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Gold nanoparticles enhance X-ray irradiation-induced apoptosis 

in head and neck squamous cell carcinoma in vitro 

頭頸部扁平上皮癌細胞のアポトーシスに対する

金ナノ粒子の放射線増感性
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（指導教員：古森孝英教授）
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【緒言］

頭頸部癌は新規症例数が毎年50万を超える、国際的に懸念される疾患である。好発部位は口腔

であり、病理学的には扁平上皮癌が最も一般的である。放射線療法は、頭頸部扁平上皮癌の現在の

治療戦略において重要な役割を担っている。

放射線療法における最大の課題は、抗腫瘍効果を増強し、周囲の健康な組織への損傷を軽減す

ることである。多くの研究が有望な放射線増感剤と見なされる Auの投与を始めとして、健康な組

織に対する影響を最小限に抑えつつ、腫瘍の放射線感受性を増大させることを目指してきた。金

ナノ粒子 (AuNP)の放射線増感に対する細胞の生物学的応答は、活性酸素および酸化ストレス、

DNA損傷の誘発、細胞周期効果およびバイスタンダー効果などによるものと報告されている。

様々な細胞株を用いたAuNPの放射線増感に関する研究が数多く存在するが、ヒト頭頸部癌細胞

を用いた研究は希少である。ある研究では、ヒト頭頸部癌細胞における AuNPの局在依存性細胞傷

害 (localization-dependentcytotoxici ty)について示しており、別の研究ではAuNPが細胞周

期制御を介してヒト頭頸部癌細胞の化学療法感受性を増強すると報告されている。しかし、我々

の知る限りではヒト頭頸部扁平上皮癌細胞における AuNPの放射線増感を評価した研究はない。本

研究では、 AuNPがヒト頭頸部癌細胞に対する X線照射の効果を増強する可能性を有するかどうか

を検討した。

【材料と方法】

ヒト頭頸部癌腫細胞株HSC-3(舌癌）と直径5runのAuNPおよびX線照射装置を使用した。 37℃

で24時間細胞を培養した後に、 AuNP投与あるいはX線照射し、さらに 48時間培養後に細胞数、

細胞増殖およびアポトーシスを評価するための実験を行った。 AuNPは濃度が OnM、O.lnM、0.4nM、

1. OnM、lOnMになるように投与し、 X線照射線量は OGy、2Gy、4Gy、8Gyとした。さらにAuNPl.OnM 

投与と X線照射4Gyの併用も行った。その場合は同様に 24時間培養後AuNP投与し、投与直後に

X線照射を行い48時間培養後に評価した。

まず DAPIによる染色を行いDAPI陽性核の数を蛍光顕微鏡にてカウントした。次に CCK-8溶液

で細胞を処理し、マイクロプレートリーダーを用いて吸光度測定し増殖阻害効果を評価した。さ

らに TUNEL法でアポトーシス細胞を検出、蛍光顕微鏡を用いてアポトーシス細胞の数を計測し、

細胞の総数で割って比率を検討した。

末処理群、 AuNP単独投与群、 X線単独照射群、 AuNP投与およびX線照射併用群について、一元

配置分散分析およびTukey-Kramer多重比較試験を行い、有意水準を 5%とした。

【結果】

DAPI染色により総細胞数を計測したところ、 AuNP単独投与では濃度に関係なく細胞数に影響は

認めなかった。 X線単独照射では、濃度依存的に有意な細胞数減少を認めた。また、細胞傷害性を

有する最も低いX線照射線量が 4Gyであることが示されたため、 AuNPとの相乗効果を確認する実

験のX線照射線量を 4Gyとした。 AuNPLOnM投与と X線照射4Gyの併用では、 X線単独照射4Gyと



比較して細胞数を有意に減少させた。

さらに、 X線照射と AuNP投与併用による総細胞数減少の背景機序を解明するために、増殖アッ

セイおよびアポトーシスアッセイを行った。細胞増殖は、 AuNP単独投与およびX線単独照射、 AuNP

投与と X線照射の併用による処理では影響を受けなかった。対照的にアポトーシスは AuNPl.OnM 

投与と X線照射 4Gyの併用では 4Gy単独照射と比較し、 TUNEL陽性アポトーシス細胞数の有意な

増加を認めた。

［考察】

頭頸部癌に対する治療が奏功し長期生存の可能性が増えた昨今、QOL低下を防ぐため周囲組織へ

の影響を重視する必要がある。健康な周囲組織における放射線の影響を最小限に抑えるための解

決策の 1つに、放射線増感剤が挙げられる。頭頸部癌は、放射線増感剤の開発が極めて有益な疾

患の 1つと考えられている。

過去の報告でAuNPは単独投与で細胞特性に影響を与えることが報告されている。AuNPそれ自体

が細胞傷害性を有する場合、臨床応用を検討する際に問題となる。 AuNP自身の細胞傷害性に焦点

を当てた研究では、細胞障害性はAuNPの濃度および直径に依存すると報告されている。それらの

報告をもとに、我々は比較的細胞傷害性が低いとされている直径 5runのAuNPを選択し、 HSC-3細

胞における低濃度での効果をまず測定した。それらの濃度における直径5runのAuNP投与は培養後

の総細胞数に影響を及ぼさず、 HSC-3細胞に対し細胞傷害性を認めなかった。

次に AuNPが放射線増感剤としての可能性を有するかどうかを決定するため、 X線単独照射およ

びAuNP投与と X線照射との併用効果を評価した。増殖アッセイとアポトーシスアッセイの結果か

ら、総細胞数の減少はアポトーシスの誘導に起因するものであり、細胞増殖率の低下に起因する

ものでないことが考えられた。 HSC-3細胞を用いた過去の報告によると、 4GyのX線単独照射 48

時間後の細胞増殖能はコントロール群と比較して差がなかったことや、X線単独照射群に比べAuNP

高濃度投与および X線照射 25Gy併用群でアポトーシス細胞数が有意に高かったと報告されてい

る。今回の結果では、 AuNPl.OnM投与と X線照射4Gyの併用が、 X線単独照射4Gyと比較し、アポ

トーシス誘発効果の増強を示したため、AuNPl.OnM投与が放射線誘発アポトーシスを増強するのに

十分であり得ることを示した。放射線誘発アポトーシスは、放射線照射後の主要な細胞死のメカ

ニズムの 1つと考えられており、 DNA修復や細胞周期停止および細胞老化、アポトーシスに関連す

るとされている。しかし、 X線照射に対する組織特異的応答、 X線照射によって活性化されるアポ

トーシスの調節を決定する細胞因子、および特定の状況下での放射線誘発アポトーシスの背景機

序は未だ解明されていない。

本研究は、 X線照射が HSC-3細胞の培養物中の総細胞数を有意に減少させ、 AuNP投与が X線照

射の効果を増強することを明らかにした。また、 X線単独照射およびAuNP投与と X線照射を併用

による総細胞数の減少は、アポトーシスの誘導に起因し、細胞増殖の阻害によるものではないこ

とが示された。

本研究の問題点は、活性酸素および酸化ストレス、 DNA損傷誘発、細胞周期効果およびバイスタ

ンダー効果など、細胞増殖能およびアポトーシス以外の因子が評価されなかったことである。今

後はそれらの因子に関してもさらなる研究が必要である。

【結論】

今回の研究で、 AuNPは invitroでヒト頭頚部癌細胞に対する X線照射の細胞障害性を増強す

る可能性を有しており、この細胞傷害性の原因は細胞増殖の阻害ではなく、アポトーシスの誘導

によるものであると示唆された。



神戸大学大学院医学（系）研究科（博士課程）

麟文齊査の結身走の要巨旨

受付番号 I 甲第 2827号 1 氏 名 1 寺岡駿

論文題目

Title of 

Gold nanoparticles enhance X-ray irradiation-induced apoptosis 

in head and neck squamous cell carcinoma in vitro 

• I頭頸部扁平上皮癌細胞のアポトーシスに対する金ナノ粒子の放射線増感性
Dissertation 

審査委員

Examiner 

主 査

Chief Examiner 

副 査

v-1ce-exam1ner 
副 査

y 1ce・exam1ner 

臼 J:_ 年道

姐沙喜...--

ナ鯰逸人
（要旨は1, 0 0 0字"-'2, 000字程度）

頭頸部癌は新規症例数が毎年 50万を超える、国際的に懸念される疾患で、病理学的には扁平上皮癌

が最も一般的である。その治療において、放射線療法は重要な役割を担っているが、最大の課題は、抗

腫瘍効果を増強し、周囲の健康な組織への損傷を軽減することである。これまで多くの研究が有望な放

射線増感剤と見なされる Auの投与を始めとして、健康な組織に対する影響を最小限に抑えつつ、腫瘍

の放射線感受性を増大させることを目指してきた。金ナノ粒子 (AuNP)の放射線増感に関する研究が数

多く存在するが、ヒト頭頸部扁平上皮癌細胞における AuNPの放射線増感を評価した研究はない。本研

究では、AuNPがヒト頭頸部癌細胞に対する X線照射の効果を増強する可能性を有するかどうかを検討し

た。

「材料と方法」

ヒト頭頸部癌腫細胞株HSC-3(舌癌）と直径 5nmのAuNPおよびX線照射装置を使用した。 37℃で 24

時間細胞を培養した後に、 AuNP投与あるいはX線照射し、さらに 48時間培養後に細胞数、細胞増殖お

よびアポトーシスを評価するだめの実験を行った。 AuNPは濃度が OnM、0.lnM、0.4nM、1.OnM、lOnMに

なるように投与し、 X線照射線量はOGy、2Gy、4Gy、8Gyとした。さらに AuNPl.OnM投与と X線照射4Gy

の併用も行った。その場合は同様に 24時間培養後 AuNP投与し、投与直後に X線照射を行い 48時間培

養後に評価した。

染色はDAPIにより行いDAPI陽性核の数を蛍光顕微鏡にてカウントした。次にCCK-8溶液で細胞を処

理し、マイクロプレートリーダーを用いて吸光度測定し増殖阻害効果を評価した。さらに TUNEL法でア

ポトーシス細胞を検出、蛍光顕微鏡を用いてアポトーシス細胞の数を計測し、細胞の総数で割って比率

を検討した。

未処理群、 AuNP単独投与群、 X線単独照射群、 AuNP投与およびX線照射併用群について、一元配置分

散分析およびTukey-Kramer多重比較試験を行った。

「結果」

DAPI染色により総細胞数を計測したところ、 AuNP単独投与では濃度に関係なく細胞数に影響は認め

なかった。 X線単独照射では、濃度依存的に有意な細胞数減少を認めた。また、細胞傷害性を有する最

も低いX線照射線量が 4Gyであることが示されたため、AuNPとの相乗効果を確認する実験の X線照射線

量を 4Gyとした。 AuNPl.OnM投与と X線照射4Gyの併用では、 X線単独照射4Gyと比較して細胞数が有

意に減少した。

さらに、 X線照射と AuNP投与併用による総細胞数減少の背景機序を解明するために、増殖アッセイお

よびアポトーシスアッセイを行った。細胞増殖は、 AuNP単独投与および X線単独照射、 AuNP投与と X

線照射の併用による処理では影響を受けなかった。対照的にアポトーシスはAuNPl.OnM投与と X線照射

4Gyの併用では4Gy単独照射と比較し、 TUNEL陽性アポトーシス細胞数の有意な増加を認めた。

「考察」

AuNP自身の細胞傷害性に焦点を当てた研究では、細胞障害性はAuNPの濃度および直径に依存す



ると報告されている。それらの報告をもとに、申請者らは比較的細胞傷害性が低いとされている直径 5nm

のAuNPを選択し、 HSC-3細胞における低濃度での効果をまず測定した。それらの濃度における直径5nm

のAuNP投与は培養後の総細胞数に影響を及ぼさず、 HSC-3細胞に対し細胞傷害性を認めなかった。

次にAuNPが放射線増感剤としての可能性を有するかどうかを決定するため、X線単独照射およびAuNP

投与と X線照射との併用効果を評価した。増殖アッセイとアポトーシスアッセイの結果から、総細胞数

の減少はアポトーシスの誘導に起因するものであり、細胞増殖率の低下に起因するものでないことが考

えられた。 HSC-3細胞を用いた過去の報告によると、 4GyのX線単独照射48時間後の細胞増殖能はコン

トロール群と比較して差がなかったことや、X線単独照射群に比べAuNP高濃度投与およびX線照射25Gy

併用群でアポトーシス細胞数が有意に高かったと報告されている。今回の結果では、 AuNPl.OnM投与と

X線照射4Gyの併用が、X線単独照射4Gyと比較し、アポトーシス誘発効果の増強を示したため、AuNPl.OnM 

投与が放射線誘発アポトーシスを増強するのに十分であることを示した。放射線誘発アポトーシスは、

放射線照射後の主要な細胞死のメカニズムの 1つと考えられており、 DNA修復や細胞周期停止および細

胞老化、アポトーシスに関連するとされている。しかし、 X線照射に対する組織特異的応答、 X線照射

によって活性化されるアポトーシスの調節を決定する細胞因子、および特定の状況下での放射線誘発ア

ポトーシスの背景機序は未だ解明されていない。

本研究は、頭頸部扁平上皮癌細胞において、放射線感受性に対する生物学的応答を研究したものであ

るが、従来ほとんど行われなかった 金ナノ粒子の放射線感受性や細胞傷害性について重要な知見を得

たものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があ

ると認める。




