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研究成果の概要（和文）：難治性の悪性腫瘍である膵癌に対する治療法としてオートファジーによる放射線抵抗
性に着目しクロロキンのドラッグリポジショニングによる放射線増感効果を探索した。膵癌細胞を用いてスフェ
ロイドを形成し、通常培地と低栄養状態の両方で照射とクロロキン投与を行ったがクロロキンによる生存率、サ
イズに大きな変化は見られず、放射線増感効果は見られなかった。また、オートファジー阻害効果も明らかでな
かった。一方でミトコンドリアのオートファジーであるマイトファジーについて検討したところ阻害作用が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：As a treatment method for pancreatic cancer, which is an intractable 
malignant tumor, we focused on radiation resistance by autophagy and searched for the 
radiosensitizing effect of chloroquine drug repositioning. Pancreatic cancer cells were used to form
 spheroids, which were irradiated and administered with chloroquine in both normal medium and 
undernutrition, but there was no significant change in survival rate or size due to chloroquine, and
 no radiation sensitizing effect was observed.Moreover, the autophagy inhibitory effect was not 
clear. However, another study suggested an inhibitory effect on mitochondrial autophagy, mitophagy.

研究分野：放射線治療

キーワード： 放射線生物学　膵癌　放射線抵抗性　オートファジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌の多くは切除不能であり、放射線治療抵抗性で予後不良であることから放射線増感効果に着目した抗腫瘍効
果の増強を探索する試みは重要と考える。オートファジーに着目した放射線増感剤の探索、機序解明を進めるこ
とで、放射線生物学的にも重要な研究と考えている。
本研究ではクロロキンによる増感効果、オートファジー阻害効果を明らかにすることはできなかったが、マイト
ファジーの阻害作用が示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 

膵臓癌は最も予後不良な悪性腫瘍の一つである。その理由として初期には症状が乏しく診断が

困難であるため、発見時には外科的完全切除が不能であることが挙げられる。一方、切除可能例

においても手術後の再発や転移が多く認められる。抗がん剤治療や放射線療法への期待は大き

いが、非手術治療の奏効率は低く治療成績は不良である。この理由として膵臓癌は抗がん剤、放

射線療法に対し抵抗性であることが考えられる。治療成績改善のためには、従来の抗がん剤とは

全く異なる機序による薬剤を用いた、放射線増感効果（局所病巣の制御）ならびに転移抑制効果

を有する治療法開発が必要である。申請者らはこれまで膵癌、胃癌に対する放射線増感剤の開発

として、mTOR 経路阻害剤（エベロリムスなど）、血糖降下剤（メトホルミン）を用いた基礎研究

を行ってきた。これらの薬剤は放射線療法と併用することで薬剤投与単独よりも抗腫瘍効果が

増加することが観察できたが問題点として、効果発現のために高用量の薬剤投与が必要であっ

た。そこでクロロキンのオートファジー抑制効果が抗がん剤に対する治療抵抗性を改善するこ

とに着目した。正常細胞においては、オートファジーによりミトコンドリアなどのオルガネラの

恒常性やシグナル伝達を担う分子の調整が行われることで腫瘍化が抑制される方向に働く一方、

低栄養環境・低酸素環境（代謝ストレス）下にあるがん細胞においては、オートファジーが栄養

源の供給元となり生存に貢献している。 

 

２．研究の目的 
 

本研究の目標はまず in vitro における膵癌培養細胞における、クロロキンの放射線増感効果を

明らかにすることである。続いて、オートファジー活性及び mTOR系活性を解析すること

でクロロキンの作用部位、作用機序を明らかにする。これに加えて、これまで当研究室

で解析してきた mTOR阻害剤（エベロリムス）との併用効果、実験動物を用いた腫瘍組

織・正常組織レベルでの放射線増感効果・有害反応評価について発展されることで、膵

癌に対する有効な放射線増感剤の特定、機序の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 
(1) 膵臓癌細胞系を 3次元スフェロイド形成させて培養する。これにより、中心部は低栄養状態

を作ることが可能である。さらに低栄養培地を用いることで膵癌組織に近い状態を再現する。放

射線、クロロキン投与、放射線照射とクロロキン投与併用の処理を行いそれぞれの細胞生存率、

細胞周期、DNA 損傷、アポトーシス分画を測定することでクロロキンの放射線増感効果を検討す

る。細胞生存率はコロニー形成法、WST (Water soluble Tetrazolium salts)アッセイにて測定

する。 

(2) オートファジーは試薬（DALGreen）を添加して蛍光を観察する。経時的変化についても検討

を加える。 

(3) ミトコンドリアのオートファジーであるマイトファジーの検出は Mtphagy Dye を用いて蛍

光を観察する。 

(4) クロロキンのオートファジー阻害効果が得られる条件の検証として、LC3 の発現を western 

blotting 法にて測定する。  



４．研究成果 

(1) スフェロイドの形成 

ヒト膵臓癌培養細胞の中から MiaPaCa2を選択し、通常培地（DMEN）中で培養し、3

次元スフェロイドを形成させる。これにより中心部が低栄養の状態を作ることができ、

膵癌組織に近い状態を再現するとともにオートファジーの関与についても検討するこ

とが可能である。低接着ディッシュ上で培養することでスフェロイドが形成されたが、

その大きさにはバラつきが生じた。スフェロイドによる個体差を避けるため、低接着ウ

ェルにて単一スフェロイドの形成を行った。低接着型 96ウェルに 1ウェルあたり 1000

個の細胞を播種することで均一なサイズのスフェロイド形成を得ることができた。これ

らに放射線照射、放射線照射とクロロキン投与併用の処理を行いスフェロイドのサイズ

を測定した。処理後 1週間までサイズを測定したが、スフェロイドのサイズの変化は軽

微であった。また、放射線照射、放射線照射とクロロキン投与処理をすることで蛍光を

観察することができたが、クロロキン投与による蛍光の差などは明らかにできなかった。 

 

(2) 細胞生存率の検討 

2₋1）10cm ディッシュに 500、1000、5000、100000 個の細胞を播種しコロニー形成法を行った。

同日クロロキン 0 あるいは 5µMの投与を行い、培養開始から 24 時間後に放射線照射 0、2、5、

10Gy を行った。クロロキンを含んだ培地は 72 時間後に交換した。10-14 日後に固定し、細胞の

生存率を計測した。10Gy での生存率はクロロキン投与群で 4.4-6.9%、非投与群で 2.4-3.5%であ

り、通常培地におけるクロロキン投与による明らかな放射線増感効果は得られなかった。 

2-2)膵癌組織の低酸素状態に近い状態でのクロロキンによる増感効果を評価するため、96well

超低接着プレートに MiaPaCa2 を 1x103/well で播種し、24 時間後にクロロキン（0、5、10μM)

の投与、72 時間後に放射線照射（0、5、10）Gy を行い Propidium iodide（PI）を用いて評価を

行った。培養開始後 6 日目に PI を投与し、7 日目に蛍光顕微鏡にて観察した。放射線照射群、

クロロキン投与群、放射線照射＋クロロキン投与群はコントロールと比し蛍光が強い傾向にあ

った。別検討では、12 日後に固定し細胞の生存率を計測したところ、低栄養により接着効果は

低下しそれがクロロキンの投与下で顕著となる結果を得た。しかしながら、放射線照射にクロロ

キン投与を加えることによる上乗せ効果は明らかではなかった。 

 

 

 



（3）別の膵癌細胞（HPAF II）を用いた検討 

明らかな放射線増感効果が得られない原因として、MIA PaCa-2 のスフェロイド形成能が低いこ

とも原因と考えられたため、より形成能の高い膵癌細胞である HPAF II を使用してスフェロイ

ド形成下でのサイズ測定・PI 染色を行ったが、明らかな増感効果は示すことはできなかった。 

クロロキンによるオートファジー阻害効果が得られる条件確定のため、膵癌細胞にクロロキン 0、

50uM を 24 時間暴露させ、LC3 の発現を western blotting 法にて測定したがクロロキンのオー

トファジー阻害効果は明らかではなかった。 

 

そこでミトコンドリアのオートファジーであるマイトファジーに着目し、膵癌細胞 2 種 MIA 

PaCa-2, HPAF II にクロロキン 0、50uM を 24 時間暴露させ Mtphagy Dye,にて染色し、蛍光を観

察した。50uM では Mtphagy Dye の蛍光が減弱しておりマイトファジーの阻害が示唆された。 

 

(4)まとめ 

膵癌細胞に対する放射線照射において、クロロキンによる増感効果を探索した。結果として明ら

かな増感効果を見出すことはできず、オートファジー阻害効果も明らかでなかった。しかし

Mtphagy Dye 染色によりマイトファジーの阻害作用が示唆された。膵癌細胞におけるマイトファ

ジーの阻害が得られる条件が確立した事は、今後オートファジー・マイトファジーと放射線照射

との相関関係を検討するうえで有用と考えられる。 
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