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研究成果の概要（和文）：放射線（光子線、陽子線、炭素イオン線）照射におけるがんの転移メカニズムを分子
生物学的に解明した。1回線量、効果が高い線質、顕著に効果がみられる遺伝型、細胞コンディションなどの指
標を各がん種で求め、データベース化した。
肺がん、乳がん、膵がん細胞株に対しγ線、陽子線、炭素イオン線を照射し、細胞浸潤能への影響を検討し、γ
線照射に比べ、炭素イオン線は浸潤能の抑制効果が、がん種に関係なく見られることが示唆された。マウスの尾
静脈からγ線および炭素イオン線照射72時間後の乳がん細胞、膵がん細胞、肺がん細胞を接種し、肺転移能を調
べ、炭素イオン線照射細胞を接種されたマウスの肺転移は有意に抑制される結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of cancer metastases induced by irradiation (photon, proton, 
and carbon ion beams) were elucidated from a molecular biological perspective. The indices such as 
line dose, irradiation type, genotype with pronounced effect, and cell condition were determined for
 each cancer type and compiled into a database.The effects of γ-ray, proton, and carbon-ion 
irradiation on the invasive potential of lung, breast, and pancreatic cancer cell lines were 
investigated, and it was suggested that carbon-ion irradiation had an inhibitory effect on invasive 
potential compared to γ-ray, regardless of cancer type. The lung metastasis was examined by 
inoculating breast, pancreatic, and lung cancer cells from the tail vein of mice after 72 hours of 
γ-ray and carbon-ion irradiation, and the lung metastatic potential was significantly suppressed in
 mice inoculated with carbon-ion irradiated cells.
We provided a molecular biological suggestion for the radiotherapy methods to prevent metastases.

研究分野：放射線腫瘍学

キーワード： γ線　炭素イオン線　陽子線　細胞浸潤能　転移能
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、光子線は局所制御を高め、隣接正常臓器への過照射を避けるため、強度変調放射線治療（IMRT)や低位放
射線照射が急速に普及してきている。更に、炭素イオン線や陽子線といった粒子線を用いた放射線治療により、
今まで治療成績が不良であった腫瘍に対しても、良好な治療成績が得られている。外科、化学療法を含む集学的
な局所療法の進歩で、良好な局所制御がなされるようになっている現在においても、今なおがんの遠隔転移は最
大の課題であり、がん転移の有無は生存率に大きく影響し、がん患者の予後に関わる。
初期治療からの放射線治療において転移予防を視野に入れた放射線治療法の開発として、本課題は分子生物学的
示唆を与えた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



表 1: X線、炭素イオン線、陽子線が細胞遊走・浸潤能に与える影響の比較 
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当時の状況として、光子線は局所制御を高め、隣接正常臓器への過照射を避けるため、強度変調放射線治
療（IMRT)や低位放射線照射が急速に普及している時期であった。更に、炭素イオン線や陽子線といった粒子線を用
いた放射線治療により、今まで治療成績が不良であった腫瘍に対しても、良好な治療成績が得られるようになった。
しかし、外科、化学療法を含む集学的な局所療法の進歩で、良好な局所制御がなされるようになっている状況におい
ても、今なおがんの遠隔転移は最大の課題であることには変わりなかった。がん転移の有無は生存率に大きく影響し、
がん患者の予後に関わる。よって、初期治療からの放射線治療においても転移予防を視野に入れる必要があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、放射線（光子線、陽子線、炭素イオン線）照射におけるがんの転移メカニズムを分子生物学的に
解明すると同時に、機能解析、in vivo 実験へと進めることにより、遠隔転移抑制を視野に入れた放射線治療成績向上
のための具体的な生物学的因子を考慮した指標（1 回線量、効果が高い線質、顕著に効果がみられる遺伝型、細胞コ
ンディションなど）を各がん種各で求め、データベース化することを目的として開始された。 
 
３．研究の方法 
 X線照射は大阪大学医学部保健学科の４MVLiniacで、γ線照射は大阪大学医学部医学科ガンマセル（137Cs）で、炭
素イオン線は放射線医学総合研究所 HIMAC（290 MeV/u）で、陽子線は兵庫県立粒子線治療センター（190 MeV/u）
で行った。殺細胞効果はコロニーアッセイを、浸潤能はMatrigel invasion assayを遊走能は boydenchamber assayを用い
た。また、タンパク発現解析は westernblotで、遺伝子発現解析は、qRT-PCRで行った。マウスモデルとしてメス６週
齢の Balb/cマウスを用いた。 
 
４．研究成果 
①様々な癌種における光子線・粒子線の細胞遊走能、浸潤能の比較 
各種細胞株（肺がん：A549, EBC-1、乳がん：MDA-MB-231、膵がん：AsPC-1, Panc-1、血管内皮細胞：HUVEC, 

ECV304）に X線、炭素イオン線、陽子線を段階的に（0.5, 2, 10 GyE）照射し、それぞれの細胞株がもつ遊走能、浸潤
能を比較検討した。Non-IR（非照射細胞）の結果を 1.00として、その他の線量を照射した場合の結果を相対値で示し
た。1.00 よりも値が大きい場合、細胞遊走能・浸潤能が亢進している事となる。結果、γ 線照射された細胞の遊走能、
浸潤能は低線量で亢進したが、炭素イオン線照射では抑制されていた。陽子線を照射された細胞は、低線量でこれら
の能力が亢進、高線量で抑制された（表 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
②重粒子線の LETの違いによる殺細胞効果ならびに細胞浸潤能に与える影響 
ヒト乳がん細胞 MDA-MB 231に対する炭素イオン線照射後のコロニー形成試験の結果を Fig.1に示す。その結果、

LET15 keV/μmの条件に比べて、50, 85 keV/μmの LETを持つ炭素イオン線の方が、同じ線量であっても殺細胞効果が
高いことが分かった。しかし、50 keV/μmと 85 keV/μmの間には、有意な殺細胞効果の差は、なかった（Fig.1B）。 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

Fig.1 乳がん細胞 MDA-MB 231におけ
る LET 別照射による細胞生残率の違
い。A. 各条件のコロニー形成の様
子。B.細胞生残率曲線。横軸に線量、
縦軸に細胞生残率をプロットした。 



次に各 LETにおける細胞浸潤能を検討した結果、殺細胞効果が同程度であった 50, 85 keV/μmの間に有意な差はみら
れなかったが、線量依存的に浸潤細胞数が減少していることが分かった（Fig.2 A, B）。更に、同一の細胞生残率（70%生残）と
なる様に、各 LET の条件下で細胞に照射し細胞浸潤能を比較検討した。その結果、同一の細胞生残率にも関わらず LET 依
存的に細胞浸潤能が抑制された（Fig.2 C, D）。これらの細胞実験を基に、LET依存的に細胞浸潤能が抑制される現象に対
する分子メカニズムを探索した。 
様々な予備実験を経て、小胞体ストレスマーカーである eIF2αと calmodulinの発現に着目することとした。タンパク
発現解析の結果、炭素イオン線照射された細胞の calmodulinの発現が、線量依存的に抑制されていた（Fig.3 A）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、細胞内カルシウム濃度と関わり、細胞浸潤に関わる Rhoファミリータンパクである RhoAならびに Rac1の発
現を検討した。すると，RhoA ならびに Rac1 の活性型発現が抑制された（Fig.3 B）．最後に，細胞方向性を決定する
因子である細胞内小器官であるゴルジ体の位置を検討した。すると、細胞運動の方
向に向くはずのゴルジ体の向きが，炭素イオン線の LET依存的に均一性を失ってい
た（Fig.3 C）。 
本実験結果より、LET が、がん浸潤能の抑制に寄与することが示された。また、
そのメカニズムは、炭素イオン線照射によって、細胞内カルシウム濃度調節に関与
する Calmodulinの抑制を介して、細胞運動ならびに浸潤能に関わる Rhoファミリー
タンパクの抑制であった。今後の炭素イオン線治療において最適な照射条件(LET)
の選定を行なう事は、殺細胞効果の観点だけでなく、転移抑制効果の面で重も要な
因子となる事が示された。 

 

 
③ピタバスタチンの細胞浸潤能制作用 
 先行研究により、コレステロール改善薬の 1 種であるピタバスタチンに抗転移効果があることが分かった。そこで、
放射線と併用する事で、更に細胞浸潤が抑制できるか否かを検討した。乳がん細胞株MDA-MB-231に対して、γ線 0.4, 
1 Gyもしくは炭素イオン線 0.1, 0.25 Gyを照射し、24時間後の細胞浸潤能を観察した。また、ピタバスタチンを 1 μM
投与した照射群を非投与群と比較検討した。その結果、γ 線、炭素イオン線ともにピタバスタチン併用群で有意な浸
潤抑制効果がみられた（Fig. 4A）。特に、炭素イオン線単独でも細胞浸潤抑制効果がみられるが、ピタバスタチンを
投与すると、更に浸潤能を抑制できることが示された。この結果を基に、マウス尾静脈よりがん細胞を接種する、肺
転移モデルを用いて、細胞実験と同様の結果が得られるか否かを検討した。その結果、γ 線、炭素イオン線共にピタ
バスタチン併用群で有意に肺転移が抑制された（Fig. 4B）。 
 次に、ピタバスタチンの効果を阻害する事で細胞浸潤能がリカバリーするか否かを検討した。その方法として、ピ
タバスタチンの抑制下流に存在する Mevalonateを加える事でカスケードを維持させる手法を用いた。ピタバスタチン
1μMにさらにMevalonateを 0.1μ Mを細胞に投与し、24時間後照射を開始した。さらに、照射 24時間後の細胞に対し
て細胞浸潤能を検討した。その結果、予測通り、ピタバスタチンと Mevalonate を同時投与された細胞の浸潤能は、γ
線、炭素イオン線照射どちらにおいてもリカバリーがみられた（Fig. 4C）。つまり、ピタバスタチンがもたらす浸潤
抑制効果は、放射線の効果と独立している可能性が考えられる。この細胞浸潤抑制効果のメカニズムとして、ピタバ
スタチンは基底膜分解酵素の 1つであるMMP-2 (matrix metalloproteinase-2)の活性を阻害することが分かった（Fig. 4D）。 

Fig.2 乳がん細胞 MDA-MB 231 における LET
別照射による浸潤細胞の違い。A. 各 LET条件
の細胞浸潤の様子。B.各 LET 条件における細
胞浸潤能。横軸に線量，縦軸に浸潤細胞数を
プロットした。C. 各 LETにおける同一細胞生
残率線量照射後の細胞浸潤の様子。D. 各 LET
における同一細胞生残率線量照射における細
胞浸潤能。横軸は、各 LET 値ならびに対応す
る線量、縦軸に浸潤細胞数をプロットした。 

Fig.3 乳がん細胞を用いた、LET依存性細胞浸潤抑制メカニズムの解析。A. eIF2αの
リン酸化発現、ならびに calmodulinの発現検討。B. 炭素イオン線照射による、Rho
ファミリータンパクに与える影響。C. 炭素イオン線の細胞運動に与える影響。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④Chk1 inhibitorの放射線誘発性がん転移亢進抑制効果  
かつてより放射線増感効果を期待されていた Chk1 の浸潤抑制効果を検証するために、薬剤単体で毒性を持たない濃
度をMTT assayにより算出した（Fig. 5A）。その濃度である 1 μMの PD 407824（Chk1 inhibitor）を添加し γ線照射し
た際の殺細胞効果を検討し、放射線増感効果を認めた（Fig. 5B）。更に、PD407824 を添加し、γ 線照射を行うと、0.5 
Gy照射により細胞浸潤能が増加する一方、PD407824を添加している場合、浸潤能が抑制した。その効果はChk1を阻
害する事でリカバリーする事も示された（Fig. 5E）。 
次に、PD407824がターゲットにしている細胞浸潤関連遺伝子をマイクロアレイ解析にて検討した。177個の候補遺
伝子があがった（data not shown）。その中でも、顕著な変化を示した S100A4遺伝子に着目することにした。まず qRT-
PCRにて、S100A4の遺伝子変化ならびに MMP-2の遺伝子変化を検討した。その結果、細胞浸潤の結果と同様の傾向
となった（Fig. 6A）。その結果を基に、ウエスタンブロット法を用いて、γ線照射ならびに γ線と PD407824の併用時
における S100A4の発現を検討した。また、MMP-2の活性も併せて検討した。その結果、γ線 0.5 Gyでは S100A4の
発現が亢進し、PD407824 併用すると S100A4 の発現は抑制された。MMP-2 の活性に関しても同様の結果となった
（Fig. 6B-E）。 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4 乳がん細胞 MDA-MB 231 にお
ける放射線とピタバスタチン併用に
よる浸潤細胞の違い。（*p<0.05, 
**p<0.001）有意差検定は student t-
test で行った。A. 各条件の細胞浸潤
の様子。横軸に線量，縦軸に浸潤細
胞数をプロットした。B.各条件にお
けるマウス肺の転移結節の割合とそ
の様子。横軸に各種条件、縦軸に転
移結節で占められる面積の割合をプ
ロットした。C. ピタバスタチンと
Mevalonate 併用にによる細胞浸潤能
の検討。横軸に条件、縦軸に浸潤細
胞の割合をプロットした。D. MMP-
2活性の検討。 

Fig.5 乳がん細胞MDA-MB 231における放射線と PD407824併用による浸潤細胞の違い。（*p<0.05, **p<0.001, †p<0.05, 
††p<0.001）有意差検定は student t-testで行った。A. PD407824の細胞毒性試験。横軸は、薬剤濃度、縦軸は細胞の相対
生残率。B.コロニーアッセイによる殺細胞効果。横軸に線量、縦軸に細胞生残率をプロットした。C. 放射線照射なら
びに放射線と PD407824併用の細胞増殖能に与える効果の検討。横軸に時間、縦軸に浸潤細胞の割合をプロットした。
D. 放射線照射ならびに放射線と PD407824 併用の細胞遊走能に与える効果の検討。横軸に線量、縦軸に浸潤細胞の割
合をプロットした。E. 放射線照射ならびに放射線と PD407824併用の細胞浸潤能に与える効果の検討。横軸に線量、縦
軸に浸潤細胞の割合をプロットした。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
最後にマウス肺転移モデルを作成し、PD407824 が放射線誘発性浸潤能を抑制できるか否かを検討した。マウスを未
処置群、γ線照射群、PD407824投与群、γ線薬剤併用群を作成した。放射線照射した細胞の中で 72時間生存している
細胞を照射後生存細胞として、尾静脈から投与した。 
その後、PD407824を 2.0 mg/kgの濃度で腹腔投与を毎日行った。その結果、PD407824群ならびに γ線薬剤併用群で
は、表面の肺転移結節がみられなかった。そこで、肺をパラフィン包埋し、薄切標本を作製する事で、微小な転移面
積を比較したところ、γ線薬剤併用群が最も転移を抑制していることが示された（Fig.7 A-C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究課題によって、光子線と粒子線、特に重粒子線のがん転移に与える影響がみえてきた。また、光子線で亢進
するがん転移関連因子を制御する因子も複数発見することができた。今後、これらのメカニズムを駆使し、がん転移
抑制を修飾した放射線治療法を確立していくことが重要である。 

Fig.6 乳がん細胞 MDA-MB 231 における放射線と PD407824 併用による浸潤関連遺伝子・タンパク発現の違い。
（*p<0.05, , †p<0.05,）有意差検定は student t-test で行った。A. qRT-PCR を用いた放射線と PD407824 併用による
S100A4ならびにMMP-2の変化。横軸は、線量、縦軸は遺伝子レベル。B.C.ウエスタンブロット法ならびにエンザ
イムアクティビティーアッセイによる S100A4と MMP-2の活性変化 D. E. PD407824阻害環境下でのウエスタンブ
ロット法ならびにエンザイムアクティビティーアッセイによる S100A4とMMP-2の活性変化。 

Fig.7 マウスを用いた肺転移モデルによる PD407824の転移抑制効果（*p<0.05, **p<0.001, †p<0.05, ††p<0.001）有意
差検定は student t-test で行った。A.各条件の肺転移の様子。B. 肺表面の転移結節カウントの比較。横軸は、各条
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値。 
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