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研究成果の概要（和文）：食道扁平上皮癌細胞株KYSE450に対してX線、陽子線、重粒子線照射を行い、照射後6
時間, 24時間, 72時間, 5日, 7日時点でmRNA seqによる遺伝子発現解析を行った。またSTING, STAT1 knockout 
cellでの応答についても比較検討した。放射線照射後6時間後に変動する遺伝子、biological pathwayは3つの線
種で大きく異なっていた。一方で24時間後から5日かけてその共通性は高くなり、免疫応答関連遺伝子の発現も
類似していた。陽子線、重粒子線照射でもSTING, STAT1ノックアウト細胞株での免疫応答は大きく低下してい
た。

研究成果の概要（英文）：We aimed to compare the immune responses after irradiation (IR) with X-ray, 
protons, and carbon ions in an oesophageal cancer cell line and the underlying mechanisms. An 
oesophageal cancer cell line, KYSE450, was irradiated with 1 fraction/15 GyE (Gy equivalent) of 
X-ray, proton, or carbon-ion beams, and then, the cells were harvested for RNA sequencing and gene 
enrichment analysis. We also knocked out STING and STAT1 in the quest for mechanistic insights. RNA 
sequencing data revealed that gene expression signatures and biological processes were different in 
KYSE450 irradiated with X-ray, proton, and carbon-ion beams 24 h after IR. However, after 3 days, a 
common gene expression signature was detected, associated with biological pathways involved in 
innate immune responses. Gene knock-out experiments revealed that the STING-STAT1 axis underlies the
 immune reactions after IR. X-Ray, proton, and carbon-ion IRs induced similar immune responses, 
regulated by the STING-STAT1 axis.

研究分野： 放射線治療

キーワード： 粒子線治療　免疫応答　トランスクリプトーム　食道癌　陽子線　重粒子線　炭素線

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療において、陽子線治療や炭素線治療は治療の選択肢の一つとして一般化されつつある。また、免疫チェ
ックポイント阻害剤は放射線治療の増感剤として使用されているが、陽子線、炭素線照射後の免疫応答やそのメ
カニズムについては不明な点が多い。そこで我々は、それぞれの線質での免疫応答を比較解析する目的で研究を
行った。結果、照射後６位時間時点で変動する遺伝子や生物学的経路は3つの線種で異なっていたが、24時間後
からその共通性が高くなり、免疫応答関連遺伝子の発現も類似していた。このことから、X線で併用される免疫
療法と同様に、陽子線、重粒子線治療との併用でも効果をあげることが期待できると考える。

※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 
 
陽子線治療の生物学的効果比（RBE）は X 線と比較して 1.1〜1.2 倍と大きな差がないことが

示されたため(Pagenetti et al. IJROBP 2002; 53(2): 407-421)、陽子線治療では、X 線による放
射線治療のこれまでの基礎ならびに臨床データなどが外挿しやすいと認識されている。このた
め、線量分割や総線量なども X 線による治療データに基づくものも少なくない。一方で粒子線
である陽子線は、物理学的性質が X 線と大きく異なることが知られている(Girdhani et al. 
Radiat Res 2013; 179(3):257-272)(図 1)。放射線生物学的に陽子線治療は、その性質や細胞応答
にも X 線と比較して相違点があるとの報告も散見される。申請者は食道癌細胞株において、RBE
が X 線と比較して 1.03-1.40 倍程度であり、拡大 Bragg peak(SOBP)内では均一でなく、遠位と
なるに従って増加する事を示した (Hojo et al. 
Radiat Oncol 2017; 12(1):111) [JSPS KAKENHI 
15K19838]。また、線エネルギー付与(LET)は
SOBP 遠位に行くに従って上昇し、RBE と正の相
関も見られた。 
細胞内で引き起こす DNA 切断も X 線は間接作

用(間接作用寄与率：58%)、陽子線は直接作用(間
接作用寄与率：38%)による二重鎖切断が主である
とされている(Iwata et al. IJROBP (95)1;95-102, 
2016)。DNA 損傷後に誘導される DNA 複製経路
に関して、X 線は非相同末端結合修復(NHEJ)が主
であり、陽子線は相同組み換え修復(HR)への依存
が大きいことが知られており、生化学的経路の違いが示唆される(Gross et al.   IJROBP 
88(1): 175-181, 2014)。これらの相違が X 線と陽子線の細胞応答を介して、最終的な感受性に影
響することが考えられる。この分子メカニズムの探索法として、マイクロアレイを用いたトラン
スクリプトームによる遺伝子転写産物（mRNA）の網羅的解析結果は散見され、X 線では陽子線
と比較し、アポトーシス、細胞周期、DNA 損傷応答に関連する遺伝子発現が多いことが報告さ
れた(Finnberg et al. Cancer boil Ther 7(12): 2023-2033, 2008)。上記の陽子線に関する細胞応
答の研究結果は、細胞死をエンドポイントにした効果は X 線とほぼ同等でも、DNA 損傷を起点
とする細胞死の過程は必ずしも同じではない可能性を示唆している。 
この課題に対して申請者は、次世代シークエンサーを用いた RNA シークエンシングを行うこ

とで、未知遺伝子を含むトランスクリプトームによる mRNA の網羅的解析を実施し、X 線、陽
子線照射後の細胞の遺伝子変異や RNA 発現の差を解析し、X 線と陽子線の細胞死に至る生化学
的経路の違いを明らかにする本研究課題を立案した。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では X 線と陽子線の細胞死に至る生

化学的経路の違いを明らかにすることを目的
とした。その方法として、陽子線照射後の細
胞に対し、次世代シークエンサーを用いた
RNA シークエンシングのデータから、トラン
スクリプトームによる mRNA の網羅的解析
を行い、これまで明らかにされていない陽子
線の感受性に関わる特異的な DNA 損傷とそ
の修復プロセスおよび密接に関連する分子や
遺伝子を解明することを目的とした(図 2)。 
さらに本研究では炭素線による細胞応答も

比較対象とし、X 線、陽子線、炭素線の 3 つ
選手を比較解析することで細胞死に関わる経
路の相違や関与する重要な分子や遺伝子の違
いが明確になると考えた。 
このように本研究の学術的な特色は、これまで必ずしも十分に解析が行われていない、陽子線、

炭素線に対する細胞応答とその分子メカニズムを明確にし、X 線との比較解析から陽子線治照
射で特異的に、発現が変動する遺伝子や分子を同定することである。このように 3 つ線種で作
用する放射線による細胞死を誘導するもの、抵抗性に関与する遺伝子や biological pathway は
陽子線治療や炭素線治療に特異的なターゲット遺伝子となり、より効果的な併用療法の開発に



繋げられると考え本研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
食道癌細胞株 KYSE450 を 25 ㎝ 2のフラスコもしくは 96-well の培養皿に培養し、それに対し

X線、陽子線、炭素線の照射を行った。臨床で用いる RBE が陽子線:1.1, 重粒子線:2.38 である
ことを考慮し、食道扁平上皮癌細胞株 KYSE450 に対してそれぞれ 15.0, 13.6, 6.8 Gy の線量を
用いた。照射後 6時間、24時間、72時間、5日、7日後の時点で、mRNA シークエンス(RNA-seq)
による遺伝子解析を行った。RNA の質的解析には、Bioanalyzer 2100 system (Agilent, Santa 
Clara, CA, USA)を用い、RNA-seq 施行前に検討した。すべてのデータは FASTQC、FASTQ ツール
キットを用い、フィルタリング、トリミングを行い、R を用いて解析を行った。 
 また、STING、STAT1 ノックアウト細胞を作成し、野生株と同様に 3 線種の放射線照射後、比
較解析を行った。 
統計学的解析は Excel(Microsoft, Redmond, WA, USA) と R (The R Foundation, Vienna, 
Austria)を使用し、2群間の比較では Student t-test を用いた。P<0.05 を有意と定義した。 
 
４．研究成果 
 食道癌細胞株に対し、X 線、陽子線、炭素線を照射後 6 時間、3 日、5 日の RNA-seq を行い、
主成分分析(principal component analysis: PCA)を施行した。その結果、照射 6時間後の PCA
プロットは共通部位がほとんどみられず、3日後、5日後では近い位置に収束してきた。この結
果は、異なる線質を照射した 6時間から
24 時間は異なる反応が起こり、その後は
共通した反応が起こることを示してい
る。次に、非照射細胞と照射後の細胞の
遺伝子発現をそれぞれの時間で比較し
た 結 果 (Differentially expressed 
genes: DEGs)、6時間後の X線、陽子線、
炭素線照射を行った細胞では、それぞれ
23、20、40 の遺伝子発現が認められ、5
つの経路が X 線と炭素線で共通してい
た。3日後、5日後においてはそれぞれ、
10、83 の遺伝子がどの線種でも共通して
発現していた。その共通する遺伝子発現
の内、免疫反応に関連するものが上位 5
つを占めていた(図 1)。 
 照射後の免疫反応を確認するため、放
射線関連免疫遺伝子を検討した。HMGB2 は陽子線照射 6時間後に、X線、炭素線照射 24 時間後に
増加していた。また、照射後 3 日で OAS1、ISRE、HLA-B、MHC class1 の遺伝子発現も認められ
た。PD-L1、PD-L2 遺伝子発現に関しては、X線照射後 5日目にピークを迎えたが、陽子線、炭素
線の照射後は 7日後も増加し続けた。遺伝子オントロジーエンリッチメント解析では、照射後の
I型 IFN 応答が特定された。また、I 型 IFN 応答に関する遺伝子発現の分析も行ったところ、照
射後 6 時間から 24 時間で I 型 IFN 関連遺伝子（IRF3、6 や TREX1 など）が増加した。HLA-B や
IRF1 などの他の主要な I型 IFN 関連遺伝子は照射後 24 時間後には誘導されなかったが、3日後
には増加した。 
 このように X線、陽子線、炭素線の照射直後は異なる遺伝子発現応答を誘導し、3日から 5日
程度で共通した遺伝子発現応答に変化し、特に Type I IFN 応答に関連する免疫応答が 3つの線
種で共通しているという特徴的な結果を得た。Stimulator of interferon genes (STING)は自
然免疫応答関連遺伝子であり、DNA ウィルス検出に関与する I型インターフェロントリガーであ
る。放射線照射により、損傷した DNA と小核形成が STING 経路を活性化し、STAT と IRF を介し
て免疫応答を誘導する。X線、陽子線、炭素線いずれの照射後にも小核形成が見られ、STING 経
路が放射線誘導免疫応答に関連していることが示唆された。 
 この仮説を検証するため、STING 及び STAT1 ノックアウト（KO）KYSE450 細胞を樹立し、X線、
陽子線、炭素線の照射を行った。さらに、放射線誘導免疫応答に対する STING、STAT1 KO の影
響を RNA-seq により検証した。その結果、それぞれの放射線を照射後、STING、STAT1 KO 細胞
において、OAS1、HLA-B、PD-L1、PD-L2 の発現を減少させた。さらに KO の結果、抑制された遺
伝子は、体液性免疫応答、好中球活性化、インターフェロンシグナル伝達などの免疫応答関連す
る遺伝子群であった。これらの発見は STING-STAT1 経路が、免疫応答に対する X線、陽子線、炭
素線照射後の影響に不可欠であることを示す結果であった。 
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