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緒 言

近 年,温 熱療 法 は癌 の 集 学 的治 療 の一 つ と し

て 注 目され て い る.細 胞 に 温熱 処 理 す る と殺 細

胞効 果 を示 し,処 理 温度 と処 理 時 間 に依 存 して

い る1).温熱 の殺 細胞 効 果 は細 胞 の種 類や 温 熱 の

処理 方 法 に とっで そ の反 応 が 異 な る し,細 胞 の

環 境例 えば 温熱 処理 時のpH2),3),栄 養 状 態4),酸

素 の供 給状 態5)に左右 され る.温 熱 に対 す る細 胞

学 的研 究 は 温熱 治療 時の 生体 内 の腫 瘍環 境 を類

推 し,そ の状 態 をin Vitroで 検 討 され て い る.

温 熱 は放射 線 との併 用 で増 強効 果 が あ るこ とが

知 られ て お り6),ま た,制 癌 剤 との併 用 で よ り効

果 が増 強 され て い る7-10).

一 方
,生 体 が 温 熱 に さ ら され る と生体 は温 熱

に対 し防護 反応(熱 耐性)を 示 す11-13).臨 床 で

の 温熱 療 法 で腫 瘍細 胞が 熱 耐性 を獲 得す るこ と

は 治療効 果 の低 減,あ るい は治 療 の 方法 が制 限

され る.従 って,こ の 熱 耐性 の 発 現機 序 を明 ら

か にす るこ とは よ り有 効 な 温熱 治療 を行 う上 で

重要 な こ とであ る.

熱 耐 性 の発 現機 構 に関 す る研 究 は 主 に培 養 細

胞 を使 用 して行 わ れ てお り,温 熱 処 理 に伴 い細

胞 内に 出現 す るheat shock protein (HSPs)

と熱 耐性 との関 連 が注 目 され て い る14-17).熱 耐

性 が 発 現 され る際,細 胞 内 に合 成 され るHSPs

の種 類 と出現 す る時 間が 幾種 類 の細 胞 で研 究 さ

れ て い る.NIH 3 T 3細 胞 は温 熱 に対 し大 きな耐

熱 性 を発 現 す る こ とが 認 め られ てお り,そ の 熱

耐 性 は セ フ ァ ラ ンチ ン,ベ ラパ ミー ル,グ リチ

ル リチ ン及 びケ ル セ テ ンに よ っ て抑制 され る こ

とが報 告 され て い る18-20).ま た,ケ ル セ チ ン は

特 殊 な細 胞 内 タ ンパ ク質 の 合 成 を阻 害 し熱耐 性

を抑 制 す る と考 え られ て い る20)21).

一 方
,細 胞 は温 熱 に対 して 細 胞周 期依 存性 が

あ り放 射 線 に低 抗性 のS期 が 温熱 に感受 性 が高

い こ とか ら併 用 の 有用 性 が 報告 され た19).ま た,

S期 細 胞 は 比較 的緩 い温 熱 処理(42℃)に よ っ

て もS期 の移 行 が 阻害 され る し,G2-blockが 惹

起 され る1),22-23).しか しなが ら,温 熱 処理 後 の細

胞 の動 態 と熱 耐 性 の発 現 の 関連,並 び に 熱耐 性

の発 現 の細 胞 周期 依 存 性 に付 い ては 未 だ 明 らか

で な い.

温熱 処理 後 の細 胞 の動 態 の 変動,温 熱 に対 す

る細 胞周期 依 存 性,熱 耐 性 の発 現様 式 及 び細 胞

周 期依 存 性 につ いて検 討 を加 えた.

材 料 と 方 法

1.　細 胞

使 用 した細 胞 は,NIH 3 T 3細 胞(Thomas

 Jefferson大 学Renato Baserga教 授供 与)で

あ る.培 善 は,Dulbecco's modified Eagle

 medium(日 水 製薬)にPenicillin(100単 位/ml)

(明治 製 菓)お よび10%仔 牛 血清(Gibco)を 添

加 した培養 液 を使 用 し,細 胞 は105個/シ ャー レ

(Falcon)で 継 代 培養 し,37.0℃ で5%CO2+

95%airのCO2イ ンキ ュベ ー ター で培養 した.

対数 増 殖期 の実 験 開 始48時 間 前 に播 種 した.同

調 細胞 は1%仔 牛 血 清 で4日 間 培養 す る こ とに

よっ てG0期 細 胞 を作 成 した24).

2.　細 胞 周期 の分 画 の測 定

細胞 当た りのDNA量 の測 定 はPropidum
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lodide (PI) (Sigma)染 色 を行 いそ の蛍 光 量 を

Flow Cytometry (FCM; EPICS 753型)を 用

いて 測 定 した.測 定 標 本 の作 成 は 次 の如 くで あ

る.対 数増 殖 期 の細 胞 を温度 処 理 を行 っ た後 ト

リブ シンにて単 一 細 胞 とし,冷Phosphate Buffer

 Saline (PBS)に て 洗條 し,冷70%エ タ ノー ル で

固定 し,-20℃ で24時 間保 存 した.遠 心(1,000

 rpm, 5分)に よ りエ タノー ル 除去 後,PBSで

洗條 後PBSに て 細 胞 を浮遊 させ,こ れ に等 量

の1%RNase (Sigma)液 を加 え37℃,30分 間

incubation後,RNaseを 除去 す るた めPBSで

洗滌 した.再 びPBSに 細 胞 を浮遊 させPIを

50μg/mlに な る よ うに添 加 し,40μmナ イ ロ ン メ ッ

シュ で濾 過 した.FCMは,488 nmで 励 起 し530

 nm以 上 の 蛍 光量 を測 定 し,10,000個 の細 胞か ら

DNAヒ ス トグ ラム を得 た.こ の ヒス トグラムか

ら細 胞周 期 の各 分 画 を求 め た10).

a　 処理時間を一定にした熱耐性の発現

b　 2回 目処理時間を一定にした熱耐性の発現

c　 G1あ るいはS期 細胞の熱 耐性の発 現

図1　 温熱耐性の発現 を観察す る45℃分 割の処 理順

3.　加 温

加 温処 理 は25cm2フ ラス コ(Nunc)に 細 胞 を播

種 し,密 栓 した の ち恒 温水 槽(大 洋科 学)に 浸

け て行 っ た.温 度 は基 準 温度 計 で 計測 し,温 度

は ±0.05℃ で コン トロー ル され た.

4.　熱 耐 性 の発 現 の 測 定

温熱 処 理 を行 っ た後 細 胞 を37℃ に放 置 し再 び

温 熱処 理 を行 う と,初 回 で の温 熱 に対 す る感 受

性 に 比較 して2回 目の 温 熱 に対 して は抵 抗性 を

示 す.本 実験 で は初 回,2回 目の温 熱処 理 に45℃

を使 用(45℃2分 割 法)し 熱 耐 性 の発 現 を測定

した.実 験 の 温 度処 理 の 方法 は図1の 如 くで あ

る.

5.　 細胞 の生 存率

細 胞 の温 熱 に 対す る感受 性 は コ ロニー 形 成法

を使 用 した生 存率 か ら測 定 した.温 熱 処 理 した

細 胞 を シャー レ(細 胞 周 期 で の熱 感受 性 を観 察

した場合 は フ ラス コを直 接使 用)に 播 種 後,CO2

 incubator中 にて10日 間培 養 した.コ ロニー はホ

ルマ リンで 固定 後 ギ ムザ 染 色 し細 胞数50個 以上

図2　 温熱処理後の細胞周期の変動

温熱処理はa;43℃60分,c;45℃10分 処理 を示 す.

○;G1期 細胞,●:S期 細胞,△;G2+M期 細胞
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の コロニ ー数 を計 測 し,コ ン トロー ル に対 す る

比 か ら生 存率 を求 め た.

結 果

1.　各 種 温 度処 理 に伴 う細 胞 周期 の変動

対数 増 殖期 の細 胞 に43℃60分,44℃20分,40

分 及 び45℃10分 処 理 後 の細 胞 周期 の変動 を観 察

した.播 種 後48時 間(コ ン トロー ル)の 細胞 周

期 でG1, S, G2+M期 の分 画 は それ ぞれ36, 40,

 24%で あった.44℃20分 の温 熱処 理 を行 うとG2+

Mの 分 画 が 蓄積 し(G2ブ ロ ッ ク),処 理 後16時

間 には ピー ク とな り,そ の後 減 少す るS期 の細

胞 は温熱 処 理 直後 か ら僅 か な増加 が観 察 され,

処 理 後8時 間 か ら減 少 す る.G1期 分 画 は 温熱 処

理 直 後 か ら減 少 し,処 理後16時 間 か ら増加 す る

(図2b).43℃60分,45℃10分 の処 理 で もほぼ

同様 な結 果 が得 られた(図2a,c).ま た,44℃40

分 処理 では20分 処 理 に 比較 して効 果 が増 強 され,

温熱 処理 後40時 間にG2+M分 画の増 加 が続 いた

(図3).

2.　43℃,44℃ 及 び45℃ 処 理 に よ る殺 細 胞作 用

43℃,44℃ 及 び45℃ 連 続処 理 に よ る殺 細 胞効

果 を観 察 した.横 軸 に温 熱処 理 時 間,縦 軸 に生

存率 を対数 で示 す と図4の よ うに処 理 時 間 が短

い所 で肩 を持 つ 直線 とな る.生 存率10%に す る

43℃,44℃,45℃ の処 理 時 間 は それ ぞ れ140分,

74分,27分 で あ り,43℃,44℃,45℃ と処 理 温

度 を増加 させ る と曲線 の 勾 配 が急 峻 とな る.

図3　 温熱 処 理(44℃40分)後 の細 胞周期 の変動

○;G1期 細胞,●;S期 細胞,△;G2+M期

細胞

3.　細 胞 密 度 と温 熱 感受 性

対数 増 殖 中 の細 胞 をフ ラ ス コ(25cm2)当 た り

の 細胞 数 を変 え て播種 した後24時 間後 に45℃30

分処 理 し,そ の 殺 細胞 効 果 を観 察 した.7×104

細 胞/25cm2か ら1.6×105細 胞/25cm2で は生 存 率 は

8%で は一 定 で あ るが,細 胞 の 播種 密 度 が増 加

す る と生 存率 が増 加 す る.4.6×106細 胞/25cm2か

図4　 43℃,44℃ 及 び45℃ 処 理 に よ る殺 細 胞 効 果

●;45℃,○;44℃,△;43℃

図5　 細胞濃度 の違 いに よる温熱感受性

対数増殖期 の細 胞をフラスコ当た り7×104か

ら2×107細 胞を播種 した後24時 間に45℃30

分 間処理 後生存率 を観察 した.
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図6　 トリプ シン処理後の熱感受性 の変化

トリプ シンにて対数増殖 中の細胞 を単一 細胞

とし,1000個/フ ラスコを播種 した後各時間に

45℃30分 処理 した後の殺細胞効果 を示 す.

図7　 45℃2分 割 におけ る熱耐性の発現

45℃ の初 回加 温(10分,20分,30分)後,37℃

にいろいろな時間放 置 し,再 び45℃ の2回 目

加 温(70分,60分,50分)後 生存率 を観 察 し

た.

○;45℃10分 →37℃(各 種 時 間)→45℃70分,

●;45℃20分 →37℃(各 種 時 間)→45℃60分,

△;45℃30分 →37℃(各 種時間)→45℃50分

ら2×107細 胞/25cm2で は再 び一定 とな る(図5).

4.　 トリプ シ ン処 理 後 の 熱感 受 性 の 変 化

トリプ シ ンに て対 数 増 殖 中 の細 胞 と し,1,000

個/フ ラ ス コを播種 した後 各時 間に45℃30分 処 理

し,殺 細胞 効 果 を観 察 した(図6).細 胞 を フ ラ

ス コに 播種 後4時 間 まで生 存率 の増 加 が 認め ら

れ,ト リプ シ ンの作 用 は処理 後4時 間 に消 失 す

る.

5.　 熱 耐性 の発 現

45℃2分 割処 理 に よ る熱耐 性 の 発 現 を観 察 し

た.45℃ 温熱 処理 を80分 と一 定 に し,初 回の処

理 を10,20,30分 と し2回 目の処 理 時 間 を それ

ぞれ70分,60分,50分 処理 を行 っ た(図1a).

初 回 と2回 目の 間 の37℃ に 置 く時 間 を変 化 させ

た ときの生 存率 を図7に 示 す.熱 耐 性 が最 大 に

な るの は10分 処理 で は6時 間,20分 処 理 では処

理 後12時 間,30分 処 理 では処 理 後24時 間 であ っ

た.熱 耐性 は ピー クに達 した後 減 少 す る.初 回

の 処理 時 間が 短 い(細 胞 に対 す る温 熱 障害 が少

ない)程,熱 耐 性 の消 失 時 間 が早 か っ た.

一 方
,2回 目の処 理 時 間 を60分 と一定 に し,

初 回の処 理 時 間10分,20分 と変 え,そ の効 果 を

図8　 45℃2分 割に おける熱 耐性 の発現

45℃ の初回加温(10分,20分)後,37℃ にい

ろい ろな時間放置 し,再 び45℃ の2回 目加 温

(60分)後 生存率 を観 察 した.

○;45℃10分 →37℃(各 種 時 間)→45℃60分,

●;45℃20分 →37℃(各 種時間)→45℃60分
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図9　 温熱感受性の細胞周期依存性

1%血 清 でつ く られ たG0細 胞 をFresh

 DMEM(10%血 清 を含 む)で 刺激 し,細 胞の

分裂 周期 を進行 させ た.刺 激後10時 間か らS

期細 胞が出現す る.G0細 胞 を刺激後各時間に

45℃30分 間処理 後生存率 を観 察 した.

比較 した(図1b).図8に 示 す よ うに 熱耐 性 の

ピー クに達 す るの は10分 処 理 で6時 間,20分 処

理 で12時 間 であ っ た(図8).初 回 の処 理 時 間 が

短 い程,熱 耐性 の消 失 時 間が 早 か った.

6.　 細胞 周期 と熱 感 受性

G0細 胞 を10%仔 牛 血 清 を含 むfresh DMEM

で刺 激 した後,各 時 間 に45℃30分 処 理 後 に生 存

率 を観 察 した.刺 激 直後 か ら刺 激後10時 間 まで

はほ とん どの細 胞 がDNA量2cのG1期 に あ

る.対 数 増殖 期 野 細 胞 で は45℃30分 処 理 で は生

存率 は約6%(図4)で あ るがG1期 の 生存 率 は

28～20%で あ り,細 胞 がS期 に入 る と生 存 率 が

低 下 し刺 激後18時 間 に は生 存率 は3%で あ っ た

(図9).DNA合 成 が 始 ま る と温 熱感 受 性 が 増

加 した.

7.　 G1期 細胞 とS細 胞 の熱 耐性 の発 現

G1期 細 胞(G0細 胞 を刺 激 後6時 間)とS細 胞

(G0細 胞 を刺 激 後18時 間)と45℃10分 の前 処 理

図10　 G1期 細胞 とS細 胞の熱耐性 の発現 の違 い

G1期 細胞はG0細 胞 を10%仔 牛血清 を含むFresh DMEMで 刺激後6時 間の細胞で,S期 細胞 は刺 激後

18時 間の細胞 である.そ れ ぞれの細胞 の温熱感受性(○)と 熱耐性 を獲得 した細胞の温熱感受性(●) .

熱耐性 の測定は それ ぞれの細胞 に初 回加温(45℃10分)後,37℃6時 間放 置 し,2回 目加温 として45℃

処理 を行 い生存率曲線 を求め た.

a;G1期 細胞,b;S期 細胞



682松 原 伸 一 郎

に よ り熱耐 性 を獲得 したにG1,S期 細胞 の45℃

に対 す る生 存率 曲線 を求 め た.図10(a)はG1期 細

胞,(b)はS期 細 胞 を示 す.こ れ らの 生存 率 曲 線

か ら外 挿値,直 線 の 勾配(D0)及 び 肩 の大 き さ

(Dq)を 求 め る と表1の よ うに な る.G1期 の 細

胞 よ り低 か っ た.し か しなが ら,熱 耐性 を獲得

したS期 の細 胞(SR)のD0はG1期 の細 胞 よ り

大 きか った.従 って,初 回の 曲線 と2回 目の 比

を求 め る と,S期 細 胞が いず れ の数値 と も大 き

くな る.

表1　 G1期 細胞 とS期 細胞の熱耐性の発現の比較

注　 外挿値,D0, Dq値 は図9の 生存率 曲線 か ら求め

た.G1R, Sp:そ れ ぞれの耐性獲得細胞

考 察

温 熱 に よ る細 胞 の殺 細 胞 効果 は,細 胞 を温 熱

処 理 す る と きの 環境 で大 き く左 右 され る2-5).そ

の上,細 胞 は温 熱 で一 度 処 理す る と,次 回 の温

熱 に対 して耐 性 を示 す11-13).従 って,癌 の温 熱

療 法 で,腫 瘍 細 胞 が熱 耐 性 を獲 得 す る こ とは臨

床 で の治 療 方法 の制 限,治 療 効 果 の 低 減 とな り,

良 好 な成績 を得 る上 で大 きな問題 とな って い る.

固 形腫 瘍 に お け る治 療 時 の腫 瘍 細 胞 の環 境 をい

ろ い ろ と考 え て,in Vitroの 培 養 細 胞 を使 用 し,

実 験 が 進 め られ てい る.

培養 細 胞 を使 用 す る場合 に は温 熱 を処 理 す る

と きの細 胞 へ の実 験 条 件 を一定 に しなけ れ ば な

らな い25).温 熱 を処理 す る ときの 細 胞 の濃 度(細

胞密 度)で 影 響 され るか どうか を検 討 した.sparse

な状 態 とdenseな 状 態 で は同 じ温 熱処 理 で もそ

の効 果が 異なる(図5)こ とか ら本 実 験 ではsparse

な 条件 を使 用 した.ま た,膜 修 飾 剤 は 温 熱 に対

す る増 感 作 用が 認 め られ てお り26),また,実 験 で

は ト リプ シ ン処 理 に よ り単 一 細 胞 に す る こ とか

ら,ト リプ シン効 果 を観 察 し,細 胞 が播 種 後 完

全 に フ ラ ス コ面 に付 着す るま での 間 に温 熱処 理

す る と生 存率 に影 響 す るこ とが 観察 され た.こ

れ らの こ とを考 え に入 れ て,本 実験 を遂 行 し,

温 熱処 理 に と もな う細 胞 周期 の 変動 と熱 耐性 の

発 現 につ いて,及 び温熱 に対 す る細 胞周 期依 存

性並 び に熱 耐性 の発 現 の細 胞 周 期依 存性 につ い

て検 討 した.

温熱 に対 す る感 受 性 は い くつ か の細 胞 で報 告

され て い るが11-13)22),実 験 で使 用 したNIH 3 T

 3細 胞 は温 熱 に対 して 比較 的 抵 抗性 を示 す 細胞

で あ る20)(図7,8).そ の上,こ の細 胞 は熱耐

性 の発 現 は大 きい細 胞 であ るこ とか ら20),本実 験

を遂行 す るに有 用 な細 胞 で あ る と考 え られ る.

温熱 の殺 細 胞効 果 か ら観 察 す る と細 胞 周期 に

よ る依 存性 は,CHO細 胞 でS期 後 半 に 入 る と感

受 性 が増 加 す る こ とが 認 め られ て い る6).著者 の

特 殊 な条 件 で作 成 したNIH 3 T 3細 胞 の同調 細

胞 で も同様 に細 胞集 団 がS期 に入 る と温 熱感 受

性 が 高 ま る(図9)こ と を認 め た.

一 方
,熱 耐 性 の発 現 は処 理 時 の 障 害が 大 きい

ほ ど遅 くま で持 続 し,45℃10分 処理 す る と処 理

後72時 間 に おい て耐 性 が 消失 す るが,30分 処 理

では 耐性 が まだ 発現 され て い る(図8).細 胞 回

転 の進 行が遅 い と熱 耐 性 の消 失は遅 い ことか ら25)

か ら,温 熱 処 理 後 の細 胞 周期 の 回転 と熱 耐 性 の

消 失 が 密接 に関 係 して い るこ とが 考 え られ る.

対数 増殖 してい る細 胞が 温熱 で処 理 され ると,

細 胞 周期 の進 行 は各 時 期(stage)の 細 胞 で感受

性 が 異 な り,G1期 は余 り影響 され ないが,S期

の細 胞 は遅 延 す る.G2期 で はG2-blockが 引 き

起 こ され る1).本 実 験 で も加 温処 理43,44,45℃

いず れ の場 合 の 温熱 処 理 直後 か らG2期 の 蓄積,

S期 の蓄 積 が 観 察 され た(図2).そ の 上,加 温

処 理 時 間が 長 くな る とその 障害 も大 きくな る(図

3).45℃10分 処 理 でS期 分 画 は処 理 後12時 間 ま

で微 増 が続 き,そ の 後減 少 す る(図2b),45℃

2分 割 に よ り,熱 耐 性 を観 察 す る と45℃10分 処

理 で熱 処理 後6時 間,20分 処 理 で12時 間 に耐 性

が ピー クに な る(図3).こ の時 間 は,細 胞 周 期

ではS期 細 胞 の分 画 が もっと も多い 時期 であ る.
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1回 の 温熱 処理 で はS期 の細 胞 が もっ とも温熱

感 受性 が高 い こ とか ら(前 述),2回 目の 温 熱処

理 時 に細 胞 集積 に よ り耐性 を現 した の では な い

こ とが 明 らか に な っ た.

従 来,各 細 胞周 期 に お け る熱 耐性 発 現 は 明確

に され て い ない.そ こで,著 者 は 同調 培養 に よ

りS期,G1期 細 胞の 熱 耐性 の発 現 を比 較 した.

45℃10分 の 前処 理 後6時 間 の耐 性 をG1,S期 細

胞 で測定 し,S期 細 胞 の耐 性 の 発現 よ りは大 き

い こ と を認 め た(図1,表1).こ の結 果 は熱 耐

性 の発現 が 大 きい時 に 細胞 周期 のS期,G2期 細

胞 の 蓄積 が あ るこ とか ら,熱 耐性 の発 現(2分

割2回 目の 温熱 処 理)で は,S期 細 胞 も異 な っ

た条件 に変 化 して い る と考 え られ る.す なわ ち,

熱 耐性 発 現 に も細 胞 周期 依 存 性 が あ り,各 時 期

(特にS期)で 行 わ れ る細 胞 内代 謝 と密接 に関

連 して い る こ とが 示 唆 され た.

温熱 に よ る耐 性 の 発 現 はHSPsの 産 生(特 に

72kDaの タンパ ク質)と 深 く関係 して い る と考

え られ て い る27)が,こ れ らの タンパ ク質の合 成 が

温 熱 の刺 激 に よ ってS期 に よ り盛 んに行 われ て

い る可 能 性 が示 唆 され る.熱 耐性 を抑制 す る ケ

ルセ チ ンは17,47,72kDa等 の い くつ か の タンパ

ク質 の合 成 を抑 制 し,72kd HSPsの 合成 を阻 害

が 熱耐 性 を抑制 す る と考 え られ28),ま た,低 濃 度

ではS期 細 胞 の進 行 を抑 制 す る と考 え られ る21).

従 って,G0, G1期 の細 胞 がDNA合 成 等代 謝 が

盛 ん で あ り,1回 温 熱処 理 で は感 受 性 が 高 いけ

れ ど も,温 熱 に よ り引 き起 こ され る障害 にS期

.細 胞 は早 く対応 し,大 きな熱耐 性 を示 す こ とが

考 え られ,今 後,こ れ ら72kDa HSPsの 合 成 と

細 胞周 期 の変 化 との 関連 を明 らか にす るこ とは

熱耐 性 の 発現 機 構 を解 明す る上 で興 味 あ る問 題

で あ る.

結 論

温 熱療 法 の基礎 的 問題 を解 決 す るた め にマ ウ

スNIH 3 T 3細 胞 を使 用 し,温 熱 処 理 に と もな

う細 胞 周期 の変 動,温 熱 感 受性,細 胞 周期 の 変

動,温 熱 感受 性,細 胞周 期 の 変動,温 熱 感受 性,

細 胞 周期 で の温 熱 感受 性,細 胞周 期 に よる温 熱

耐 性 の 発現 につ い て検 討 を加 え,次 の よ うな知

見 を得 た.

1.　対数 増 殖 期 の細 胞 に43℃60分,44℃20分

及 び45℃10分 の 温熱 処 理 を行 う と細 胞 周期 のS

期 の細 胞 は僅 か な蓄 積 が あ り,同 時 にG2+M期

の分 画 の蓄 積(G2-block)が 認め られ た.こ れ

らのS期,G2+M期 の進 行 の 障害 は 処理 す る時

間が 長 くな る と(44℃40分),そ の効 果 が 大 きい.

2.　 対数 増 殖期 の細 胞 に43℃,44℃ の温 熱 処

理 を行 い生 存率 を観 察 した.処 理 温 度 が高 くな

る と殺 細胞 効 果 が大 きい.

3.　 温熱 を処 理 す る と きの 細 胞 密 度 が4.6×

106/24cm2以 上 では1.8×106/25cm2以 下 と比 較 し

て温 熱 の殺 細 胞効 果 が 小 さ くな る.

4.　 細胞 を ト リプ シ ン処 理 す る と,処 理 後 の

時 間 で 温熱 の 殺細 胞 効 果 が 異 な り,処 理 後4時

間 に は効 果 が 消失 す る.

5.　45℃2分 割 にお け る熱耐 性 の 発現 の 状 態

を観察 す る と,処 理 時 間 が一 定(80分)の 場 合,

初 回処 理 時 間 が短 いほ ど耐性 が 最 大 に な る時 間

が 遅 れ,2回 目処 理 時 間 を一 定 にす る と初 回の

処 理 時 間が 少 な い程 回復 が早 い.

6.　温 熱 に対 す る細 胞 周期 依 存性 を観 察 す る

と,S期 に な る と温 度 感受 性 が 高 い.

7.　細 胞 周期 でS期 細 胞 の熱 耐性 の発 現 は,

G1期 細 胞 の発 現 よ りは大 きい.

以上 の結 果 か ら,温 熱 処 理 に伴 う細胞 動 態 の

変 動 と細 胞 の 温熱 耐 性 の発 現 の 関連 につ いて 若

干 の考 察 を加 え た.
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The relationship between thermotolerance and changes
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To examine the appearance of thermotolerance in a random growing population, changes 

in cell cycle fractions after hyperthermia, thermosensitivity and thermotolerance during the 

cell cycle were studied in mouse NIH3T3 cells.

Progression of S phase cells was disturbed slightly and a marked increase of G2+M cells 

fraction (G2-block) was observed after heating (43•Ž 60min, 44•Ž 20min, 40min, and 45•Ž 10

min).

Maximum thermotolerance after 10, 20, and 30min at 45•Ž appeared at 6, 12, and 24 hrs 

after heating, respectively.

G0 cell stimulated with fresh medium containing 10% calf serum, entered into the G1 and S 

phase. When these cells were exposed to 45•Ž for 30min at each point after stimulation, the 

thermosensitivity to heating changed with progression of time after the stimulation. S phase 

cells showed the highest thermosensitivity.

Thermotolerance of S phase was larger than that of G1 phase.

The mechanisms involved in the appearance of thermotolerance were discussed.


