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研究成果の概要（和文）：マウス扁平上皮がん細胞株NR-S1に対しX線及び炭素イオン線を繰り返し照射し、放射線抵抗
性がん細胞株としてそれぞれX60及びC30細胞を独自に樹立した。解析の結果、X60細胞はX線だけでなく炭素イオン線抵
抗性であること、C30細胞のX線や炭素イオン線感受性はNR-S1細胞とほぼ同等であること、X線及び炭素イオン線抵抗性
とヘテロクロマチンドメイン数は強く相関すること、X60細胞ではX線や炭素イオン線照射後のRad51フォーカス形成が
亢進することが示された。この研究により、がん細胞のX線及び炭素イオン線抵抗性にはヘテロクロマチン領域で起こ
る相同組換え修復が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Radioresistant cancer cell line X60 and C30 was originally established by means 
of repeated exposure the mouse squamous cell carcinoma cell line NR-S1 to X-ray and carbon ion beam 
(C-ion) irradiation, respectively. The results showed that the X60 cells acquired the resistance to both 
X-ray and C-ion irradiation. On the other hand, the X-ray and C-ion sensitivity of C30 cells was 
approximately same as that of NR-S1 cells. Moreover, it is shown that the X-ray and C-ion resistance was 
strongly correlated with the heterchromatin domain number, and the Rad51 focus formation was 
significantly promoted in X-ray and C-ion resistant X60 cells compared with that in NR-S1 and C30 cells. 
Our results suggested that homologous recombination repair in heterochromatin region is associated with 
the X-ray and C-ion resistance in cancer cells.

研究分野：医歯薬
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１．研究開始当初の背景 
 放射線照射技術の発展により放射線治療
成績は向上したが、一部の症例では局所制御
できず、照射野内の局所再発もみられる。こ
の原因として腫瘍内の放射線抵抗性がん細
胞の存在が考えられることから、がんの X線
及び炭素イオン線抵抗性の分子機構の解明
が必要である。 
 
２．研究の目的 
 独自に樹立したX線及び炭素イオン線抵抗
性がん細胞を解析することで、X線や炭素イ
オン線照射後に起こるヘテロクロマチン形
成が、がんにおける X線及び炭素イオン線抵
抗性に与える影響を解明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 がん細胞株としてマウス扁平上皮がん細
胞株 NR-S1、1 回線量 10 Gy の X 線（20kV、
20mA）を合計 60 Gy に達するまで繰り返し照
射して樹立したがん細胞株 X60 細胞、1 回線
量 5 Gy の炭素イオン線(290MeV/n)を合計 30 
Gy に達するまで繰り返し照射して樹立した
がん細胞株 C30 を用いた。X60 及び C30 細胞
については後述する。これらの放射線感受性、
細胞学的性質、DNA 修復能等を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）繰り返し X 線を照射して樹立した X60
細及び親細胞株 NR-S1 細胞の X線及び炭素イ
オン線感受性をコロニー形成法により測定
し、両者で比較した。その結果、X60 細胞は
NR-S1 細胞に比べて X 線と炭素イオン線に著
しく抵抗性であった。生存率を 10％まで減少
させるために必要な線量であるD10値を解析
した結果、X線の D10値は X60細胞及び NR-S1
細胞でそれぞれ 10.5、6.4 Gy、炭素イオン線
の D10 値はそれぞれ 6.4、3.9 Gy だった。こ
の結果から、繰り返しの X線照射によりがん
細胞は顕著なX線及び炭素イオン線抵抗性を
獲得する可能性があることが示された。X60
細胞は性質の不均一な細胞の集団であるこ
とが推測されるため、X60 細胞から無作為に
10 個の細胞（X60-2、X60-4、X60-A3、X60-A9、
X60-B11、X60-B12、X60-C3、X60-D4、X60-D9、
X60-H2）を選択し、これらの X線及び炭素イ
オン線感受性を測定した。その結果、これら
のX線及び炭素イオン線感受性は均一ではな
く、分散していることが示された。このうち、
X60-A3、X60-B12、X60-H2 細胞が顕著に X 線
及び炭素イオン線抵抗性だった。以上の結果
より、繰り返しの X線照射によりがん細胞は
X 線だけでなく炭素イオン線抵抗性も獲得す
ること、これらの抵抗性は照射を受けた集団
内で分散していることが示された。 
 
（２）NR-S1、X60 細胞、及び X60 細胞の単一
クローンの細胞学的特徴（細胞の形態、大き
さ、ヘテロクロマチンドメイン数、DNA 量、

G1 期、G2/M 期、S期の細胞の含有率）を測定
し、これらと X線及び炭素イオン線感受性の
相関を解析した。その結果、X 線感受性と炭
素イオン線感受性（R = 0.87、P = 0.00053）、
ヘテロクロマチンドメイン数とX線（R = 0.74、
P = 0.0098）及び炭素イオン線抵抗性（R = 
0.79、P = 0.0038）、形態的に紡錘形の細胞
の割合と炭素イオン線抵抗性（R = 0.75、P = 
0.0085）に統計的有意な正の相関が検出され
た。この結果から、特にヘテロクロマチンド
メイン数とX線及び炭素イオン線抵抗性が深
い関連がある可能性が示唆された。 
 
（３）ヘテロクロマチン領域における DNA 修
復はユークロマチン領域と異なり、相同組み
換え（HR）修復が優位に働くことを示す報告
がある（①）。HR 修復は、非相同末端（NHEJ）
修復と比較して誤りの少ない修復方式とし
て知られている（②）。X60 細胞のヘテロクロ
マチンドメイン数はNR-S1細胞よりも有意に
多く、さらにヘテロクロマチンドメイン数は
X 線と炭素イオン線抵抗性と相関することか
ら、X60 細胞では DNA 修復に何らかの違いが
ある可能性がある。そこで、NR-S1 細胞と X60
細胞にX線及び炭素イオン線をそれぞれ10Gy
及び 5 Gy 照射し、その 24 時間後に DNA 二本
鎖切断（DSB）の指標として広く知られてい
る-H2AX に対する免疫蛍光染色を行い、核内
-H2AXフォーカス数を測定することでX線及
び炭素イオン線照射後のDNA修復能を比較し
た。その結果、X60 細胞における照射後の
-H2AX フォーカス数は、NR-S1 細胞と比較し
て有意に低いことが示された。この結果によ
り X60細胞は DNA修復能が亢進していること
が示された。 
 
（４）ヘテロクロマチン領域における DNA 修
復能を評価するため、NR-S1 細胞及び X60 細
胞から単離したX線及び炭素イオン線抵抗性
のクローンである X60-A3（A3）細胞の細胞核
に対し、放射線医学総合研究所の所有する
SPICE（Single Particle Irradiation system 
to Cell）により陽子線マイクロビーム照射
（3.4 MeV/n の陽子線を 3 µm間隔で細胞核あ
たり 5 点照射する）を行い、ヘテロクロマチ
ンに集積するタンパク質である HP1と
-H2AX フォーカスの共局在を経時的に評価
した。しかし、照射 30分後には HP1と-H2AX
フォーカスの隣接はみられたものの、これら
の共局在を観察時間内に確認することがで
きなかった。ヘテロクロマチン領域の DNA 損
傷は照射約3分後からヘテロクロマチンの周
辺に移動し、その後 Rad51 が関与する HR に
より修復されることが報告されている（③）
ことから、ヘテロクロマチン領域の DNA 修復
を評価するためには、照射 3分以内の早期か
ら観察する必要があることが示された。 
 
（５）がん細胞に対し X線を繰り返し照射す
ることでX線と炭素イオン線の両方に対し抵



抗性になることが示された。しかし、炭素イ
オン線の繰り返し照射によりX線や炭素イオ
ン線抵抗性が生じるかどうか評価した研究
は今まで報告されていない。そこで、NR-S1
細胞に、10 Gy の X 線と生物学的等価線量で
ある 1 回線量 5 Gy の炭素イオン線を、合計
30 Gy に達するまで繰り返し照射し、C30 細
胞を樹立した。C30 細胞の X 線及び炭素イオ
ン線感受性を解析した結果、X 線及び炭素イ
オン線の D10 値はそれぞれ 8.0 及び 4.9 Gy
だった。しかし、生存曲線を NR-S1 細胞と比
較した結果、統計的有意差は検出できなかっ
た。さらに、細胞学的形態も NR-S1 細胞と比
較して大きな違いはなかった。これらの結果
から、がん細胞に対する炭素イオン線の繰り
返し照射は顕著なX線及び炭素イオン線抵抗
性は生じないこと、また X線の繰り返し照射
と異なり、形態的に大きな変化はみられない
ことが示された。 
 
(６)X60 細胞は X 線及び炭素イオン線抵抗性
であり、これらはヘテロクロマチンドメイン
数と統計的有意な相関があること、また DNA
修復能が高いことが示された。ヘテロクロマ
チン領域では HR 修復が優位に行われる（①）
ことから、X60 細胞は HR修復能が高い可能性
がある。そこで、NR-S1、X60 及び C30 細胞お
けるシスプラチン感受性を解析した。シスプ
ラチンはDNA鎖間架橋を引き起こす薬剤であ
り、これは Fanconi Anemia 経路を介する HR
修復で除去されることが知られている。よっ
て、シスプラチン感受性を解析することで、
限定的ではあるが HR 修復能を評価できる。
解析の結果、X60 細胞は NR-S1 や C30 細胞に
比べて著明なシスプラチン抵抗性だった。以
上の結果より、X60 細胞では HR 修復が亢進し
ている可能性が示された。 
 
（７）X60 細胞は C30 細胞や NR-S1 細胞に比
べて HR 修復能が亢進している可能性がある
ことから、5 Gy の X線及び炭素イオン線を各
細胞に照射し、その後、Rad51 フォーカス数
の経時的変化を解析した。Rad51 は HR 修復に
必要なタンパク質である。解析の結果、X 線
及び炭素イオン線照射 1時間後の Rad51 フォ
ーカス数が、X60 細胞において有意に高く、6
時間後には各細胞間で同等数となり、24時間
後には各細胞とも非照射時と同等程度まで
低下することが示された。この結果から、X60
細胞では HR 修復が優位に機能している可能
性が示された。 
 
（８）X60 細胞では X 線及び炭素イオン線照
射 1 時間後から HR 修復が優位に機能してい
る可能性が示された。よって HR 修復の阻害
剤の併用により、X60 細胞に生じた X 線及び
炭素イオン線抵抗性を減少させることがで
きる可能性がある。これを評価するため、
Rad51 の阻害剤 B02 の炭素イオン線増感効果
を解析した。NR-S1、X60、及び C30 細胞に 5 µM

の B02 を投与し、その 24 時間後に 4 Gy の炭
素イオン線を照射した。照射直後にコロニー
形成法を行い、生存率を求めた。これらを B02
非投与時の生存率と比較し、炭素イオン線増
感効果を評価した。解析の結果、B02 併用群
における NR-S1、X60 及び C30 細胞の生存率
は、非投与群に比べて著明に減少した。これ
より、B02 には炭素イオン線増感効果がある
ことが示された。しかし、B02 併用時におけ
る X60細胞の生存率は NR-S1 や C30 細胞と比
較しても依然として高く、X60 細胞に生じた
炭素イオン線抵抗性をNR-S1細胞と同等まで
低下させることはできなかった。この結果に
より、Rad51 の阻害により顕著な炭素イオン
線増感を得ることはできるものの、X60 細胞
に生じた炭素イオン線抵抗性を抑制できな
いことが示された。この解析により HR 修復
だけが X60細胞の X線及び炭素イオン線抵抗
性の原因ではないことが明らかとなった。 
 
（８）本研究の成果を以下にまとめる。本研
究ではX線及び炭素イオン線を繰り返し照射
し、それぞれ X60 及び C30 細胞を樹立した。
X60 細胞は X 線だけでなく炭素イオン線抵抗
性であること、C30 細胞の X 線及び炭素イオ
ン線感受性は、その親細胞株である NR-S1 細
胞とほぼ同等であることを示した。この結果
により、がん細胞に対し X線を繰り返し照射
することで、がん細胞は X線及び炭素イオン
線を獲得すること、一方、同等の炭素イオン
線ではこれらに対する抵抗性は生じないこ
とが示された。また、がん細胞におけるヘテ
ロクロマチンドメイン数はX線及び炭素イオ
ン線抵抗性と強く相関することが示された。
さらに、がん細胞における X線及び炭素イオ
ン線抵抗性には Rad51 が関与する HR 修復の
亢進が関与する可能性があることが示され
た。HR 修復はヘテロクロマチン領域における
DNA 修復に関与することが示されていること
から、ヘテロクロマチン領域における HR 修
復の亢進が、がん細胞における X線や炭素イ
オン線抵抗性機構の一つである可能性が示
された。 
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