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＜略語一覧＞ 

2-DG: 2-deoxy-D-glucose 

5-iPF2α-VI: 5,9α,11α-trihydroxy-(8β)-prosta-6E,14Z-dien-1-oic acid 

8-iso PGF2α: 5,9α,11α-trihydroxy-(8β)-prosta-6E,14Z-dien-1-oic acid 

ADP: adenosine diphosphate 

AEBS: 4-(2-aminoethyl)benzene sulfonamide 

AEC: adenylate energy charge 

AMP: adenosine monophosphate 

ATP: adenosine triphosphate 

BHT: 2,6-di-tert-butyl-p-cresol 

CA IX: carbonic anhydrase IX 

CCCP: carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine 

DMEM: dulbecco’s modified eagle’s medium 

ESI: electron spray ionization 

ESR: electron spin resonance 

ETC: electron transport chain 

FBS: fetal bovine serum 

Fe-S cluster: iron-sulfur cluster 

GFP: green fluorescent protein 

GLUT1: glucose transporter 1 

HPLC: high performance liquid chromatography 

LC-MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LDHA: lactate dehydrogenase A 

LOD: limit of detection 

LOQ: limit of quantitation 

LiNc-BuO: lithium 9,14,18,23,27,32,36-octa-n-butoxy-2,3-naphthalocyanine 

M10: 1-decyl-triphenylphosphonium bromide 
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MCT4: monocarboxylate transporter 4 

MRM: multiple reaction monitoring 

NAD+, NADH: nicotinamide adenine dinucleotide 

OCR: oxygen consumption rate 

PDH: pyruvate dehydrogenase 

R-SG: 2‐(4‐((2‐(4‐amino‐4‐carboxybutanamido)‐3‐(carboxymethylamino)‐3‐oxoproyl 

thio)methyl)phenyl)‐4‐pyrrolidino‐2,5,5‐triethyl‐2,5‐dihydro‐1Н‐imidazol‐1‐

oxyl 

ROS: reactive oxygen species 

SQ: semiquinone 

TCA: tricarboxylic acid 
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＜緒言＞ 

 がんの治療には主に外科療法、化学療法ならびに放射線療法が用いられてい

る。この中でも放射線治療は非侵襲的であり、局所制御ができる方法として多く

の固形腫瘍に対して用いられている。近年では、陽子線や重粒子線などの深部の

幹部へ集約的に線量を集中して与えることが出来る放射線発生装置の普及によ

って劇的にがんの治療効率が高まり、放射線治療は急速に広まっている。また、

放射線と制がん剤の併用が広く用いられており、それぞれ単独では十分な効果

が得られない腫瘍に対して殺細胞効果を高め、両者の用量を減らすことで正常

細胞への副作用を最小限に抑えることが出来る。しかし、さらに正常組織に対す

る影響を低減しつつ、がん治療の効率を高めるためには、がん細胞に特異的な標

的を見つける必要がある。一般的に、放射線による細胞致死の主要な原因は核の

DNAの損傷によるものであると考えられている。DNAが受ける放射線の作用と

しては、放射線が標的である DNA に直接作用し、DNA 自身が電離もしくは励

起することで傷害を生じる直接作用、周囲の水分子の放射線分解産物である活

性酸素種 (ROS)を介して傷害を起こす間接作用の 2 つがあると言われている。

このようにして発生した DNA損傷は、様々な修復機構により修復されるが、修

復できなかった DNA を持つ細胞は細胞死や発がんに至ると一般的に考えられ

ている。 

 近年では、上述の放射線照射直後の DNA の損傷による細胞死だけではなく、

放射線照射後の様々な細胞応答が放射線による細胞死に関連していることが明

らかになってきた。例えば、間接作用によって生じる ROS ではなく、放射線照

射後数時間から十数時間後に細胞内に生じる ROS が上昇することや、抗酸化物

質である Trolox を照射後に細胞に処理することによって細胞死が抑制されるこ

とが報告されている 38, 62)。このことから、X 線照射直後に起きる直接作用もし

くは間接作用によって生じる DNA損傷以外に、X線照射から十数時間後に細胞

内に生じる ROS が細胞死に関与していることが示唆されている。この細胞内に

生じる ROS の産生源として、ミトコンドリア電子伝達系 (ETC)が考えられてい
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る 46, 64, 102)。ミトコンドリアはエネルギーを産生する際に、ETC で酸素を消費し

ているが、その際に通常 1~2%の酸素が 1 電子還元されることで O2
・-が生成さ

れ、ミトコンドリアから漏出していると考えられている 42, 91)。実際に、抗がん

剤や放射線による酸化ストレスによって、ミトコンドリア由来の ROS 産生が上

昇することが報告されており 15, 45, 99)、さらにミトコンドリア由来の ROS が

mtDNAの変異やミトコンドリア膜電位の低下を始めとしたミトコンドリアの機

能低下に関与しているとの報告もある 58, 63, 69, 96)。このことから、放射線を照射

した細胞ではミトコンドリアに由来する ROS が上昇し、ミトコンドリアの機能

低下が細胞死の一部に関与したり、細胞死を修飾したりしていることが示唆さ

れている。 

ミトコンドリアは細胞内において主なエネルギーの産生源である。細胞内で

は、生命の維持のためにエネルギー源である ATP を産生しており、この産生源

は大きく 2つに分けることが出来る。1つ目の経路は解糖系であり、細胞内に取

り込まれたグルコースからピルビン酸が生じ、その際に ATP が産生され、ピル

ビン酸は最終的に乳酸へと変換されて細胞外へと排出される。この解糖系では 1

分子のグルコースから 2 分子の ATP が産生される。2 つ目はミトコンドリアで

あり、グルコースから変換されたピルビン酸からアセチル CoA が生じ、ミトコ

ンドリア内の TCA 回路へと入り、さらにその先のミトコンドリア ETC におい

て ATP が産生される。ミトコンドリアでは解糖系と比較するとより大きなエネ

ルギーを生じ、1分子のグルコースから 36分子の ATPが産生される。一般的に、

正常な細胞では有酸素下においてミトコンドリア ETCにATP産生を依存してい

る。一方で、がん細胞では酸素が十分にある状態にあってもミトコンドリア ETC

機能は抑制されており、解糖系にエネルギー産生を依存していることが知られ

ており、この現象はワールブルグ効果と呼ばれている 95)。この効果は in vivo の

みならず、培養細胞系でも働いていると言われている。がん細胞においてワール

ブルグ効果によって解糖系が亢進している生理的意義についてはこれまでに

様々な議論がなされてきている。例えば、解糖系では 1 分子のグルコースから
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産生される ATP 量はミトコンドリアよりも少ないが、解糖系はミトコンドリア

よりもはるかに速く ATP を合成できるため、増殖能が高く、大量にエネルギー

が必要ながん細胞では解糖系が亢進していると考えられている 55)。また、ワー

ルブルグ効果によって解糖系の中間体を動員するペントースリン酸経路も活性

化するため、増殖のために必要な核酸、アミノ酸ならびに脂質といったバイオマ

スの産生も促進されるため、がん細胞はワールブルグ効果に依存していると考

えられている 92)。近年、放射線照射後の細胞死に影響を与える細胞応答には上

述の細胞内 ROS上昇以外に、エネルギー代謝機構の関与が報告されてきている。

上述のように、がん細胞ではワールブルグ効果が生じているため、解糖系に着目

した研究がこれまで多く行われている。例えば、解糖系を阻害する 2-deoxy-D-

glucose (2-DG)の処理によって、ヒト子宮頸がん由来 HeLa細胞、ヒト膵臓がん由

来 MIA PaCa-2 細胞、ヒト乳がん由来 SkBi3 細胞、MDA-MB-468 細胞ならびに

MCF-7 細胞で細胞毒性効果が見られることが報告されている 1, 16, 53)。また、ヒ

ト膵臓がん由来 P198 細胞を移植したマウスにおいて、グルコース由来のピルビ

ン酸から乳酸へと変換する酵素である lactate dehydrogenase A (LDHA)の阻害剤

F11 をマウスに投与すると、移植腫瘍の成長が抑制されることが報告されている 

51)。さらに、HeLa細胞、ヒト神経膠芽腫由来 U373MG細胞ならびにヒト肺腺が

ん由来 A549細胞への 2-DG処理によって放射線の致死効果が上昇することも報

告されている 5, 43, 53)。 

一方で、ワールブルグ効果のためにこれまでがん研究においてミトコンドリ

アはあまり重要視されてこなかったが、最近の研究では、メトホルミンを始めと

する様々なミトコンドリア ETC に対する阻害剤処理によって、がん細胞の細胞

死が増加することが明らかになっている 2, 14, 107)。さらに、当研究室の研究では、

ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞およびヒト肺腺がん由来 A549 細胞において、X

線照射後に細胞当たりの酸素消費率、ATP 産生、ミトコンドリア由来の ROS 産

生ならびにミトコンドリア膜電位が上昇することを明らかにしており、X 線照

射によってミトコンドリア ETC が活性化することが示唆されている 102)。さら
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にミトコンドリア阻害剤の処理によってミトコンドリア ETC の放射線応答によ

る活性化が見られなくなると共に放射線感受性が上昇することも明らかになっ

ている 104)。以上の報告から、がん細胞においてもミトコンドリアは何らかの役

割を担っており、放射線に対する生存に寄与している可能性があるが、放射線に

対するミトコンドリア ETC の役割については不明な点も多い。より効果的なが

ん治療の開発を行うためにもミトコンドリア ETC の放射線応答の詳細を明らか

にする必要がある。 

これまでにエネルギー代謝に関連した研究においては共通の手法が多くの研

究で行われている。例えば、ミトコンドリア代謝の指標である酸素消費率の測定

には細胞外フラックスアナライザーを用いた研究報告が多い。この手法は閉鎖

系での蛍光強度の変化率を数分間毎に測定し、酸素による蛍光に対するクエン

チング作用を利用して酸素分圧の変化をリアルタイムに評価する方法であるた

め、GFP のような蛍光タンパク質を発現した細胞は扱いにくいことやクエンチ

ャーとして働く試薬の処理ができないといった欠点がある。さらに、この手法は

接着細胞の測定に適しているため、得られた結果を細胞数で基準化することが

困難であるといったデメリットもある。そこで本研究では、電子スピン共鳴 

(ESR)法や高速液体クロマトグラフィー (HPLC)法を始めとした定量性の高い手

法を用い、従来から用いられている研究手法の欠点を補う評価法の開発を行い、

その方法を用いて X線に対する細胞の代謝応答の評価を行った。 

 第一章では、X 線に対するがん細胞のミトコンドリア ETC のエネルギー代謝

およびミトコンドリア由来 ROS 産生の役割に着目した。まず、ESR オキシメト

リー法による様々なミトコンドリア標的薬剤を用いたミトコンドリア呼吸機能

の評価法を確立した。この方法を用いてミトコンドリア呼吸機能の放射線応答

を評価したところ、X 線照射後にミトコンドリア呼吸パラメーターは上昇した

が、この値を細胞当たりのミトコンドリア量で補正すると、非照射の細胞の値と

同程度であった。このことから、これまでの報告で見られた X 線照射後のミト

コンドリア ETC の活性化はミトコンドリア量が増加したことが寄与している事
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が示された。また、ミトコンドリア ETC における電子の授受に重要な役割を担

っているセミキノン (SQ)ラジカルおよび鉄-硫黄 (Fe-S)クラスターの測定を

110Kの低温下における ESR 測定によって行った。その結果、X 線照射後の細胞

において SQ ラジカルが上昇していたことから、X 線照射後にミトコンドリア

ETC の電子の流れが活性化していたことが示唆された。しかしながら、Fe-S ク

ラスターについては X 線照射後も変化はなかったことから、X 線照射後に上昇

したミトコンドリア由来の ROS産生はこの SQラジカルおよび Fe-Sクラスター

の放射線照射後の応答の違いによるレドックス不均衡による現象である事が示

唆された。また、X 線照射後にミトコンドリア由来の ROS 産生が上昇すること

も示されたが、その ROS の細胞損傷への影響を評価するために、細胞膜を構成

するリン脂質のアラキドン酸と ROS との反応で生じる F2-イソプロスタンの測

定をトリプル四重極質量分析計を用いた液体クロマトグラフィータンデム質量

分析(LC-MS/MS)法により行った。その結果、ROS 産生が有意に上昇する X線照

射から 24 時間後も F2-イソプロスタン量に変化はなかった。また、細胞内エネ

ルギー代謝関連物質の測定を高速液体クロマトグラフィー (HPLC)法により行

ったところ、X線照射から 12時間後に ATP および NAD+が、24時間後には AMP

および ADP も上昇した。さらに、細胞内のエネルギー状態の指標であるアデニ

ル酸エネルギー充足率 (adenylate energy charge; AEC)は X 線照射から 24 時間後

まで変化はなく、値は生理的条件下の範囲を示した。これらの結果から、X線照

射後の ATP 産生の上昇は、放射線による細胞損傷の修復や適応機構に重要な役

割を果たしており、このミトコンドリアの代謝応答を阻害する事で放射線によ

る致死効果を増強させる事が出来る可能性を示していることから、ミトコンド

リア ETC はがんの放射線治療の標的となる事が示唆された。また、本研究で確

立した ESR 法によるミトコンドリア代謝の評価法は、再現性が高く、少ない細

胞数で測定が可能であり、さらに蛍光について気にすることなく評価が行える

ため、使える試薬の幅が広がるなど、がん治療の標的の探索に応用が利く有用な

手法であることが示唆された。 
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 ワールブルグ現象が起こっていると言われているがん細胞の放射線治療を考

える上では、ミトコンドリア ETC のみならず、解糖系の放射線応答についても

明らかにする必要がある。そのため第二章では、グルコース代謝の指標として細

胞外酸性化速度、グルコース類似体である 2-DGの細胞内への取り込みならびに

乳酸産生の放射線応答について評価を行った。その結果、細胞外酸性化速度につ

いては変化は見られなかったものの、2-DG の取り込みや乳酸産生については X

線照射後に上昇したことから、グルコース代謝が放射線照射によって活性化し

た事が示唆された。以上の結果から、ミトコンドリア ETC のみならず、グルコ

ース代謝についてもがんの放射線治療の標的となり得る事が示された。 

 本学位論文における第一章・図 1~6, 10~11 の結果は Yamamoto K, Yasui H, Bo 

T, Yamamori T, Hiraoka W, Yamasaki T, Yamada K I, Inanami O, Genotoxic Responses 

of Mitochondrial Oxygen Consumption Rate and Mitochondrial Semiquinone Radicals 

in Tumor Cells, Applied Magnetic Resonance, 49: 837-851, 2018ならびに図8~9, 12~14

の結果については Yamamoto K, Ikenaka Y, Ichise T, Bo T, Ishizuka M, Yasui H, 

Hiraoka W, Yamamori T, Inanami O, Evaluation of mitochondrial redox status and 

energy metabolism of X-irradiated HeLa cells by LC/UV, LC/MS/MS and ESR, Free 

Radic Res, 52: 648-660, 2018 において既に誌上発表済みである。 
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＜第一章＞ 

放射線がミトコンドリアエネルギー代謝に与える影響の評価 

 

1. 序論 

がん細胞は一般的に、好気的な条件下においてもエネルギー産生をミトコン

ドリア電子伝達系 (ETC)に依存せず、主に解糖系で行っており、この現象はワー

ルブルグ効果として古くから知られている 95)。しかし近年では、がん細胞にお

いてもミトコンドリアは機能していることを示す報告がなされてきており 109)、

ミトコンドリア ETC の阻害によってアポトーシス経路が活性化することも報告

されている 12)。Lu らは、乳がん由来MCF-7細胞、大腸がん由来 HCT116細胞な

らびに神経膠芽腫 U87 細胞において、細胞質の栄養状態や増殖因子、ストレス

などのシグナルを統合し、細胞の成長と代謝を制御する役割を持つ mTOR が放

射線照射によってミトコンドリアに移動し、解糖系制御タンパク質である

hexokinase IIを阻害することを示した 56)。その結果としてミトコンドリア膜電位

の上昇、酸素消費率の増加ならびに ATP 産生の上昇などのミトコンドリア ETC

の活性化を示唆する現象が起きることによって放射線照射はワールブルグ効果

の解除を誘導することが示唆されている。当研究室の以前の研究では、X線照射

後のマウス線維芽由来 NIH3T3 細胞およびマウス不死化胚線維芽細胞において、

ミトコンドリアの分裂を制御するタンパク質である dynamin-related protein 1 

(Drp1)の阻害によって分裂期崩壊が減少することを明らかにしている 100, 101)。ま

た、ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞を始めとした固形腫瘍に X 線を照射するこ

とによってミトコンドリア由来の ATP 産生や活性酸素種 (ROS)産生の増加がみ

られることから、X 線照射はがん細胞のミトコンドリア ETC を活性化させるこ

とが示唆されている 102)。さらに、ミトコンドリア ETC 阻害の効果を示す

lipophilic triphenyl phosphonium cation (TPP+)をがん細胞に処理し X線を照射する

と、X 線照射により上昇した ATP 産生が抑制されると共に放射線による細胞死

が増加することを報告している 104)。また、化学療法抵抗性 A2780/CP70 細胞に
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おいて cisplatin 単独による細胞毒性と比較すると、ナノ粒子 (NP)によってミト

コンドリアに特異的に cisplatin が輸送された際に細胞毒性効果の上昇が観察さ

れ、mtDNAレベルやミトコンドリア機能の低下も起こっていることが報告され

ている 59)。対照的に、ミトコンドリア ETC を活性化剤する作用を有する 3-methyl 

pyruvateは、ヒト肺腺がん由来 A549細胞およびマウス扁平上皮がん由来 SCCVII

細胞においてミトコンドリア由来の ROSレベルの上昇によって放射線感受性を

上昇させる事も報告されている 68)。これらの研究から、ミトコンドリアはがん

の放射線および化学療法の新たな標的となり得ることが示唆されている。 

ヒト肝臓がん由来 HLE 細胞、HeLa 細胞、ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVECs)、

ヒト白血病細胞由来 K562細胞、HL60細胞、正常ヒト包皮線維芽由来 BJ-hTERT

細胞ならびにチャイニーズハムスター卵巣細胞において、電離放射線の照射後

にミトコンドリア由来の遅延性の ROS が産生することが報告されている 13, 27, 36, 

37, 39, 44, 45, 64, 79)。さらに、DNA 傷害作用を持つ抗がん剤である cisplatin および

doxorubicinがミトコンドリア由来の ROS 産生を誘導し、これが腫瘍のアポトー

シスに関連していることも報告されている 15, 83)。これらの報告は、ミトコンド

リア由来の遅延性の ROSは遺伝毒性刺激による細胞毒性に対して重要な役割を

担っている可能性がある。ミトコンドリア由来の ROS 産生およびミトコンドリ

ア量の増加は、DNA 損傷チェックポイントによる G2/M 期停止と密接に関連し

ている 102)。細胞内ミトコンドリア含量は G1、S、ならびに G2/M 期の順に増加

し 40)、細胞内の ROSの主な産生源はミトコンドリア ETC の complex I および III

であると考えられているため 50, 80)、細胞内の ROS レベルは細胞周期によって制

御されるミトコンドリア量に強く依存していることが示唆されている。さらに、

Yoshidaらは、γ線照射によって mtDNA 損傷の誘導やミトコンドリア ETC から

の ROS 産生を制御するのに重要な酵素である NADH 脱水素酵素活性の低下が

みられることを示している 105)。しかしながら、X線照射後のミトコンドリアか

らの遅延性の ROS 産生の上昇の役割については明らかになっていない。そこで

本研究では、放射線照射によるミトコンドリア ETC の活性化のメカニズムや役
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割について明らかにすることを目的とした。 

ミトコンドリアの代謝を評価する上で重要なパラメーターであるのが細胞の

酸素消費率 (OCR)である。細胞の OCR は、特にミトコンドリア呼吸機能を反映

しているとされる。最近では、蛍光測定技術を用いた細胞外フラックスアナライ

ザー (Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer, Agilent, Santa Clara, CA, USA)を用い

た、様々なミトコンドリア標的試薬 [ATP 合成酵素阻害剤（oligomycin）、脱共役

剤（FCCP もしくは CCCP）ならびにミトコンドリア ETC complex I および III阻

害剤（rotenone および antimycin A）]の存在下でのミトコンドリアのストレステ

ストは、図 1に示すように、ミトコンドリア呼吸パラメーター（基礎呼吸、ATP

依存呼吸、プロトンリーク、最大呼吸、予備呼吸能ならびにミトコンドリア非依

存呼吸）を評価するための標準的な方法として報告されている 67, 76)。その一方

で、酸素感受性の安定プローブである lithium 5,9,14,18,23,27,32,36-octa-n-butoxy-

2,3-naphthalocyanine (LiNc-BuO)を用いた電子スピン共鳴 (ESR)法による腫瘍細

胞における酸素濃度の測定やがん組織の酸素依存画像化が行われている 65, 102-

104)。そこで本研究では、この ESR オキシメトリーと様々なミトコンドリア標的

試薬の組み合わせにより、ミトコンドリア呼吸機能パラメーターの評価法を確

立することをもう 1つの目的とした。 

また、ESR 法はセミキノンラジカル (SQ)および鉄-硫黄 (Fe-S)クラスターと

いったミトコンドリアのレドックス状態を評価する上でも広く使われており、

例として、心筋の虚血再灌流、心筋症、敗血症ならびにがんの指標として評価が

試みられている 10, 25, 78, 85)。Ruugeらは虚血再灌流によって心臓組織において SQ 

(g=2.004)およびコハク酸脱水素酵素由来の Fe-Sクラスター (g=2.02)の ESRシグ

ナルが上昇し、虚血再灌流を行った心臓から単離したミトコンドリアではスー

パーオキサイド (O2
・-)が有意に増加していたことを示した 52, 78)。Burlakaらの報

告によると、胃がんのステージに依存して SQ の ESR シグナル強度は上昇する

一方で、NADH脱水素酵素由来の Fe-S クラスター (g=1.94)に関しては減少する

ことが明らかにされている 10)。さらに、1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-oxo-
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piperidine (TEMPONE-H)および Fe/DETC を用いたスピントラップ法による実験

では、疾患のステージに伴って腫瘍組織の O2
・-およびニトロオキサイド (NO)の

産生が上昇することが明らかになっている 11)。これらの報告から、ESR 分光法

は細胞や組織試料において、酸化ストレスに対するエネルギー産生および ROS

の漏出に関連するミトコンドリアのレドックス状態の不均衡を評価するための

強力な手法として使用できることが示唆されている。放射線照射後のがん細胞

におけるミトコンドリアのレドックス状態の評価を行うために、110K および

20Kの低温下における ESR測定によりミトコンドリア由来 SQおよび Fe-Sクラ

スターの測定も行った。 

 また、X 線照射後のがん細胞のミトコンドリア由来 ROS の上昇の役割を明ら

かにするために、ROS と細胞膜との反応によって生じる過酸化脂質 (F2-イソプ

ロスタン)の測定をトリプル四重極質量分析計による液体クロマトグラフィータ

ンデム質量分析(LC-MS/MS)法を用いて行った。さらに、エネルギー状態の指標

としてアデノシンヌクレオチドの測定を UV 検出器による液体クロマトグラフ

ィー(LC/UV)法を用いて行った。  
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2. 材料および方法 

2-1. 試薬 

 Rotenone、ATP、ADP ならびに AMP は Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)から

購入した。NAD+および NADH は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)から購入した。

MitoSOX Red および MitoTracker Green は Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 

USA)から入手した。Oligomycin および antimycin AはWako Pure Chemical Co. (大

阪)から入手した。8-Iso PGF2α、8-iso PGF2α-d4、5-iPF2α-VIならびに 5-iPF2α-VI-d11

は Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA)から購入した。 (1-decyl) triphenyl 

phosphonium bromide (M10)は Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)から購入

した。 

 

2-2. 細胞株および培養方法 

 ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞、ヒト大腸がん由来 SW480 細胞、ヒト肺腺が

ん由来 A549 細胞ならびにヒト膵臓がん由来 MIA PaCa-2 細胞の培養には、10% 

fetal bovine serum (FBS: Biowest, Nuaille, France)および 3.7 g/L NaHCO3 を含む

DMEM培地 (Thermo  Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を用いた。細胞はウ

ォータージャケット式インキュベーターにて 37℃、5% CO2条件下で維持した。 

 

2-3. X線照射および薬剤処理 

 X線照射は、X-Rad iR-225 (Precision X-Ray, North Branford, CT, USA)を使用し、

管電圧 200 kVp、管電流 15 mA、線源距離 650 mm、1.0 mm Al フィルターを用い

て 1.37 Gy/minの線量率で照射した。X線照射はターンテーブル上に細胞を置き、

回転させながら室温で行った。M10 処理については、最終濃度が 0.5 μM になる

ように培地中に添加し、12時間、37℃、5% CO2条件下でインキュベートを行っ

た。 
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2-4. ESR オキシメトリーによる細胞の酸素消費率の測定 

 酸素分圧は、細胞浮遊液に安定ラジカルを酸素プローブとして添加し、その安

定ラジカルとバイラジカルである試料中の酸素分子とのスピン-スピン相互作用

によるプローブのラジカルの緩和時間の変化を ESR スペクトルの変化として評

価した。安定ラジカルより得られる ESR スペクトルの線幅が酸素分圧に依存す

ることを利用し、細胞浮遊液の酸素分圧を測定した。酸素感受性安定ラジカルと

して用いた LiNc-BuO は Pandianらの方法に従って以下の通り合成した 29, 71)。ア

ルゴン置換下のナスフラスコ内で 3.5 mg のリチウム顆粒に pentanol 7.5 mLを添

加し、撹拌しながら 60℃のオイルバス中にて溶解した。この 7.5 mLの Li-pentanol

溶液と 50 mg の octa-n-butoxynaphthalocyanine (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

をアルゴン置換ナスフラスコ内で 140℃、2.5時間スターラーによって撹拌した。

三角フラスコにて上記の反応液と 150 mL の tert-butyl-methyl-ether (Wako Pure 

Chemical Co., Osaka, Japan)を混合し、綿とシリカを用いてろ過した。ろ液から

40℃のエバポレーターで溶媒を除き、15 mL の hexane に溶解し、氷冷エバポレ

ーターで濃縮した。濃縮液に 10 mLの methanol を加え、ガラスフィルターで回

収したものを乾燥させ、LiNc-BuOの精製物を得た。 

10 Gyの X線を照射してから 24時間後、細胞を回収し、PBS で 3回洗浄した。

細胞は 2 mg/mL LiNc-BuOおよび 2% dextran を含む無血清培地に懸濁させた。ミ

トコンドリア呼吸パラメーターを得るために、ミトコンドリアを標的とした

種々の薬剤を処理した 4種類の試料を測定した。1つ目は薬剤を処理していない

コントロール細胞、2 つ目はミトコンドリア ETC の ATP synthase におけるプロ

トンの流入を阻害する薬剤である oligomycin (Wako Pure Chemical Co., Osaka, 

Japan) (1 µM)を処理した細胞、3つ目は 1 µM oligomycin と脱共役剤である 1 µM 

carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine (CCCP) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)を処理した細胞、4つ目は 1 µM oligomycin、1 µM CCCP ならびにミトコン

ドリア ETC complex I の阻害剤である rotenone (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(1 µM)および complex IIIの阻害剤である antimycin A (1 µM)を処理した細胞であ
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る。各薬剤を処理した 7.5×104個の細胞を含む 30 µLの細胞懸濁液をガラスキャ

ピラリーに封入し、両端を塞いだ。ESR 測定については JEOL-RE X-band ESR 装

置 (JEOL, Tokyo, Japan)を使用し、温度コントローラー (ES-DVT3, JEOL)を用い

て 37℃に維持して測定を行った。ESR パラメーターは、マイクロ波強度 1 mW、 

磁場変調周波数 100 kHz、磁場変調振幅 6.3 µT、磁場掃引幅 ±0.5 mT とした。

ESR スペクトルの線幅の解析は Win-Rad radical analyzer system (Radical Research, 

Tokyo, Japan)を用いて行った。酸素分圧に対する検量線の作成のために、0 mmHg

はアルゴンガス中、38、76 ならびに 152 mmHg は混合比を換えた酸素とアルゴ

ンの混合ガス中、159.6 mmHg は大気圧条件にて ESR スペクトルを取得し、その

線幅から検量線を作成した。各ミトコンドリア標的薬剤を処理することで、基礎

呼吸、ATP 依存呼吸、プロトンリーク、最大呼吸、予備呼吸能ならびにミトコン

ドリア非依存呼吸の 6つのパラメーターが得られた。 

 

2-5. フローサイトメトリーによるミトコンドリア量の解析 

 ミトコンドリア量の評価は、ミトコンドリア膜電位非依存性の蛍光色素であ

る MitoTracker Green FM を使用して細胞のミトコンドリアを染色することによ

って行った。細胞を 10% FBSおよび 50 nM MitoTracker Green FMを含んだDMEM

で 30分間、37℃でインキュベートした。その後、トリプシン処理によって細胞

を回収し、PBS で 2回洗浄した。PBS に細胞を再懸濁させ、BD FACSVersTM flow 

cytometer (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA)を用いて解析した。 

 

2-6. ESR 法によるミトコンドリア由来の SQ ラジカルおよび Fe-S クラスターの

測定 

 X 線照射してから 24 時間後の 3×107個の細胞をトリプシン処理によって回収

し、PBS で 2回洗浄した。細胞を 300 µL の PBS に懸濁させ、natural quartz ESR 

tube (φ5 mm×250 mm, Tokyo Chemical Industry Co., Tokyo, Japan)に移した。103Kお

よび 110 Kの温度下での測定のために、スペクトルは JEOL-RE X-band ESR 装置 
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(JEOL)を用いて温度コントローラー (ES-DV3, JEOL)を使用して測定を行った。

20Kにおける ESR 測定は、ELEXSYS E580 (Bruker GmbH, Mannheim, Germany)を

用いて行い、ER 4112HV (Bruker GmbH)によって温度を維持した。ESR パラメー

ターは、マイクロ波強度 2 mW、 磁場変調周波数 100 kHz、磁場変調振幅 1 mT、

磁場掃引幅 ±50 mT もしくは磁場変調周波数 100 kHz、磁場変調振幅 0.63 mT、

磁場掃引幅 ±5 mT とした。 

 

2-7. フローサイトメトリーによるミトコンドリア由来 ROS 量の測定 

 ミトコンドリア由来 ROS 量を測定するために、特異的プローブである

MitoSOX Red を使用した。X 線を照射してから 24 時間後の HeLa 細胞をトリプ

シン処理によって回収し、PBS で洗浄した。その後、2 µM MitoSOX Red を含む

無血清培地で細胞を再懸濁し、37℃で 30 分間インキュベートした。その後、PBS

で 1 回洗浄したものを試料とし、10,000 個の細胞について BD FACSVerse flow 

cytometerにより解析を行った。 

 

2-8. LC-MS/MS による細胞内アラキドン酸過酸化物 F2-イソプロスタンの測定 

 イソプロスタンは化学的に安定な脂質過酸化生成物であり、酸化ストレスに

よって多価不飽和脂肪酸から生成される。そのため、イソプロスタンは酸化スト

レスマーカーとして広く用いられている 49, 54)。そこで細胞の X 線による酸化ス

トレス応答を調べるために、LC-MS/MS を用いてアラキドン酸の酸化物である

F2-イソプロスタン(8-iso PGF2αおよび 5-iPF2α-VI)を Labuschagneらの報告に基づ

き、いくつかの改変を加えた方法にて測定した 49)。具体的には、X 線照射した

HeLa 細胞をトリプシン処理によって回収し、1,000 rpm、4℃にて 5 分間遠心し

た。上清を除去し、PBS で細胞を洗浄した後に、1,000 rpm、4℃にて 5分間遠心

した。上清を除去後、PBS 100 μLで細胞を懸濁させ、内部標準 (8-iso PGF2α-d4

および 5-iPF2α-VI-d11)を各 27 ng ずつ添加した。細胞を超音波処理 (5 秒×3 回)

し、溶解した。試料に 100 μM 2,6-di-tert-butyl-p-cresol (BHT)を含んだ 3 M KOH 
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(3:1 v/v H2O:MeOH)を加え、ヒートブロックにて 45℃で 45分間、加水分解した。

試料を室温に戻し、6 N HCl で pHを 3以下にした。試料をガラスの試験管に移

し、4 ml の酢酸エチルにて 3分間 vortex し、イソプロスタンを抽出した。20分

間氷上にて平衡化し、1.5 mLチューブに移して 3,500 g、4℃にて 5 分間遠心分離

した。上層の有機層を回収し、固相抽出を行った。固相抽出の方法は以下に示す。

NH2 Sep-Pak カートリッジ(Waters, Carlsbad, MA, USA)を 5 ml の hexaneにてコン

ディショニングした。試料を流した後に、3 mL の溶出溶媒  (ethyl acetate : 

methanol : acetate, 10:85:5, v:v:v)での溶出を 2回行った。試料を遠心濃縮後、0.15% 

NH4OH: acetonitrile (90:10, v:v)にて再懸濁し、これを LC-MS/MS 試料とした。 

 分析には HPLC-ESI-MS/MS を用いた。移動相 A 液 (0.15% NH4OH)および B

液(95% acetonitrile、5% methanolならびに 0.0125% NH4OH)を使用し、流量 0.35 

mL/minおよびカラムオーブン温度 45℃とし、グラジエントプログラムとして次

の条件を用いた。始めに 3%の B 液を 2分間流し、次の 8分で B 液の濃度を 30%

になるように buffer 間の濃度比を直線的に変化させ、さらに 5 分間で B 液の濃

度を 95%に変化させ、3 分間濃度を維持した。カラムは逆相カラムである

Wakopak Ultra C18-3 (2.0×100 mm, 3 μm, Wako Pure Chemical Co.)を用いた。質量

分析計の分析条件として、エレクトロスプレーイオン化法  (electron spray 

ionization; ESI)ネガティブモードによるイオン化を行い、多重反応モニタリング

(multiple reaction monitoring; MRM)によってターゲットイオンの選択を行った。

選択したプリカーサーイオン、プロダクトイオンならびにイオンの衝突解離の

際の電圧は表 1に示した。検量線は 50 nM の 8-isoPGF2α-d4および 5-iPF2α-VI-d11

を含む、10、25、50、100、200 nM の 8-isoPGF2αおよび 5-iPF2α-VIの標準物質の

混合物を調製し、それぞれ 5回分析した際の平均値にて、縦軸をピーク面積、横

軸を標準物質の濃度として作成した。また、この結果から検出限界  (limit of 

detection; LOD)および定量限界 (limit of quantitation; LOQ)を算出した。算出方法

は次式に示す。 
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LOD (nM) =
検量線の切片の標準偏差

検量線の傾きの平均値
× 3.3    (1) 

LOQ (nM) =
検量線の切片の標準偏差

検量線の傾きの平均値
× 10     (2) 

データ解析および収集には、島津製作所（Kyoto, Japan）製トリプル四重極型質

量分析計 LCMS-8040、システムコントローラ CBM-20A、送液ポンプ LC-20AD、

オートサンプラーSIL-20A、カラムオーブン CTO-20Aを用いた。 

 

2-9. LC/UVによる細胞内 AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに NADH 量の測定 

 細胞内の AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに NADHの測定は Bornhorst らの測

定法にいくつかの改変を加えた方法を用いて行った 7)。HeLa 細胞に 10 Gy の X

線を照射し、X 線照射から 12 時間および 24 時間後の細胞をトリプシン処理に

よって回収した。PBSで洗浄した後、1.5 mLチューブに細胞を移し、314 g、4℃

で 4分間遠心した。上清を除去後、300 µLの 0.5 M KOHをペレットに加え、23 

gauge針に 10回通した。細胞溶解液を 10% H3PO4にて pH 7.0 とし、14,100 g、

4℃で 30分間遠心した。上清は逆相カラムである TSKgel ODS-80Ts (4.6×150 mm, 

5 μm 東ソー, Tokyo, Japan)を用いて分離した。 移動相として A 液[10 mM リン

酸カリウム (pH 5.0)、3% acetonitrile、2 mM tetrabutylammonium hydroxide]および

B 液[10 mM リン酸カリウム (pH 7.5)、50% acetonitrile]を用いた。 UV検出器は

260 nm、カラムオーブンは 40℃に設定した。解析には以下のグラジエントプロ

グラムを用いた。始めに A液を 100%で 0.8 mL/min にて 0.6 分間流し、1.5分で

B 液の濃度を 25%まで増加させ、11.4 分で 30%まで増加させた。さらに 3 分で

B 液の濃度を 70%まで上げ、1.5分で 95%にした。データ収集および解析は、東

ソー・テクノシステム (Tokyo, Japan)製 LC-8020 Model Ⅱシリーズ、データ処理

装置 SC-8020、UV 検出器 UV-8020、送液ポンプ CCPM-Ⅱ、オートサンプラーAS-

8020、カラムオーブン CO-8020、デガッサーSD-8022 を用いた。細胞内 AMP、

ADP、ATP、NAD+ならびに NADHの濃度はそれぞれの化合物ごとに検量線を作
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成し、1×106 個当たりの細胞数で定量した。エネルギー代謝の指標である

Adenylate energy charge (AEC)は次式にて求めた。 

 

AEC =
[ATP]+0.5[ADP]

[ATP]+[ADP]+[AMP]
    (3) 

 

 また、ミトコンドリア電子伝達系の F0/F1-ATPase 阻害剤である oligomycin (2 

ng/mL)は X 線照射直後に培地へ添加し、12 時間処理した後に細胞を回収した。 

 

2-10. 統計解析 

全ての結果は、少なくとも 3回の独立した実験から平均±標準誤差 (SE)で示

した。統計解析は、Student’s t test、Dunnett ならびに Tukeyの検定を用いて行っ

た。解析ソフトについては Student’s t test はMicrosoft excel、Dunnett および

Tukeyの検定は JMP Pro 14 (SAS Institute Inc., Tokyo, Japan)を使用した。P < 0.05

で統計的に有意であるとみなした。 
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表 1 各化合物の MRMパラメーター 

Compound 

Precursor ion 

(m/z) 

Product ion 

(m/z) 

Q1 Pre 

Bias (V) 

Collision 

Energy (V) 

Q3 Pre 

Bias (V) 

8-iso PGF2α 353.40 193.10 10 26 19 

8-iso PGF2α-d4 357.40 313.20 18 20 22 

5-iPF2α-VI 353.40 115.10 17 23 24 

5-iPF2α-VI-d11 364.30 115.15 30 25 19 

 

 

  



23 

 

3. 結果 

3-1. LiNc-BuO を用いた ESR オキシメトリー法によるミトコンドリア呼吸機能

の評価法の確立 

ミトコンドリアはエネルギーを産生する際に酸素を消費するため、細胞内の

酸素消費率はミトコンドリアエネルギー代謝の指標となる。酸素プローブとし

て用いた LiNc-BuO は安定なフリーラジカル化合物であり、培地中に溶け込んで

いるバイラジカルである酸素と相互作用することによって緩和時間が変化する

ため、酸素濃度に比例して ESR スペクトルの線幅が広がる特徴を持つ 71)。当研

究室のこれまでの研究において既に、この LiNc-BuO (図 2A)を用いた ESR 測定

により、細胞の単純な酸素消費率の評価を行ってきた 102, 104)。37℃の条件下で

LiNc-BuOを含む培地に HeLa細胞を懸濁した試料の ESR 測定を行うと、ESR ス

ペクトルの線幅は時間経過ごとに小さくなっていくことが観察された (図 2B)。

これは細胞内で酸素が消費されることにより、密封されたキャピラリー中の酸

素濃度が徐々に低下していったことを示している。本研究ではさらにミトコン

ドリアの詳細な呼吸パラメーターを得るために、oligomycin、oligomycin+CCCP

ならびに oligomycin+CCCP+rotenone/antimycin Aを加えた細胞の酸素消費率を評

価した。経過時間毎の培地中の pO2 (mmHg)は、図 2C に示した検量線に従って

ESR スペクトルの線幅から算出した。コントロール細胞 (5.35±1.03 mmHg/min)

に対して、oligomycin を加えると、ATP 産生に依存した呼吸が阻害されるため酸

素消費率は減少し (1.45±0.20 mmHg/min)、そこに CCCP を加えるとミトコンド

リア ETC のプロトン勾配の脱共役によって酸素消費率が上昇した (10.1±1.56 

mmHg/min) (図 3A)。さらに rotenoneおよび antimycin Aを加えると、ミトコンド

リア ETC の complex I および II が阻害されるため、酸素の消費はほとんど見ら

れなくなった (0.42±0.06 mmHg/min)。すでに細胞外フラックスアナライザーで

確立されている方法に従って、基礎呼吸、ATP 依存呼吸、プロトンリーク、最大

呼吸、予備呼吸能ならびにミトコンドリア非依存呼吸のパラメーターを算出し

た (図 3B)。 
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3-2. X 線照射および M10 処理ががん細胞の酸素消費率およびミトコンドリア呼

吸パラメーターへ与える影響の評価 

当研究室の以前の研究では、ヒト子宮頸がん由来 HeLa細胞、ヒト肺腺がん由

来 A549細胞、ヒト胃がん由来 MKN45細胞、ヒトメラノーマ由来 MeWo細胞な

らびにマウス線維芽細胞由来 NIH3T3 細胞への X 線照射後 12 時間から 24 時間

後に酸素消費率が上昇した 102)。一方で、lipophilic TPP+誘導体の M10 はミトコ

ンドリア ETC の阻害剤として働き、HeLa 細胞および A549細胞の酸素消費を抑

制した 90, 104)。Trendelevaらは別の lipophilic TPP+誘導体 (M12)がミトコンドリア

ETC の脱共役剤として作用することを示している 89)。これらの化合物のミトコ

ンドリア機能への影響をさらに明らかにするために、M10 を処理した際のミト

コンドリア呼吸パラメーターの評価を行った。図 4A に非照射（白カラム）、10 

Gyの X線照射から 24 時間後（黒カラム）ならびに 0.5 μM M10 処理から 12時

間後（ドットカラム）の細胞の OCR の結果を示した。OCR の値から、ミトコン

ドリア呼吸パラメーターを算出した (図 4B)。X 線照射後の HeLa 細胞では、基

礎呼吸、ATP 依存呼吸、プロトンリーク、最大呼吸ならびに予備呼吸能が有意に

上昇した。このことから、X 線照射は細胞当たりのミトコンドリア ETC 機能を

上昇させることが示唆された。また、HeLa 細胞と同様の放射線応答が他のがん

細胞においても起こるのかを確かめるために、ヒト大腸がん由来 SW480 細胞、

ヒト肺腺がん由来 A549細胞ならびにヒト膵臓がん由来 MIA PaCa-2細胞を用い

て同様にX線照射後のミトコンドリア呼吸パラメーターの評価を行った (図4C)。

細胞の種類によって程度の差はあったものの、SW480細胞、A549細胞ならびに

MIA PaCa-2 細胞においても HeLa 細胞と同様に X 線照射から 24 時間後にミト

コンドリア呼吸パラメーターは上昇傾向にあることが示された。このことから、

今回評価を行った 4種のがん細胞では X線照射後にミトコンドリア ETCが活性

化することが示唆された。以前の研究では、ミトコンドリア膜電位、ATP 産生な

らびにミトコンドリア由来スーパーオキシド (O2
・-)産生が X 線照射後に上昇す

ることも示していることから 102)、酸素消費率の上昇は X線照射後のミトコンド
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リア機能の活性化と関連していることが示唆された。一方で、M10 を処理した

細胞では、基礎呼吸および予備呼吸能が減少傾向にあったことから、M10 はミ

トコンドリア ETC を阻害することが示唆された。 

いくつかの研究グループが細胞周期の G2/M 期の間に細胞内のミトコンドリ

ア量が最大になること実証していることから 34, 40, 60)、本研究において細胞内の

ミトコンドリア量が X 線照射および M10 処理後に変化している可能性がある。

そこで次に、X 線照射もしくは M10 処理後の細胞内のミトコンドリア量が変化

しているかどうかを明らかにするために、HeLa細胞を用いてMitoTracker Green 

FM を用いてフローサイトメトリーによる膜電位に依存しないミトコンドリア

膜量すなわちミトコンドリア量の評価を行った。図 5Aにフローサイトメトリー

の代表的なヒストグラムを示した。その結果、コントロール細胞と比較して X

線照射後の細胞ではミトコンドリア量が有意に上昇することが明らかになった。

一方で、M10 を処理した細胞ではミトコンドリア量に変化は見られなかった。

コントロールの細胞のフローサイトメトリー測定から得られたミトコンドリア

量の平均値と比較して、X 線照射および M10 処理した細胞のミトコンドリア量

はそれぞれ 1.85 倍および 0.94 倍であった (図 5B)。この結果から、以前の当研

究室の報告と同様に 102)、X 線照射による G2/M 期チェックポイントの活性化に

よって、細胞当たりのミトコンドリア量が増加したことが示唆された。 

 次に、放射線照射後に上昇した OCR がミトコンドリア量の増加によるもので

あるのかもしくはミトコンドリア呼吸鎖の酵素の活性化によるものかを確かめ

るために、図 4A および B の OCR の値を図 5B のミトコンドリア量で補正した 

(X 線照射および M10 処理の値にそれぞれ 1.85 および 0.94 を掛けた)。図 5C お

よび D に示したように、細胞当たりのミトコンドリア量で補正を行うと、X 線

照射によるOCRおよびミトコンドリア呼吸パラメーターの上昇が見られなくな

った。一方で、OCR のM10 に対する応答については変化はなかった。以上の結

果から、HeLa細胞の放射線照射後のミトコンドリア ETC の活性化は、細胞当た

りのミトコンドリア量の増加に起因していることが示された。当研究室の以前
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の研究では、A549 細胞においても X線照射後にミトコンドリア量が増加するこ

とを報告しており 102)、HeLa細胞のみならず、他のいくつかのがん細胞種におけ

るX線照射後のミトコンドリア ETCの活性化についてもミトコンドリア量の増

加による現象であることが示され、X 線によるこの応答はがんの種類に依存せ

ず、固形腫瘍に普遍的なものであることが示唆された。 

 

3-3. HeLa細胞の低温条件下における ESR測定 

 1960 年代に、多くの研究者が 100K 程度の低温下における ESR 測定による正

常組織および腫瘍細胞のミトコンドリア SQ の検出を報告している 17, 66, 88, 93)。

その後の様々な報告により、細胞の SQに由来する ESR シグナルが、腫瘍増殖、

ウイルス形質転換、敗血症、虚血、拡張型心筋症および電磁放射のような病理的

条件下のミトコンドリア ETC 活性のバイオマーカーとして使用できる可能性が

示されてきた 9, 18, 25, 26, 85, 110)。本研究では、HeLa細胞の SQラジカルの解析につ

いてミトコンドリアを標的とした種々の薬剤を用いて行い、さらに、SQラジカ

ルに対する X線照射の影響を評価した。 

過去の ESR 研究において、正常組織およびそれらから分離された細胞におい

て g=1.94および g=2.004 のシグナルを含む同様の ESR スペクトルが報告されて

おり 87)、本研究においても、マウスの心臓、肝臓組織およびウシの心臓から単

離したミトコンドリアにおいて g=2.004および g=1.941の信号が確認できた (図

6)。103Kの温度下において 3×107個の細胞の ESR 測定を行ったところ、組織や

単離したミトコンドリアと同様に g=1.941および g=2.004の位置にシグナルが見

られた (図 7A, 上)。同様の ESR 信号が HeLa 細胞、A549 細胞ならびに胃がん 

(T2-4、N0-2、M0-1 ならびに G1-G4 細胞)を始めとしたがん細胞において報告さ

れている 10, 41, 81)。Emanuel は、種々のがん細胞において g=2.004 付近の ESR シ

グナルは主にミトコンドリアに局在する SQによるものであり、g=1.94 のシグナ

ルは硫黄化合物を含むミトコンドリアの非ヘム鉄に由来するシグナルであると

報告している 26)。 
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 過去の研究では、大腸菌のミトコンドリア SQ 由来および 77K でのウシの心

臓のミトコンドリア SQ 由来の g=2.004 の信号は 10 μW 以下の低いマイクロ波

強度で飽和が見られ、half saturation (P1/2)は 10～100 μWであることが示されてい

る 20, 86)。植物、細菌ならびに副腎のミトコンドリアにおける 12.5～20.7 K の温

度下の Ferredoxin-type Fe-S クラスター (2Fe-2S)は P1/2の値は 0.1～0.4 mW 以下

の範囲であることが報告されている 77)。以上の報告から、Fe-S クラスターの緩

和時間は、SQラジカルと比較して短いことが示されている。実際に、g=2.004の

信号の P1/2は 103K で 0.04 mW であり、g=1.941 の信号の P1/2は 103K では 0.35 

mW、20K では 0.22 mW であった (図 8A および B)。以上のことから、HeLa 細

胞で見られた g=2.004 および g=1.941のシグナルはそれぞれ、ミトコンドリアの

SQラジカルおよびミトコンドリアの ferredoxin-type Fe-S クラスター由来である

ことが同定された。 

 次に、10 Gyの X線を照射してから 24 時間後の 3×107 個の HeLa細胞の ESR

測定を 103Kの温度下で行った (図 7A, 下)。各 ESR 信号のピークの高さを測定

したところ、g=2.004 の信号強度は X 線照射後に有意に上昇した (図 7C)。Jong

および Albracht 20)および Vinogradov 8, 48)らは、NADH もしくは succinate による

ウシ心臓のサブミトコンドリア粒子の呼吸鎖の活性化によって、g=2.004の ESR

シグナル強度が上昇し、rotenoneによってこの応答が抑制されることを示してい

ることから、SQ ラジカルはミトコンドリア ETC における中間体として機能し

ていることが示唆されている。g=2.004の信号の放射線照射による上昇とミトコ

ンドリア機能との関係性を明らかにするために、X線照射後の HeLa細胞にミト

コンドリア ETC complex I の阻害剤である rotenoneを処理し、インキュベートし

た。その結果、X線照射による g=2.004のシグナルの上昇は、rotenone処理によ

って完全に見られなくなった (図7BおよびC)。非照射のHeLa細胞では、rotenone

処理によって g=2.004 の信号強度が約半分になったことから、g=2.004 のシグナ

ルは部分的に complex I に由来していることが示された。さらに、X 線照射と

rotenone処理を併用した細胞のシグナル強度は、rotenoneを処理した非照射細胞
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のシグナル強度と同様の値を示したことから、X線照射によって増加する SQは

ミトコンドリア ETC 機能と深く関連していることが示された。 

 一方で、g=1.941 の ESR シグナルの強度は X 線照射後に変化は見られなかっ

た (図 7A)。しかし、g=1.941 のシグナル強度を 103Kの温度下では緩和時間が短

く、線幅が 7.5 mT と広すぎるため、定量において正確ではない可能性がある。

より正確なデータを得るために、次に HeLa 細胞を 20K の温度下において緩和

時間を長くした条件で測定を行った (図 9A)。20Kにおける g=1.941 のシグナル

の線幅は 4.1 mT であり、さらに S/N 比も向上していた。20K の温度下で HeLa

細胞を測定した際も、X線照射後に g=1.941 のシグナル強度に変化は見られなか

ったことから (図 9B)、X線照射後に SQラジカルは増加するが、Fe-S クラスタ

ーは変化しないことが示された。 

さらに、本研究で観測された SQラジカルの信号がミトコンドリア由来である

ことを確証づけるために、ヒト網膜色素上皮由来 RPE-1 細胞のミトコンドリア

DNAが欠損した RPE-1 ρ0細胞の g=2.004 のシグナルの放射線応答について評価

を行った。図 10A に RPE-1細胞の非照射（上）および X線照射後（下）の ESR

スペクトルを示した。その結果、HeLa細胞と同様に RPE-1細胞においても X線

照射後に g=2.004のシグナル強度が上昇した。図 10B には、RPE-1 ρ0細胞の非照

射（上）および X 線照射後（下）の ESR スペクトルを示した。RPE-1細胞とは

対照的に、RPE-1 ρ0細胞では X 線照射後も g=2.004 のシグナル強度に変化は見

られなかった。また、非照射の RPE-1細胞 (図 10A上)および RPE-1 ρ0細胞 (図

10B 上)の g=2.004 のシグナルを比較すると、RPE-1 ρ0 細胞のシグナルは半分以

下になっていることが明らかになった。これらの結果から、g=2.004 の SQ ラジ

カルの信号はミトコンドリアに関連したシグナルであり、さらにミトコンドリ

ア ETC における電子の流れは X 線照射後に活発になっている事が示唆された。

最後に、X 線照射後に上昇した g=2.004 のシグナル強度に対する M10 の影響の

評価を行った。図 11 に示した様に、M10 は HeLa 細胞の非照射の信号強度を減

少させ、X線照射後の増加についても大幅に減衰させた。 
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3-4. X線照射のミトコンドリア由来 ROS 産生への影響の評価 

 ミトコンドリア由来の ROS は、ミトコンドリア ETC complex I および IIIから

漏れ出た電子と酸素が反応することによって産生されることが過去に報告され

ているため 50, 80)、X線照射による ETC からの過剰な電子の漏れ出しが O2
・-を含

む細胞内 ROS レベルの増加を引き起こす可能性がある。そのため、ミトコンド

リア O2
・-感受性プローブであるMitoSOX Red を用いてフローサイトメトリーに

より X線照射後の細胞のミトコンドリア由来 ROS の評価を行った。X線照射か

ら 24時間後の細胞では、非照射の細胞と比較すると、MitoSOX Red の蛍光強度

は有意に上昇した (図 12A, B)。さらに、rotenoneを処理した細胞では、コントロ

ールの細胞よりも MitoSOX Red の蛍光強度が上昇し、X線照射による MitoSOX 

Red の蛍光強度の増加をさらに増幅させた (図 12B)。これらの結果から、X線照

射によってミトコンドリア ETC の活性化に伴ってミトコンドリア由来の ROS

産生が上昇することが示唆された。 

 

3-5. X線照射が細胞内 F2-イソプロスタンに与える影響の評価 

 アラキドン酸は哺乳類細胞において主な多価不飽和脂肪酸であり、細胞膜の

維持に重要な役割を担っている。イソプロスタンはプロスタグランジンに構造

的に類似した化合物であり、ROS とアラキドン酸が反応することによってアラ

キドン酸の過酸化物として生体内で非酵素的に形成される 49)。本研究では、X線

照射によって増加した ROSの細胞内の脂質過酸化への影響について調べるため

に、アラキドン酸の過酸化生成物である F2-イソプロスタン量の評価を LC-

MS/MS によって行った。イオンの選択は MRM によって行い、8-iso PGF2αおよ

び 5-iPF2α-VI のそれぞれの標準物質のプリカーサーイオンおよび優位なフラグ

メントイオンを図 13A および B（共に上段）に示した。また、8-iso PGF2αおよ

び 5-iPF2α-VIのクロマトグラムも図 13Aおよび B（共に下段）に示した。それぞ

れの標準物質の溶出時間は、8-iso PGF2αは 7.8分、5-iPF2α-VIは 8.2分であり、細

胞試料においてはこれらの溶出時間から 8-iso PGF2αおよび 5-iPF2α-VI のピーク
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を決定した。図 13C は非照射の細胞から得られた細胞内の 8-iso PGF2α（上段）

および内部標準物質である 8-iso PGF2α-d4（下段）のクロマトグラムを示してお

り、図 13Dは非照射の細胞から得られた細胞内の 5-iPF2α-VI（上段）および内部

標準物質である 5-iPF2α-VI-d11（下段）のクロマトグラムを示している。図 13E

は X 線照射から 12 時間もしくは 24 時間後の細胞内 8-iso PGF2α 量を示してお

り、8-iso PGF2α量は X線照射から 24時間後まで変化は見られなかった。図 13F

はX線照射から 12時間もしくは 24時間後の細胞内 5-iPF2α-VI量を示しており、

8-iso PGF2α量と同様に 5-iPF2α-VI量も X線照射から 24時間後まで変化は見られ

なかった。図 13G はピーク面積から 8-iso PGF2α量を定量したグラフであり、細

胞内 8-iso PGF2α量は X 線照射から 24 時間後も非照射細胞と比較して有意な変

化はなかった。しかし、rotenoneを処理した細胞ではコントロール細胞と比較し

て 8-iso PGF2α量は有意に上昇した。同様の傾向が 5-iPF2α-VIでも観察された (図

13H)。これらの結果から、X線照射によって誘導された細胞内 ROS 量の増加は

細胞膜の酸化的損傷にはそれ程影響していないことが示唆された。 

 

3-6. X線照射の細胞内 AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに NADH に対する影響の

評価 

 X 線照射が細胞内のエネルギー代謝に与える影響を評価するために、細胞内

AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに NADHの定量を HPLC 法にて行った。X線非

照射の HeLa細胞の代表的な HPLCクロマトグラムを図 14A (上段)に示す。NAD+、

AMP、NADH、ADP ならびに ATP の溶出時間は各標準サンプルの測定により決

定し、それぞれ 6.1 分、11.4 分、16.9 分、21.0 分ならびに 23.3 分であった。10 

Gy の X 線を照射してから 24 時間後の細胞のクロマトグラム (図 14A, 下段)で

は、非照射の細胞と比較して、AMP、ADP ならびに ATP のピークの高さが明ら

かに上昇していた。X線照射から 12時間および 24時間後の HeLa 細胞における

細胞内 AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに NADH量を図 14B および Dに示した。

細胞内 ATP 量は照射から 12時間後に上昇し始め、ATP、ADP ならびに AMP 量
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は照射から 24時間後に非照射細胞と比較して有意に増加した (図 14B)。一方で、

AEC は照射から 12 時間および 24 時間後も非照射の細胞と比べて変化は見られ

なかった(図 14B)。また、ミトコンドリアの ATP 合成酵素の H+輸送チャンネル

を阻害する oligomycin を細胞に処理すると、非照射細胞の ATP 量に変化は見ら

れなかったものの、X線照射によるATPの増加が抑制されることが示された (図

14C)。また、細胞内 NAD+は X線照射から 24時間後に有意に増加したが、NADH

は有意な変化は見られなかった (図 14D)。しかし、NAD+/NADH は X 線照射か

ら 24 時間後まで増加傾向にはあったものの有意な変化は見られなかった(図

14D)。以上の結果から、ミトコンドリア ETC の F0F1-ATPase/ATP synthaseに依存

したATP産生はNAD+量の増加に伴ってX線照射後に上昇することが示された。 
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図1. 細胞外フラックスアナライザーを用いた蛍光測定による酸素消費率 (OCR)評価におけるミ

トコンドリア呼吸パラメーターの定義。ミトコンドリアストレス評価は、oligomycin (F0F1 ATPase阻

害剤)、FCCPもしくはCCCP (脱共役剤)ならびにrotenone/antimycin A (complex Iおよび

complex III阻害剤)といったミトコンドリア電子伝達系を標的とする試薬の連続的かつ累積的な

添加によって行われる。
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図2. 細胞レベルにおけるESRオキシメトリー法

（A）Lithium 5,9,14,18,23,27,32,36-octa-n-butoxy-2,3-naphthalocyanine (LiNc-BuO)の構造。

（B）LiNc-BuO (2 mg/mL)、HeLa細胞 (7.5×104 cells/tube)ならびに5% デキストランを含む培地

から得られた代表的なESRスペクトル。測定は3分間隔で1.5～31.5分まで行った。（C）LiNc-

BuOを含む培地から得られたESRスペクトルの線幅 (μT)に対する培地中のpO2をプロットした

検量線。データは平均±SEで示した。近似曲線の式：線幅 (μT)=0.685×pO2 (mmHg)+35.5は

最小二乗法によって得られ、相関係数 (R2)は0.998であった。
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図3. ESRオキシメトリー法によるミトコンドリア呼吸パラメーターの決定

（A）HeLa細胞におけるpO2の時間経過ごとの変化。薬剤未処理の細胞 (●: Control)、1 μM

oligomycinを添加した細胞 (◆: Oligomycin)、1 μM oligomycin+1 μM CCCPを処理した細胞

(■: Oligomycin+CCCP)ならびに1 μM oligomycin+1 μM CCCP+1 μM rotenone/1 μM

antimycin Aを処理した細胞 (▲: Oligomycin+CCCP+Rotenone/Antimycin A)の4試料の測定

を行った。（B）（A）の直線の傾きから算出したOCR (mmHg/min)。データは3回の独立した実

験の平均±SE で示した。各ミトコンドリア呼吸パラメーターは細胞外フラックスアナライザー

の方法に従って算出した。
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A B

図4. ミトコンドリア呼吸パラメーターへのX線およびM10の影響

（A）ミトコンドリアを標的とした薬剤を添加した際のHeLa細胞のOCR。白：X線および薬剤未

処理コントロール細胞、黒：10 GyのX線を照射してから24時間後の細胞、ドット：0.5 μM M10

を処理してから12時間後の細胞。データは独立した3回の実験の平均±SEで示した。

Dunnettの検定を行い、統計的有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。（B）（A）から得られた

ミトコンドリア呼吸パラメーター。（C）SW480細胞、A549細胞ならびにMIA PaCa-2細胞のミト

コンドリア呼吸パラメーター。白：X線非照射細胞、黒：10 GyのX線を照射してから24時間後

の細胞。データは独立した3回の実験の平均±SEで示した。Student’s t testを行い、統計的

有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。
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図5. X線照射もしくはM10処理後のHeLa細胞のミトコンドリア呼吸パラメーターとミトコンドリ

ア量の関係

（A）フローサイトメトリーの代表的なヒストグラム。ミトコンドリア量はHeLa細胞をMitoTracker

Greenで染色し、フローサイトメーターによって測定した。X線照射から24時間後もしくは0.5

μM M10処理から12時間後の細胞の評価を行った。（B）各細胞のミトコンドリア量の相対値。

データは3回の独立した実験の平均±SEで示した。統計はDunnettの検定を行った。N.S.:

not significant、**P<0.01（B）（A）から得られたミトコンドリア呼吸パラメーター。（CおよびD）

図4Aおよび4Bの値を（B）に示したMito Tracker Greenの相対量でそれぞれ補正した際の

OCRおよびミトコンドリア呼吸パラメーター。
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図6. 103Kにおけるマウスの心臓、肝臓組織ならびにウシの心臓から単離したミトコンドリアから

得られたESRスペクトル。
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図7. ESR法によるHeLa細胞におけるX線のミトコンドリア電子伝達系関連物質に対する影響

の評価

（A）非照射（上）および10 GyのX線を照射してから24時間後（下）のHeLa細胞（3×107 個）か

ら得られた代表的なESRスペクトル。ESR測定は103Kの温度下で行った。矢印はg=2.004およ

びg=1.941のシグナルの位置を示している。（B）g=2.004 (SQ)およびg=1.941 (Fe-Sクラスター)

のシグナルに対するrotenoneの影響。非照射（上）および10 GyのX線を照射してから24時間

後（下）の細胞にrotenoneを処理した際の代表的なESRスペクトル。Rotenone処理について

は、最終濃度が1 μMになるようにrotenoneをX線照射直後の細胞の培地に添加し、24時間

インキュベートした。ESR測定は103Kの温度下で行った。（C）10 GyのX線照射をしてから24

時間後のHeLa細胞から得られたg=2.004のESRシグナルの信号強度の相対値。Rotenone処

理については（B）と同様に行った。実験は独立した3回の結果の平均±S.E.を表しており、

Dunnettの検定を行い、統計的有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。
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図8. HeLa細胞におけるg=2.006（A）およびg=1.941（B）のESRシグナルの緩和挙動。ESR測定

は0.01～10 mWのマイクロ波強度で行った。グラフはlog (マイクロ波強度)に対するlog (シグナ

ル強度/マイクロ波強度0.5)でプロットした。PadmakumarおよびBamerjee [J. Biol. Chem.,

270:9295-9300, 1995]が示したESRシグナル強度(S)はマイクロ波強度 (P)に関連しているとい

うlogS/(P)0.5=logA/(1+P/P1/2)
0.5bの式で表され、ここでP1/2およびAはそれぞれ半飽和マイクロ

波強度および基準化因子を示す。bは不均一性パラメーターを示し、不均一な広がりの1.0か

ら均一な広がりの2.0まで変化する。P1/2の値は実験による飽和データ（入射マイクロ波強度の

関数としてのESR信号強度）をこの式に当てはめることにより決定した。最小二乗法による

データのフィッティングは、Microsoft Excelによって行った。
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図9. 20Kにおけるミトコンドリア電子伝達系関連物質のESR法による測定

（A）非照射（上）および10 GyのX線を照射してから24時間後（下）のHeLa細胞から得られた代

表的なESRスペクトル。ESR測定は20Kの温度下で行った。矢印はg=1.941のシグナルの位置

を示している。（B）10 GyのX線照射をしてから24時間後のHeLa細胞から得られたg=1.941の

ESRシグナルの信号強度の相対値。実験は独立した3回の結果の平均±S.E.を表している。

統計処理はStudent’s t testを行った。N.S.：not significant
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図10. （A）RPE-1細胞および（B）RPE-1 ρ0細胞から得られた非照射（上）およびX線照

射後（下）のESRスペクトル。細胞に10 GyのX線を照射してから24時間後に110Kの温度

でESR測定を行った。



42 

 

  

without drug

X-rays (-)

X-rays (+)

M10

X-rays (-)

X-rays (+)

g=2.004A

B

20 mT

図11. HeLa細胞へM10を処理した際のESRスペクトル

非照射（上）および10 GyのX線を照射してから24時間後（下）のESRスペクトル。（A）薬剤

無処理および（B）0.5 μM M10を12時間処理した細胞を110Kの温度下でESR測定した。
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図12. X線がHeLa細胞のミトコンドリア由来ROSレベルに与える影響の評価

（A）ミトコンドリア由来のROSレベルはMitoSOX Redを用いたフローサイトメトリーによって評価した。

X線非照射 (Control)および10 GyのX線を照射してから24時間後の細胞 (X-rays)の代表的なフ

ローサイトメトリーの図を示した。（E）X線非照射もしくは照射後のHeLa細胞のミトコンドリア由来

ROSレベルの相対値を示したグラフ。Rotenone処理については最終濃度が1 μMになるように

rotenoneを培地に添加し、X線を照射後に細胞に処理し、12時間インキュベートした。データは平均

±S.E.を表しており、Tukeyの検定を行い、統計的有意差は**p <0.01で示した。
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図13. LC-MS/MSを用いたHeLa細胞の細胞内F2-イソプロスタンへのX線の影響の評価

（A）8-iso PGF2αの標準試料のプロダクトイオンスペクトル（上）とMRMクロマトグラム(m/z 193)（下）。（B）5-iPF2α-VI

の標準試料のプロダクトイオンスペクトル（上）とMRMクロマトグラム(m/z 115)（下）。（C）HeLa細胞のLC-MS/MS分析

を行い、得られた細胞内8-iso PGF2α（上）およびHeLa細胞試料に添加した内部標準 (8-iso PGF2α-d4)（下）のMRM

クロマトグラム。（D） HeLa細胞のLC-MS/MS分析を行い、得られた細胞内5-iPF2α-VI （上）およびHeLa細胞試料に

添加した内部標準 (5-iPF2α-VI-d11)（下）のMRMクロマトグラム。（EおよびF）X線照射後のHeLa細胞における時間経

過による8-iso PGF2α（E）および5-iPF2α-VI（F）の量をESIによるLC/MS/MSを用いて評価した。統計処理はDunnett

の検定を行った。（GおよびH）X線非照射およびX線照射後の細胞におけるroenoneの細胞内8-iso PGF2α（G）および

5-iPF2α-VI（H）に対する影響の評価は、X線照射から24時間後にLC/MS/MS解析によって行った。Rotenone処理に

ついては最終濃度が1 μMになるようにrotenoneを培地に添加し、X線を照射後に細胞に処理し、12時間インキュ

ベートした。データは平均±S.E.を表しており、Tukeyの検定を行い、統計的有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。
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図1４. HPLC法を用いたX線照射のHeLa細胞における細胞内AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに

NADH量に対する影響の評価

（A）非照射（上）および10 GyのX線を照射してから24時間後（下）のHeLa細胞から得られた代表

的なHPLCクロマトグラム。（B）細胞内AMP（▲）、ADP（■）ならびにATP（◆）量とAEC値（●）。

AMP、ADPならびにATP量は標準試料の測定によって作成した検量線から算出した。AECは以

下の計算式によって算出した：AEC=([ATP]+0.5[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP])。平均±S.E.を表

しており、Dunnettの検定を行い、統計的有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。 （C）X線照射し

たHeLa細胞の細胞内ATP量に対するoligomycinの効果。HeLa細胞に対して非照射ならびに10

GyのX線照射を行った直後に培地にoligomycinを2 ng/mLとなるように添加し、12時間インキュ

ベートした後にHPLC法にて細胞内ATP量の測定を行った。平均±S.E.を表しており、Tukeyの検

定を行い、統計的有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。 （D）10 GyのX線照射から12時間後お

よび24時間後のHeLa細胞の細胞内NAD+（△）、NADH（◇）量ならびにNAD+/NADH比（○）の変

化。 NAD+およびNADH量は標準試料の測定によって作成した検量線から算出した。データは平

均±S.E.を表しており、Dunnettの検定を行い、統計的有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。
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4. 考察 

近年の研究では、ヒト大腸がん由来 HCT116 細胞、骨肉腫由来 HPS11 細胞な

らびにヒト肺腺がん由来 A549細胞において、X線照射後にミトコンドリアのエ

ネルギー代謝が活性化することが示されている 6, 102)。また、親脂質性

triphenylphosphonium 誘導体がミトコンドリアのエネルギー代謝の阻害を介して

放射線による細胞死を促進するため、ミトコンドリア呼吸におけるエネルギー

代謝の細胞スイッチング機構が細胞生存のために重要である事が示唆されてい

る 104)。 

ミトコンドリア代謝の評価を行う上で、細胞の酸素消費率は重要なパラメー

ターである。酸素消費率の測定には、細胞外フラックスアナライザーが広く用い

られているが、この方法は蛍光強度の測定により培地中の酸素分圧を評価する

ため、GFP を始めとした蛍光色素を発現する細胞は扱いにくいことやクエンチ

ャーとして働く薬剤が使用できないといった欠点がある。さらに、測定直前の細

胞数を算出することができないため、定量性についても問題がある。そこで本研

究では、細胞外フラックスアナライザーの代替法として、LiNc-BuOを用いたESR

オキシメトリーによって、細胞レベルにおけるミトコンドリア呼吸パラメータ

ー評価法を確立した。この手法を用いることで、細胞外フラックスアナライザー

と同様のミトコンドリア呼吸パラメーターを得られた上に、再現性が高く、少な

い細胞数 (7.5×104 個)でも評価が可能であった。さらにこの方法には、GFP のよ

うな蛍光を発現した細胞においても蛍光物質の影響を受けることなく pO2 の絶

対値が比較的簡便に測定できるという利点がある。また本手法は浮遊系での測

定のため、細胞外フラックスアナライザーでは扱いにくい浮遊細胞の測定が容

易であるため、血液由来の細胞やスフェロイド形成がん幹細胞の酸素消費率に

ついても評価が可能である。 

この手法を用いた HeLa細胞、SW480細胞、A549細胞ならびに MIA PaCa-2細

胞のミトコンドリア機能の評価から、X 線照射後にミトコンドリア呼吸パラメ

ーターが上昇することが明らかになった。一般的に、細胞内のミトコンドリア含
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量は細胞周期と同期しており、G1期、S 期、G2/M 期の順に上昇することが報告

されている 40)。過去の当研究室の研究では、放射線を照射したがん細胞におい

て数時間から十数時間後に G2 チェックポイントが起こり、G2 期の細胞の集積

が起きると共に、ミトコンドリア量の増加、ミトコンドリア膜電位の上昇、ATP

量の増加ならびに細胞内 ROS の上昇が数時間続くことを報告している 102)。本

研究では、ミトコンドリア量の増加に伴ってミトコンドリア ETC の活性化が起

きたと仮定し、ミトコンドリア呼吸パラメーターの値を細胞当たりのミトコン

ドリア量で補正した。その結果、X線照射後の細胞の値は非照射の細胞の値と同

程度であったことから、実際に、X線照射後のミトコンドリア呼吸の活性化はミ

トコンドリア呼吸関連酵素の活性化ではなく、ミトコンドリア量の増加による

ものであることが明らかになった。 

また、本研究では SQおよび Fe-S クラスターへの X 線照射の影響を低温条件

における ESR 法によって評価した。HeLa 細胞の低温 ESR 測定により、g=2.004

および g=1.941のシグナルが得られた。X線照射によって g=2.004 のシグナル強

度は上昇したが、g=1.941 クラスターについては変化は見られなかった。HeLa細

胞におけるマイクロ波強度に依存する飽和実験 (図 8)や rotenone 処理 (図 7)の

結果から、g=2.004 および g=1.941 のシグナルはそれぞれミトコンドリアの SQ

およびフェレドキシンタイプの Fe-S クラスター由来であると同定した。また、

rotenone処理によって SQのシグナル強度が減少し、X線照射による増加も見ら

れなくなった (図 7)。さらに、ミトコンドリア DNAの欠損によるミトコンドリ

ア機能不全の ρ0細胞を用いて、SQラジカルがミトコンドリア由来であることも

確認した (図 10)。De Jong および Albracht や Burbaev らはウシの心臓から単離

したミトコンドリアにおいて NADHの短期間の反応 (10 ms～15 s)が g=2.004の

SQ のシグナル強度は上昇させるが g=1.94 の Fe-S クラスターには影響がないこ

と、さらにこの NADH による SQ シグナルの上昇が rotenone 処理によって見ら

れなくなることを報告しており 8, 20)、SQ の形態は complex I とユビキノンとが

反応した際の中間体であることが示されている。これらの報告や本研究で観察
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された結果から、X 線照射から 24 時間後にミトコンドリア ETC において電子

の流れが活発になったことが示唆された。しかし、マウスの心臓における虚血や

心筋症といった他の酸化ストレス状態では Fe-S クラスターの鉄イオンが酸化す

ることによって Fe-S クラスターの信号強度が変化することや 3, 25)、Burlaka ら

は、ラットへの超高周波の電磁放射線の照射により、肝臓、心臓ならびに大動脈

組織の g=2.00 および g=1.94 のシグナルにおいて ESR 信号強度が低下すること

を示しているにも関わらず 9)本研究では Fe-S クラスターのシグナル強度は X線

の影響を受けなかった。がん治療において、近年では lipophilic TPP+誘導体以外

にも metformin、MKT-077ならびにナノ粒子など、ミトコンドリアを標的とした

薬剤が着目されている 14, 84, 97)。本研究では、HeLa 細胞への M10 処理によって

SQ由来のシグナル強度が減少し、さらに X 線照射によるシグナル強度の上昇も

抑制したことから、M10 はミトコンドリア ETC の電子の流れを抑制することが

示された。 

近年では、X線照射や抗がん剤のような DNA損傷を引き起こす薬剤を細胞に

処理すると、遅延性のミトコンドリア ROS が上昇し 13, 15, 27, 36, 37, 39, 44, 45, 64, 79, 83)、

この ROS産生はアポトーシスや細胞老化と関連している事が様々な細胞株で報

告されている 70, 73)。図 12で示したように、放射線照射後のミトコンドリアから

の ROS 産生の上昇が HeLa 細胞で見られたが、脂質過酸化物である 8-isoPGF2α

および 5-iPF2α-VI は X 線照射から 24 時間後まで変化は見られなかった (図 13E

および F)。図 12B に示したように、ミトコンドリア ETC complex I の阻害剤で

ある rotenoneを細胞に処理すると、ミトコンドリア ROS 産生が増加し、X線と

rotenone の併用ではさらに ROS 産生が増加したことから、ROS はミトコンドリ

ア ETC complex Iから漏れ出た電子が酸素分子と反応して産生されており、X線

照射によって増加する ROS が complex I から産生していることが示唆された。

図 13G および H より、8-isoPGF2αおよび 5-iPF2α-VI 量は rotenone を処理すると

有意に増加したにもかかわらず、X線照射後の細胞では変化は見られなかった。

この現象は、細胞の ROS の濃度が X線照射された細胞で比較的低レベルである
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場合に、細胞内の抗酸化物質が細胞の酸化的損傷を防ぐために十分に存在して

いることを示唆している。一方で、rotenone と X 線の併用処理において細胞内

の ROS が上昇していたことに関しては、抗酸化剤によって ROS を消去しきれ

ずに、酸化的損傷が起こり、過酸化脂質の蓄積が生じた可能性がある。 

本研究では、過去の報告と同様に酸素消費率 (図 4)や ATP 産生 (図 14B)が X

線照射から 24 時間後に上昇することを明らかにしたが、その際に AEC 値は X

線照射後も 0.76から 0.86の間で一定であった。生理的な条件下の細胞では AEC

値は 0.7-0.95 の範囲内であり 21, 75)、この値は rotenone 処理、低酸素症ならびに

虚血状態等のエネルギーの減少にかかわる病理学的条件において減少する事が

報告されている 4, 19, 61, 82)。さらに、X線照射後に NADH量に変化は見られなか

ったが、NAD+および ATP 量は増加していたことから (図 14B および D)、TCA

回路もしくは他の経路からのNADHの供給がX線照射後も十分であることが示

唆された。これらの結果から、細胞内 NAD+および ATP プールの放射線照射に

よる増加は、生理的なホメオスタシスの元で起こっていることが示された。さら

に、ヒト前立腺がん由来 NQO1 細胞 (PC-3、DU145 ならびに LNCaP 細胞)にお

いて poly(ADP-ribose)polymerase one (PARP1)によって誘導される代謝異常による

NAD+および ATP 量の低下が放射線照射によるネクローシスを上昇させる事が

報告されているため 23)、この放射線照射後の NAD+および ATP プールの上昇は

放射線照射後の DNA 損傷に対する適応応答である可能性が示された。このこと

から、NAD+および ATP プールの放射線照射による増加に関連するミトコンドリ

ア ETC 機能が、がんの放射線治療の標的になり得ることが示唆された。 

 がん細胞における解糖系の放射線応答については、Fujibayashi らがヒト大腸

がん由来 LS180 細胞において 30 Gy の X 線照射から 3-5 時間後に解糖系関連遺

伝子 [glucose transporter protein type 1 (SLC2A1)およびヘキソキナーゼ]および

[3H]-2-deoxy-D-glucose の取り込みが上昇していることを示している。この放射

線による[3H]-2-deoxy-D-glucoseの取り込みの上昇は、mRNA (actinomycin D)およ

びタンパク質合成 (cycloheximide)の両方の阻害によって減少したことから、グ
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ルコース代謝の上昇は遺伝子の発現を介して引き起こされていることが示され

ている 28)。近年では、Wang らはヒト肝臓がん由来 HepG2 細胞および横紋筋由

来 HMCL-7304 細胞において、2 Gy の γ 線照射から 4 時間後にグルコース 6 リ

ン酸、乳酸ならびにアラニンが上昇することを報告しており、放射線照射によっ

て細胞質の好気的解糖の上昇が引き起こされていることが示唆されている 94)。

しかし、図 14C で示したように、oligomycin 処理によって X 線照射後に上昇し

た ATP 産生が完全に抑制されたことから、X線照射後に上昇した ATP は主にミ

トコンドリア ETC の complex IV における F0F1-ATPase/ATP synthase 由来である

ことが示唆されている。これらの結果から、HeLa細胞においては X線照射によ

る解糖系の活性化は、解糖系における ATP 産生の効率 (2ATP/グルコース 1 分

子)は酸化的リン酸化 (36ATP/グルコース 1 分子)と比較してとても小さいため、

全体の ATP 産生にそれほど寄与していないことが推測された。 

まとめると、本研究では HeLa 細胞への 10 Gy の X 線照射から 24 時間後に

OCR、ATP 量ならびに ROS 産生の増加が見られたことから、ミトコンドリア機

能が活性化したことが示唆された。このミトコンドリアの活性化の際は、AEC 値

や NADHは生理的条件の範囲で一定であった。さらに、ROS 産生の増加が見ら

れた X 線照射から 24 時間後でもアラキドン酸の過酸化物である F2-イソプロス

タン量に変化は見られなかったことから、照射後に上昇したミトコンドリア由

来の ROS は生体損傷にそれ程影響を与えないことが示唆された。以上のことか

ら、X 線照射後のミトコンドリア ETC の活性化は放射線に対する適応応答であ

り、この適応応答はがんの放射線治療の標的となり得ることが示唆された。また、

本研究で確立した ESR オキシメトリー法によるミトコンドリア呼吸パラメータ

ーの新規評価法や細胞レベルの低温下の ESRによる SQおよび Fe-Sクラスター

の評価法は、がんの化学療法および放射線療法におけるミトコンドリアを標的

とした新規の治療法を見つけるための有用な手法であることが示唆された。 

遅延性の ROS 産生と腫瘍細胞への X 線照射後の ATP 産生の増加の正確なメ

カニズムを明らかにするためには、ミトコンドリア ETC だけではなく、解糖系、
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グルタミノリシスならびに TCA回路のエネルギー代謝の放射線応答の評価が必

要であり、解糖系の放射線応答については第二章で検討を行った。 
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5. 小括 

 本章では、ESR オキシメトリー法を用いた新規のミトコンドリア呼吸機能評

価法を開発し、がん細胞のミトコンドリア ETC のエネルギー代謝を中心とした

放射線応答の評価を行った。様々なミトコンドリアを標的とした薬剤の処理に

よって基礎呼吸、ATP 依存呼吸、プロトンリーク、最大呼吸、予備呼吸能ならび

にミトコンドリア非依存呼吸の 6 つのミトコンドリア呼吸パラメーターを得る

ことが出来た。この方法を用いて HeLa細胞のミトコンドリア呼吸の放射線応答

を評価したところ、X線照射から 24時間後にミトコンドリア呼吸パラメーター

は上昇していた。さらに、この上昇は細胞当たりのミトコンドリア量の増加によ

るものであることが明らかになった。また、低温条件下での HeLa 細胞の ESR 測

定より、ミトコンドリア ETC において電子の受け渡しを行っている SQ ラジカ

ルおよび Fe-S クラスターのシグナルを確認することが出来た。X 線照射後の

HeLa 細胞では SQ ラジカルは上昇していたものの、Fe-S クラスターに変化は見

られなかったことから、X 線照射後にミトコンドリアにおけるレドックスの不

均衡が起きていることが示唆された。また、細胞内 ROS と脂質との反応によっ

て生じる脂質過酸化物の評価を行うために、LC-MS/MS による細胞内アラキド

ン酸の過酸化物の 8-iso PGF2αおよび 5-iPF2α-VI の放射線応答を評価した。その

結果、どちらの化合物も X 線照射後も非照射細胞との差は見られなかった。

HPLC 法を用いた細胞内 AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに NADH 量の測定で

は、これまでの報告では放射線によって ATP のみの上昇が明らかになっていた

が、本研究において X 線照射によって ATP のみならず、AMP、ADP ならびに

NAD+が上昇し、NADH は一定であることが明らかになった。さらに、エネルギ

ー充足率 (AEC)を算出すると、照射後も変化は見られず、生理的な条件下の細

胞と同レベルである 0.76～0.86 の値を示した。以上の結果から、放射線照射後

のミトコンドリア ETC の活性化は放射線に対する適応応答であることが示唆さ

れた。 
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＜第二章＞ 

ESR 法を用いた細胞外酸性化速度の新規評価法の確立および 

解糖系の放射線応答の評価 

 

1. 序論 

第一章でも述べたように、がん細胞はエネルギーを産生するために、有酸素下

にあってもミトコンドリア電子伝達系 (ETC)を使うよりもグルコースから乳酸

へと変換する経路に依存している 95)。 

このがん細胞における解糖系の亢進のメカニズムについてはこれまでに多く

の研究がなされてきている。具体的には、肝臓がん、膵臓がん、乳がんならびに

肺がんを始めとした多くのがんでは、細胞膜を介してグルコースの輸送を行う

膜タンパク質である glucose transporter 1 (GLUT1)の発現が上昇している 57)。さら

に、ヒト乳腺上皮細胞 HMEC と比較すると、ヒト乳がん由来 MDA-MB-231細胞

ならびに MCF-7 細胞ではピルビン酸を乳酸へと変換する酵素の lactate 

dehydrogenase A (LDHA)や乳酸を細胞外に排出する膜輸送タンパク質の

monocarboxylate transporter 4 (MCT4)の発現が上昇していることが報告されてい

る 30)。また、このがん特異的な代謝である解糖系の亢進を放射線治療の標的と

する試みも多くされており、例えば、ヒト子宮頸がん由来 HeLa細胞、ヒト神経

膠芽腫由来U37MG細胞ならびにヒト非小細胞肺がん由来NCI-H460細胞におい

て、グルコースをグルコース 6 リン酸に変換する酵素であるヘキソキナーゼの

阻害剤の 2-deoxy-D-glucose を処理すると、放射線の致死効果の増強が見られる

ことが報告されている 5, 43, 53)。しかし、この放射線増感メカニズムの詳細につい

ては明らかにはなっていない。前章や当研究室のこれまでの結果から、X線照射

後にミトコンドリア ETC が活性化していることが示唆されている 102, 104)。しか

しながら、がん細胞ではワールブルグ現象が起こっているため、がんの状態につ

いて明らかにするためにはミトコンドリア ETC のみならず解糖系の放射線応答

についての情報も必要である。 
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グルコース由来のピルビン酸が乳酸へと変換され、この乳酸が細胞外へと排

出されると、乳酸由来の H+によって細胞外の pH は低下する、そのため、細胞

外酸性化速度はグルコース代謝において重要なパラメーターである。細胞外 pH

の測定については酸素消費率の測定と同様に細胞外フラックスアナライザーが

広く用いられている。しかし第一章でも述べたように、細胞外フラックスアナラ

イザーは蛍光タンパク質を発現した細胞を扱いにくいことや、結果を細胞数で

基準化することが困難であるといった欠点がある。そのため、本研究では細胞外

フラックスアナライザーの持つ欠点を補う代替法として pH 感受性プローブで

あ る 2‐(4‐((2‐(4‐amino‐4‐carboxybutanamido)‐3‐(carboxymethylamino)‐3‐

oxoproylthio)methyl)phenyl)‐4‐pyrrolidino‐2,5,5‐triethyl‐2,5‐dihydro‐1Н‐imidazol‐1‐

oxyl (R-SG)を用いた ESR 法による細胞外酸性化速度の評価法の確立を目的とし

た。これまでに、R-SG を pH 感受性プローブとして用いた腫瘍モデルマウスの

in vivo 三次元 pH マッピングについては報告がなされているが 33, 47)、細胞レベ

ルにおいては未だ評価法が確立できていないため、本研究では、細胞レベルにお

ける細胞外 pHの評価法を確立し、グルコース代謝に対する放射線応答の影響の

評価を行った。さらに、グルコース代謝の指標として、グルコースの類似体であ

る 2-deoxy-D-glucose (2-DG)の取り込み評価や、グルコース代謝の最終産物とし

て排出される乳酸の産生量についての放射線応答の評価を行った。 
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2. 材料および方法 

2-1. 試薬 

 2-Deoxy-D-glucose はWako Pure Chemical Co.から入手した。MitoTracker Green

は Thermo Fisher Scientific から入手した。4-(2-aminoethyl)benzene sulfonamide 

(AEBS)は Sigma Aldrich から購入した。2‐(4‐((2‐(4‐amino‐4‐carboxybutanamido)‐3‐

(carboxymethylamino)‐3‐oxoproylthio)methyl)phenyl)‐4‐pyrrolidino‐2,5,5‐triethyl‐2,5‐

dihydro‐1Н‐imidazol‐1‐oxyl (R-SG)はWest Virginia University の Valery V. Khramtsov

教授ならびに北海道大学大学院情報科学研究院の平田拓教授からご提供いただ

いた。 

 

2-2. 細胞株および培養方法 

 ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞、ヒト大腸がん由来 SW480 細胞、ヒト肺腺が

ん由来 A549 細胞ならびにヒト膵臓がん由来 MIA PaCa-2 細胞の培養には、10% 

fetal bovine serumおよび 3.7 g/L NaHCO3を含む DMEM培地を用いた。細胞はウ

ォータージャケット式インキュベーターにて 37℃、5% CO2条件下で維持した。 

 

2-3. X線照射 

 X線照射は、X-Rad iR-225を使用し、管電圧 200 kVp、管電流 15 mA、線源距

離 650 mm、1.0 mm Al フィルターを用いて 1.37 Gy/min の線量率で行った。X線

照射はターンテーブル上に細胞を置き、回転させながら室温で行った。 

 

2-4. ESR 分光法による細胞外酸性化速度の測定 

 細胞外の pHは、細胞浮遊液にニトロキシラジカルの pH感受性スピンプロー

ブである R-SG (図 15A)を添加し、評価を行った。この R-SG は (図 15B)に示す

ように、プロトン化型と非プロトン化型の異なる超微細分裂定数を持つ pH依存

の ESR スペクトルを示す。 

 10 Gy の X 線を照射してから 24 時間後の細胞を回収し、PBS で 3 回洗浄し
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た。細胞は 2 μM R-SGおよび 2% dextran を含む 0.1 mM tricineに懸濁させた。グ

ルコース代謝に関連した細胞外酸性化速度を測定していることを確かめるため

に、グルコース代謝に関連した試薬を添加した 4 種類の試料を測定した。具体

的には、1つ目は、薬剤を処理していないコントロール細胞、2 つ目は解糖系の

基質であるグルコース (25 mM)を添加した細胞、3つ目は 25 mM グルコースと

ミトコンドリア ETC の ATP synthaseにおけるプロトンの流入を阻害する薬剤で

ある oligomycin (1 μM)、4つ目は 25 mM グルコース、1 μM oligomycin ならびに

グルコースからグルコース-6-リン酸へと変換する酵素であるヘキソキナーゼの

阻害剤の 2-DG (100 mM)を処理した細胞である。各試薬を含む 0.1 mM tricineに

7.5×104 個の細胞を懸濁させ、測定中に細胞が低酸素状態になることを防ぐため

にガス透過性であるポリメチルペンテン製のキャピラリー (内径 φ0.76 mm)に

細胞を封入した。ESR測定については JEOL-RE X-band ESR 装置を使用し、温度

コントローラー (ES-DVT3)を用いて 37℃に維持して測定を行った。ESR パラメ

ーターは、マイクロ波強度 1 mW、 磁場変調周波数 100 kHz、磁場変調振幅 0.1 

mT、磁場掃引幅 ±2.5 mT とした。ESR スペクトルの解析は Win-Rad radical 

analyzer system (Radical Research, 東京)を用いて行った。pHに対する検量線の作

成のために、10 mM リン酸バッファーを 0.1 N HCl もしくは 0.1 N NaOHを用い

て各 pHに合わせ、ESR スペクトルを取得し、1本目の信号から 3本目の信号間

の距離から検量線を作成した (図 15C)。 

 

2-5. 2-Deoxy-D-glucose (2-DG)の取り込み 

 細胞を 35 mm dish に播種し、X 線照射から 24 時間後に 40 nM (2.4 μCi) [1,2-

3H(N)]- (2-DG)を培地に添加し、細胞を 20 分間、37℃、5% CO2条件下でインキ

ュベーションした。その後、細胞を冷 PBS 1 mL で 3 回洗浄し、1 mL の 0.1 N 

NaOH で溶解した。10 分間静置した後、溶解した細胞をバイアル瓶に回収し、

そこに乳化シンチレーターAQUASOL-2 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)を 5 mL

加えて、液体シンチレーションカウンター (LSC-5100, 日立アロカ, 東京)で 3H
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からの β 線をカウントし、外部標準線源法により放射活性 (DPM)を求めた。 

 

2-6. 細胞外乳酸の測定 

 細胞外に排出された乳酸の測定は、Lactate Assay Kit II (BioVision Inc., CA, USA)

を用いて、製造者の説明書に従って行った。細胞を 60 mm dish に播種し、一晩

インキュベートした後、X線を照射した直後に培地を交換 (5 mL)し、24時間後

に培養上清を回収した。96 穴プレートに 50 倍に希釈した培養上清を 50 μL 移

し、乳酸測定試薬を 50 μL 加え、30 分間室温でインキュベートした。乳酸レベ

ルは Victor NivoTM マルチモードプレートプレートリーダー (PerkinElmer)を用

いて 450 nm の吸光度を測定した。 

 

2-7. 統計解析 

 全ての結果は、少なくとも 3 回の独立した実験から平均±標準誤差 (SE)で示

した。統計解析は、Student’s t test を用いて行った。P < 0.05で統計的に有意であ

るとみなした。 
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3. 結果 

3-1. R-SGを用いた ESR 法による細胞外酸性化速度の評価法の確立 

 解糖系では、最終産物として乳酸が産生され、この乳酸が細胞外に排出される

と細胞外の pHの低下が引き起こされるため、細胞外 pHの酸性化速度はグルコ

ース代謝において重要なパラメーターである。本研究では、pH 感受性プローブ

のR-SG 33)を用いてHeLa細胞の細胞外酸性化の測定を行った。バッファーには、

微小な pH変化を捉えるために緩衝能を抑えた 0.1 mM tricineを使用した。また、

測定中に細胞が低酸素状態になることを防ぐために、細胞を封入するキャピラ

リーにはガス透過性のポリメチルペンテン (TPX)製のものを使用した。37℃の

条件下で経時時間毎に ESR 測定を行い、得られた ESR スペクトルと図 15C の

検量線から時間経過ごとの pH をプロットした (図 16A)。コントロール細胞に

は pH の変化はほとんどなかったが、グルコース添加によって酸性化が見られ、

oligomycin 処理によって pH の酸性化が大きくなった。そこに 2-DG を添加する

ことでこの酸性化が見られなくなることが示され、コントロール細胞と同程度

まで酸性化速度が抑制された (図 16B)。これらの結果から、本評価法はグルコ

ース代謝による細胞外酸性化を反映していることが示された。 

また、細胞外の酸性化は解糖系由来の乳酸の排出のみならず、ペントースリン

酸経路や TCA 回路から産生される CO2 の産生によっても引き起こされる。

Carbonic anhydrase IX (CA IX)は細胞外に排出された CO2が水和されて HCO3
-と

H+に変換される際に触媒として働く酵素である 98)。したがって、CA IX は細胞

外の酸性化に関与している重要な因子の一つである。本研究では、CA IXの細胞

外酸性化への寄与について明らかにするために、MIA PaCa-2 細胞に対して CA 

IX の阻害剤である、4-(2-aminoethyl)benzene sulfonamide (AEBS)を処理した際の

細胞外酸性化速度の評価を行った (図 17)。その結果、グルコースの存在下で細

胞外酸性化速度は有意に減少することが示された。このことから、MIA PaCa-2

細胞では CA IXが細胞外の pH変化に寄与していることが示唆された。 
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3-2. X線照射のがん細胞における解糖系に対する影響の評価 

 第一章やこれまでの研究 102, 104)から、X線照射後にがん細胞のミトコンドリア

ETC が活性化することが明らかになったが、グルコース代謝の放射線応答につ

いては十分に明らかになっていないため、図 16で確立した評価法を用いて HeLa

細胞、SW480 細胞、A549細胞ならびにMIA PaCa-2細胞の細胞外酸性化に対す

る X線照射の影響を評価した。図 18に示したように、HeLa細胞、SW480細胞

ならびに MIA PaCa-2 細胞においては 10 Gy の X 線照射後でも細胞外酸性化速

度は非照射の細胞と同程度であり、X線の影響は見られないことが観察された。

A549細胞では、oligomycin処理によって X線照射後に有意に上昇はしたものの、

グルコース添加時の細胞外酸性化速度については他の 2 つの細胞株と同様に変

化は見られなかった。 

さらにグルコース代謝の放射線応答について明らかにするために、グルコー

ス類似体の 2-DG の細胞内への取り込みや乳酸の細胞外への排出量の評価を行

った (図 19)。2-DG の取り込み量については、HeLa細胞、SW480 細胞ならびに

A549 細胞の全ての細胞株において X 線照射から 24 時間後に有意に上昇した 

(図 19A)。乳酸排出量についても HeLa 細胞および SW480 細胞共に X 線照射後

に有意に増加した (図 19B)。これらの結果から、グルコースから乳酸へと変換

される経路については放射線照射によって活性化するが、細胞外酸性化速度に

はそれほど影響を与えないことが示唆された。 
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図15. HeLa細胞へM10を処理した際のESRスペクトル

非照射（上）および10 GyのX線を照射してから24時間後（下）のESRスペクトル。（A）薬剤

無処理および（B）0.5 μM M10を12時間処理した細胞を110Kの温度下でESR測定した。

A

B

図15. R-SGを用いたESRによるｐHの測定

（ A ） pH 感 受 性 プ ロ ー ブ で あ る 2‐(4‐((2‐(4‐amino‐4‐carboxybutanamido)‐

3‐(carboxymethylamino)‐3‐oxoproylthio)methyl)phenyl)‐4‐pyrrolidino‐2,5,5‐triethyl‐2,5‐

dihydro‐1Н‐imidazol‐1‐oxyl (R-SG)の構造 (Goodwin et al., NMR Biomed., 27, 453,

2014)。（B）pH依存的なR-SGのESRスペクトル。HFCは1本目の信号から3本目の信号間

の距離 (hyperfine coupling constant)を評価した。（C）R-SGの検量線。バッファーには10

mMのリン酸バッファー使用した。各pHのバッファーに対するESRスペクトルのhyperfine

coupling constant (mT)をプロットした。フィッティングはimage Jにて行った。

1 mT

C

pH 3.8

pH 9.6
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A

図16. R-SGを用いたESRによるHeLa細胞の細胞外酸性化速度の測定

（A） HeLa細胞存在下における37℃で経時的にESR測定した際のpHの時間経過ごとの変

化。バッファーとして0.1 mM tricineを使用した。細胞とバッファーのみの細胞 (Control)、

25 mM グルコースを添加した細胞 (Glucose)、Glucose試料に1 mM oligomycinを添加した

細胞 (Oligomycin)ならびにOligomycin試料に100 mM 2-deoxy-D-glucose (2-DG)を添加

した細胞 (2-DG)の4試料の測定を行った。（B）（A）の直線の傾きから算出した細胞外酸

性化速度 (pH/min)。データは3回の独立した実験の平均±SEで示した。
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図17. MIA PaCa-2細胞における細胞外酸性化へのAEBSの影響の評価

Carbonic anhydrase IX (CA IX)の阻害剤であるAEBS [4-(2-aminoethyl)benzene

sulfonamide)]を処理した際のMia PaCa-2細胞の細胞外酸性化速度。白：薬剤未処理

コントロール細胞、黒：1 mM AEBSを処理してから24時間後の細胞。データは独立した

3回の実験の平均±SEで示した。統計的有意差は **p <0.01で示した。

**
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図18.種々の細胞における細胞外酸性化速度へのX線照射の影響

グルコース代謝およびミトコンドリア関連試薬を添加した際のX線照射後のHeLa細胞、

SW480細胞、A549細胞ならびにMIA PaCa-2細胞における細胞外酸性化速度。白：X線

非照射細胞、黒：10 GyのX線を照射してから24時間後の細胞。データは独立した3回

の実験の平均±SEで示した。統計的有意差は*p <0.05で示した。
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図19.種々の細胞における解糖系へのX線照射の影響

（A）2-Deoxy-D-glucose, [1,2-3H(N)]-(2-DG)のHeLa細胞、SW480細胞ならびにA549

細胞内への取り込み量の評価。10 GyのX線を照射してから24時間後の細胞の培地に

2-DGを添加し、20分間インキュベートした際の細胞内2-DG量を液体シンチレーション

カウンターを用いて評価した。（B）HeLa細胞およびSW480細胞における細胞外への乳

酸の排出量の評価。10 GyのX線を照射した直後に培地を交換し、24時間後の培地中

の乳酸量の測定を行った。データは独立した3回の実験の平均±SEで示した。統計的

有意差は*p <0.05, **p <0.01で示した。
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4. 考察 

がん細胞のエネルギー産生は解糖系が優位である事がよく知られている 95)。

そのため、本研究ではミトコンドリア ETC のみならず、グルコース代謝に対す

る放射線応答の評価も行った。グルコース代謝の代表的なパラメーターとして

挙げられるのが細胞外酸性化速度であるが、この細胞外酸性化速度については

酸素消費率の測定と同様に細胞外フラックスアナライザーが広く用いられてい

る 74)。本研究では細胞外フラックスアナライザーの代替法として、pH感受性プ

ローブ R-SG を用いた ESR 法による細胞外酸性化速度の評価法を確立した (図

16)。グルコースを添加することによって酸性化が見られ、oligomycin 処理によ

って酸性化速度が上昇し、2-DG添加によってこの酸性化が抑制されたことから、

本評価法はグルコース代謝を反映していることが示された。この評価法を用い

て X 線照射後の HeLa 細胞、SW480 細胞、A549 細胞ならびに MIA PaCa-2 細胞

の細胞外酸性化速度を測定したところ、非照射と比較しても変化は見られなか

った (図 18)。 

細胞外の pH は正常な組織では 7.4 付近であるのに対して、がん組織では 6.8-

7.2と正常組織よりも酸性の値を取ることが報告されている 31)。これは、多くの

がん細胞が正常細胞と比較して GLUT1、LDHAならびにMCT4 を始めとした解

糖系に関与するタンパク質の発現の上昇によってグルコース代謝が促進してい

るため、グルコース由来の乳酸によってがん細胞の細胞外酸性化が引き起こさ

れているからであると考えられている 30, 57)。グルコース代謝の放射線照射後の

活性化のメカニズムについては明らかになっていないが、ヒト乳がん由来 MDA-

MB-231細胞において、放射線照射後にグルコースの取り込みや乳酸産生が上昇

し、それと共にグルコースの取り込みに関与する膜タンパク質である GLUT1の

発現が上昇することが報告されている 108)。このことから、本研究でも観察され

た放射線照射後のグルコース代謝の活性化は GLUT1 発現上昇によるものであ

る可能性がある。また本研究では、X線照射によって乳酸産生が上昇したにもか

かわらず細胞外酸性化には変化が見られなかった。要因の一つとして、本研究に
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おいて開発した ESR による評価法の感度が低く、X 線照射後の差が見られなか

った可能性が考えられる。本評価法については、従来から付着細胞における細胞

外酸性化速度の測定に広く用いられている細胞外フラックスアナライザーとの

比較を行う等、さらなる検討が必要であると考える。さらに、乳酸の他に細胞外

pHに関わる因子として膜結合型タンパク質である CA IXが挙げられる。CA IX

は CO2と水分子を HCO3
-と H+へと変換する酵素であり、細胞外 pH の制御に関

与していることが明らかになっている。CA IX は固形腫瘍で顕著に発現してお

り、予後不良の診断マーカーになり得ることが示されている 72)。ヒト腎臓がん

由来 786-O 細胞では、CA IX のノックアウトもしくは阻害剤の両方で放射線感

受性が上昇することが示され、その際に細胞外の酸性化が抑制されることも報

告されている 24)。本研究では MIA PaCa-2 細胞における CA IX阻害剤の AEBS 処

理によって細胞外酸性化が有意に抑制されることが示されたことから、MIA 

PaCa-2 細胞では CA IX は細胞外の pH の制御に大きく関与していることが示唆

された。今後は、放射線照射後における CA IXの細胞外 pHへの寄与についても

検討する必要があると考える。 

本研究では、HeLa細胞、SW480細胞、A549細胞ならびにMIA PaCa-2細胞の

4種類のがん細胞において第一章ではミトコンドリア呼吸機能、本章ではグルコ

ース代謝の放射線応答について評価を行ったが、A549 細胞や MIA PaCa-2 細胞

はミトコンドリア呼吸パラメーターが全体的に低い値を示したことや、SW480

細胞はグルコース添加時の細胞外酸性化速度、2-DGの取り込み量ならびに乳酸

排出量の X 線照射後の増加幅が他の 2 種類のがん細胞と比較して大きいことが

示された。グルコース代謝において乳酸産生を制御する因子として pyruvate 

dehydrogenase (PDH)35)や LDHA22)が重要であることが示されている。PDH はピ

ルビン酸をアセチル CoAに変換する酵素であり、PDHが活性化するとミトコン

ドリアの TCA回路に動員されるピルビン酸の量が上昇し、PDH の活性が低いと

ピルビン酸から乳酸への変換が増加する。また、LDHAは前述の通り、ピルビン

酸を乳酸へと変換する酵素である。これらの酵素は組織によって発現量が異な
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っていることから 32, 106)、今回の細胞間の代謝の程度の違いは、PDHや LDHAが

関与している可能性がある。 

まとめると、本研究において ESR 法を用いた細胞レベルにおける細胞外 pH

の新規の測定法が確立できた。本手法は第一章で確立した ESR オキシメトリー

法による呼吸パラメーターの評価法と同様に少ない細胞数で測定が可能であり、

細胞外フラックスアナライザーと比較して蛍光色素を発現した細胞についても

問題なく評価ができる利点がある。この手法を用いて X 線照射後の細胞の細胞

外酸性化速度を測定したところ、非照射の細胞と比べて変化はなかった。その一

方で、2-DGの取り込みや乳酸産生は X線照射後に上昇していたことから、X線

照射によって解糖系が活性化することは示唆されたが、細胞外酸性化の結果と

差異が見られた。そのため、本研究で確立した細胞外 pHの評価法についてはさ

らなる検討が必要であると考える。  
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5. 小括 

 本章では解糖系の放射線応答についての検討を行った。グルコース代謝の指

標として、pH感受性プローブ R-SGを用いた ESR 法による新規の細胞外酸性化

速度の評価法を新規に確立した。基質であるグルコースの添加によって酸性化

が見られ、解糖系の阻害剤である 2-deoxy-D-glucose の処理によってこの酸性化

が抑制されたことから、本手法はグルコース代謝を反映できていることが示さ

れた。確立した手法を用いて HeLa細胞、SW480 細胞、A549細胞ならびにMIA 

PaCa-2 細胞の細胞外酸性化速度の放射線応答を評価したところ、X 線照射後も

細胞外の pH に変化は見られなかった。一方でグルコースの類似体である 2-DG

の取り込みや乳酸産生については、X線照射後に上昇していることが示された。 

以上の結果から、X線照射によって解糖系が活性化していることが示唆された。 
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＜総括＞ 

 通常、正常な細胞は好気的な状態ではエネルギー産生の大部分をミトコン

ドリア電子伝達系 (ETC)に依存している。一方がん細胞では、酸素が十分にあっ

てもエネルギー産生をミトコンドリア ETC よりも解糖系に依存していることが

広く知られている (ワールブルグ効果)。しかし、近年の研究ではがん細胞への

X 線照射によってミトコンドリアが活性化することやミトコンドリア阻害剤の

処理によってがん細胞の放射線感受性が上昇することが明らかになっており、

ミトコンドリアは放射線照射後の細胞の生存において重要な役割を担っている

可能性が示されている。そのため、がん細胞においてもミトコンドリアは放射線

治療の標的となり得るが、放射線に対するミトコンドリア ETC の役割について

は不明な点も多い。そこで本研究では、ミトコンドリア ETC を中心とした放射

線応答の詳細を明らかにするために、ミトコンドリアエネルギー代謝の新規評

価法を確立し、この方法を用いて X線照射後の代謝応答の評価を行った。 

第一章では、がん細胞におけるミトコンドリア ETC のエネルギー代謝の放射

線応答について評価を行った。電子スピン共鳴 (ESR)法を用いた酸素消費率の

測定と様々なミトコンドリア標的試薬を組み合わせた新規のミトコンドリア呼

吸機能評価法を確立し、ミトコンドリア呼吸機能の放射線応答の評価を行った。

HeLa 細胞、SW480 細胞、A549 細胞ならびに MIA PaCa-2 細胞への X 線照射後

にミトコンドリア呼吸パラメーターが上昇したことから、放射線照射後にミト

コンドリア ETC が活性化することが示唆された。また、この活性化のメカニズ

ムを明らかにするために、細胞当たりのミトコンドリア量でミトコンドリア呼

吸パラメーターの値を補正したところ、X 線照射後の細胞の値は非照射の細胞

の値とほぼ同じであった。さらに、ミトコンドリア ETC において電子の受け渡

しを担っているセミキノン (SQ)ラジカルおよび鉄-硫黄 (Fe-S)クラスターを低

温条件の ESR 測定により評価した。X 線照射後に SQ ラジカルは上昇したもの

の、Fe-S クラスターに変化は見られなかった。このことから、X 線照射によっ

てミトコンドリア ETC の電子の流れは活発になり、さらにレドックス状態の不
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均衡が誘導されていることが示唆され、これが X 線照射後のミトコンドリアか

らの ROS 産生増加の原因の一つであることが類推された。また、この ROS の増

加が細胞損傷に寄与するのかを確かめるために、細胞内アラキドン酸の過酸化

物である 8-isoPGF2αおよび 5-iPF2α-VIの測定を行った。その結果、どちらの化合

物も ROS 産生が増加する X 線照射から 24 時間後まで非照射細胞との差はほと

んど見られなかった。さらに、細胞内 AMP、ADP、ATP、NAD+ならびに NADH

量の測定を行ったところ、これまでの研究では X線照射後に ATP のみの上昇が

報告されていたが、本研究では X 線照射によって ATP のみならず AMP、ADP

ならびに NAD+が上昇し、NADHは一定であることが明らかになった。さらに細

胞内のエネルギー状態の指標であるエネルギー充足率 (AEC)を算出したところ、

X 線照射後にもかかわらず生理的な条件下の細胞と同レベル 0.76～0.86 の間の

値を示した。以上の結果から、放射線照射後にミトコンドリア ETC が活性化す

ることが示唆され、その際に AEC や NADH が生理的条件の範囲内で維持され

ていたことから、このミトコンドリア ETC の活性化は放射線に対する ATP を必

要とする DNA修復等のための適応応答の一つであることが示された。 

 がんはワールブルグ効果により解糖系が優位であるといわれているため、

第二章ではミトコンドリア ETC のみならず解糖系の放射線応答の評価も HeLa

細胞、SW480 細胞、A549細胞ならびにMIA PaCa-2細胞を用いて行った。グル

コース代謝の指標の一つである細胞外酸性化速度の ESR 法を用いた新たな評価

法を確立し、放射線応答の評価を行った。細胞外酸性化速度については X 線照

射の影響は見られなかった。また、グルコース類似体である 2-deoxy-D-glucose 

(2-DG)の細胞内への取り込みやグルコース代謝の最終産物である乳酸の細胞外

への排出に対する X線照射の影響を評価したところ、2-DGの取り込みおよび乳

酸産生の両方で X 線照射後に値が上昇することが示された。以上の結果から、

グルコース代謝についても放射線照射後に活性化することが示唆された。 

以上の結果をまとめると、放射線照射後のがん細胞のミトコンドリア ETC の

活性化は放射線に対する適応応答の一つであり、このミトコンドリアの適応応
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答は放射線療法における標的となり得ることが示唆された。さらに、本研究では

ミトコンドリア電子伝達系のみならず、グルコース代謝についても放射線によ

る活性化が見られた。がん治療の観点から考えると、ミトコンドリア ETC は好

気的な状態であると正常細胞にとっても重要なエネルギー代謝経路であること

から、がんに特異的な代謝経路である解糖系とミトコンドリア ETC の両方の阻

害を行うことで、よりがん特異的な治療を行えるのではないかと考える。 

さらに今回確立した ESR を用いたミトコンドリア呼吸機能の評価法では、少

ない細胞数でも再現性の高い評価が可能であり、蛍光による影響も受けないた

め、GFP を始めとした蛍光物質を発現した細胞の測定やクエンチャーとして作

用する試薬の処理も可能である。また、本手法は細胞を浮遊させた状態で測定を

行うため、細胞外フラックスアナライザーでは扱いにくい骨髄腫細胞やリンパ

球などの浮遊細胞の測定にも適していると考えられる。さらに、少ない細胞数で

の測定が可能であるため、増殖が極めて遅い細胞であっても測定に必要な細胞

数の確保ができるといった利点がある。そのため、本手法はあらゆる細胞種にお

けるミトコンドリアを標的としたがん治療の発展のために有用な評価法である

と考えられる。 
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 It is well known that cancer cells depend on glycolysis for energy production 

rather than utilizing the mitochondrial electron transport chain (ETC) even under 

oxygenated conditions and this phenomenon is called “Warburg effect”. However, recent 

studies showed that mitochondrial ETC inhibitors induce the increase of cell death in 

several cancer cells. Recently, the studies of our laboratory showed that ATP production, 

reactive oxygen species (ROS) from mitochondria and mitochondrial membrane potential 

increased after X-irradiation, suggesting that mitochondrial ETC in cancer cells was 

activated by X-irradiation. Furthermore, it has been reported that the inhibitors of 

mitochondrial ETC induced sensitization to X-irradiation. These reports indicate that 

mitochondria have important roles in cell survival of cancer cells. However, details of 

radiation responses of mitochondrial ETC in cancer cells are not fully elucidated.  

In this study, to clarify the role of mitochondrial function in tumor cells exposed 

to X-rays, I established methods to evaluate mitochondrial respiration parameters, 

mitochondrial semiquinone (SQ) radical, Fe-S cluster and extracellular acidification by 
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electron spin resonance (ESR). ESR oximetry demonstrated that mitochondrial 

respiratory parameters increased in HeLa cells, SW480 cells, A549 cells and MIA PaCa-

2 cells at 24 h after X-irradiation. However, the mitochondrial mass also increased 

following X-irradiation. When the OCR was standardized to the mitochondria membrane 

mass, the X-irradiation-induced increase in respiratory parameters disappeared. These 

results indicate that X-irradiation induced the increase in cellular OCR by an increase in 

mitochondrial mass but not by the activation of mitochondrial respiratory-related 

enzymes. In addition, mitochondrial SQ at g=2.004 and Fe-S cluster at g=1.941 were 

detected in HeLa cells by low-temperature ESR spectroscopy. The ESR signal intensity 

of SQ was enhanced by X-irradiation although the signal intensity of Fe-S cluster was not 

altered after X-irradiation in HeLa cells, indicating that the increase in the electron flow 

in the mitochondrial ETC and redox imbalance in the mitochondria of X-irradiated cells. 

Moreover, to evaluate the effect of X-irradiation-induced ROS production on intracellular 

lipid peroxidation levels, I analysed F2-isoprostane levels, a lipid peroxidation product of 

arachidonic acid, by LC-MS/MS. F2-isoprostanes contents remained unaltered until 24 h 

after X-irradiation even though mitochondrial ROS production was increased at 24 h after 

X-irradiation. Furthermore, to evaluate whether X-irradiation-induced activation of 

mitochondrial ETC impacts cellular energy metabolism, intracellular AMP, ADP, ATP, 

NAD+ and NADH levels were measured by LC/UV. ATP and NAD+ were increased at 12 

h after X-irradiation, and AMP, ADP, ATP were also increased at 24 h after X-irradiation 

in HeLa cells. The values of adenylate energy charge (AEC), an indicator of energy 

balance, and NADH were maintained within the range of physiological condition. These 

results suggesting that X-irradiation-induced mitochondrial ETC activation is the 
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adaptive response against genotoxic stimuli such as X-rays. 

Next, to clarify the radiation responses of glucose metabolism as well as 

mitochondrial metabolism, I evaluated the radiation responses of extracellular 

acidification rate, uptake of [3H]-deoxy-2-glucose and lactate production in HeLa cells, 

SW480 and A549 cells. The measurements of extracellular acidification rate was 

evaluated by ESR spectrometry with a pH-sensitive probe, 2‐(4‐((2‐(4‐amino‐4‐

carboxybutanamido)‐3‐(carboxymethylamino)‐3‐oxoproylthio)methyl) phenyl)‐4‐

pyrrolidino‐2,5,5‐triethyl‐2,5‐dihydro‐1Н‐imidazol‐1‐oxyl (R-SG). The result showed 

that extracellular acidification rate was not changed although [3H]-deoxy-2-glucose and 

lactate production were significantly increased at 24 h after X-irradiation in HeLa cells, 

SW480 cells, A549 cells and MIA PaCa-2 cells. These results suggested that not only 

mitochondrial respiration linked with ETC but also glycolysis upregulated after X-

irradiation. 

In conclusion, X-irradiation induced mitochondrial ETC activation and this 

activation is the adaptive responses for cell survival against X-rays. In addition, the 

application of ESR oximetry, low-temperature ESR spectroscopy and the evaluation of 

extracellular acidification by ESR to analyse whole cells are powerful tool for analyzing 

the energy metabolism. 


