すばかりではなく、高線量の X 線単回

照射にもその親株と比べて耐性を示すこと

が分かった。 

X 線照射よって apoptosis をはじめとする

様々な細胞死が誘発される。また、X 線照射

で新しい細胞死の形態である autophagic 

cell death が誘発されることも知られてきた。

X 線照射後の細胞死を解析すると、親株であ

る HepG2 細 胞 で は apoptosis 及 び

autophagy 細胞死が誘発されるものの、CRR
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細胞である HepG2-8960-R 細胞では、その誘

発が抑えられていることを明らかにした。こ

の傾向は、他の全ての CRR 細胞株でも同様

であった。CRR 細胞に mTOR の阻害剤であ

る rapamycin を処理すると、X 線感受性はそ

の親 株と同程度に なり、 X 線照射で

autophagy の誘発頻度が上昇することを明

らかにした。また、autophagy 誘導の阻害剤

である、3-methyladenine 処理すると親株は

放射線に耐性になることを明らかにした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、親株に比べてなぜ CRR 細胞

では X 線照射で autophagy が誘導されにく

いのかを明らかにしようとした。X 線照射後、

細胞内には活性酸素種 (reactive oxygen 

species; ROS)が生じることが知られており、

この ROS が放射線による二本鎖切断などの

DNA 損傷に関与していることが知られてい

る。本研究では、X 線照射後に生じる ROS

が autophagy の誘導にも関与しているので

はないかと考え、解析を進めた。 

 

３．研究の方法 

 WST (Water soluble Tetrazolium salts) 

assay及び High density survival assay で、

細胞の過酸化水素(H2O2)への感受性を解析し

た。X 線照射後に生じる細胞内の ROSは蛍光

色素を用いて解析した。遺伝子発現は、

RT-PCRで解析した。また、siRNA を用いるこ

とで、catalase の発現を抑制した。H2O2耐性

細胞の樹立は、培地中の H2O2濃度を徐々に増

加しながら細胞を順応させることで樹立し

た。 

 

４．研究成果 

細胞内の ROSを蛍光色素で検出すると、非

照射の親株では ROSは検出されないのに対し

て、CRR 細胞では検出された。CRR 細胞はそ

の形質の維持のために 2Gy/日の X線を照射し

ているためだと考えられる。10Gyの X線照射

後、継時的に細胞内の ROSを蛍光色素で検出

すると、親株では照射 4時間後から ROSの発

生が認められたのに対して、CRR 細胞では基

底値以上の発生は見られなかった。さらに、

ミトコンドリア由来の ROSを特異的に検出す

ることのできる蛍光色素を用いて解析する

と、X 線照射後に親株では ROS の発生が見ら

れたが、CRR 細胞では見られなかった。以上

から、X 線照射後に生じる ROS はミトコンド

リア由来であることを明らかにした。CRR 細

胞には X線照射後に ROSの発生が見られない

ことから、CRR 細胞にはなんらかの ROS の排

除機構が存在しているのか、ミトコンドリア

の機能が親株とは異なっているのではない

かということが示唆された。 

CRR 細胞にはなんらかの ROS の排除機構が

存在しているのかを明らかにするために、

CRR細胞は ROSに耐性であるのかを解析した。

本研究では、ROS の代表的な一つである H2O2

に CRR細胞は耐性を示すのかを解析した。WST 

assay で、H2O2 への感受性を解析すると、全

ての CRR 細胞は 100μM 以下の濃度で、その

親株に比べて明らかに H2O2 に耐性を示した

(図 1)。 

そこで、CRR 細胞では、X 線照射で生じた
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図 1 WST assay による H2O2感受性の解

析。 



H2O2 が速やかに除去されるのではないかと考

えた。H2O2 の代謝に関与していることが知ら

れているカタラーゼ (catalase)の発現を

RT-PCRで解析すると、全ての CRR細胞はその

親株に比べて mRNA の発現量が高いことが分

かった。 

そこで、siRNA でカタラーゼの発現を抑制

して、CRR 細胞の放射線感受性に変化がみら

れるのかを解析した。その結果、カタラーゼ

の発現を抑制しても、CRR 細胞の X 線感受性

に変化は見られなかった。また、親株に関し

ても放射線感受性に変化は見られなかった。 

次に、低濃度の H2O2含有培地で細胞を培養

して、徐々に培地中 H2O2濃度を上げていくこ

とで、複数の細胞株から H2O2耐性細胞の樹立

を試みた。樹立した H2O2耐性細胞のＸ線感受

性を解析すると、全ての H2O2耐性細胞はその

親株に比べて X線に耐性を示すことはなかっ

た。以上から、CRR 細胞が H2O2に耐性を示す

のは、CRR 形質の一つであり、放射線耐性と

の関連は否定された。また、CRR 細胞の X 線

耐性にはカタラーゼは関与していないこと

が示唆された。 

オートファジーは、細胞内の ROSの上昇に

よって誘導されることが知られている。CRR

細胞では、X 線照射後に ROS の上昇が見られ

ないためオートファジーが誘導されないの

ではないかと考えられる。 
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