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研究成果の概要（和文）：重粒子線（炭素線）は物理学的線量分布に加え、生物学的効果比が高
く、放射線抵抗性腫瘍に特に有用である。重粒子線治療が今後、一般的に普及するためには局
所進行癌に対する集学的治療の中での有効性を、科学的に明らかにする必要がある。In vitro
の検討で重粒子線は p53変異株で放射線抵抗性腫瘍に対し効果が高く、照射効果は p53に非依
存的である。抗癌剤の増感効果はトポイソメラーゼⅡ阻害剤でみられ、アポトーシスと Ku70
蛋白の発現抑制が関与していた。バイスタンダー効果が重粒子線照射後見られるが、薬剤増感
効果は未確認である。 
 
研究成果の概要（英文）：It is known that relative biological effectiveness (RBE) of high-LET 
heavy-ion irradiation is higher than that of low-LET radiation such as X-ray. Monotherapy of 
charged particles has been applied for several tumors. We investigate the differences between 
two tumor cell lines with different radiosensitivities in sensitivity to high-LET heavy ion beam 
and in sensitizing effect and the mechanism of cisplatin and etoposide in combination with 
heavy-ion beam. Etoposide showed a synergistic effect in combination with carbon beam 
irradiation in radioresistant NMT-1R cells. However, there was no enhancement effect in 
radiosensitive NMT-1 cells. On the other hand, cisplatin had no enhancement in both cell lines. 
There was no differences in the pattern of G2 arrest among Carbon-beam + etoposide, 
Carbon-beam + cisplatin, and Carbon-beam alone 24 hours after irradiation. The increase in 
amount of apoptosis and the inhibition of Ku70 protein expression were found in the combination 
of carbon beam irradiation and etoposide in NMT-1 cells. There were bystander effects after 
heavy-ion microbeam irradiation. 
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１． 研究開始当初の背景 
重粒子線（炭素線）は優れた線量分布を有し、

直接 DNA 障害を引き起こす直接効果が主体

であることから細胞致死効果が大きく、X線

と比較して生物学的効果は大きく放射線抵

抗性腫瘍に有用であるとされている。実際の

臨床面においても重粒子線治療は臨床試験

の結果から、有用性が明らかになり普及の段

階に入っている。ただし今後、治療適応が拡

大するかは現在の臨床試験で確認されてい

るⅠ期肺癌などに加え、局所進行癌で有用性

が確認できるかによると考えられる。以前よ

りわれられは重粒子線に対する感受性はｐ

53ステータスに依存せず、X線に対して放射

線感受性の異なる腫瘍細胞も、重粒子線照射

（炭素線）においては同一の照射効果である

ことを明らかにした。さらに放射線抵抗性腫

瘍においてトポイソメラーゼⅡ阻害剤のエ

トポシドが重粒子照射効果を増感させるこ

とを明らかにした（一方、Ｘ線で顕著な増感

効果を示すシスプラチンで増感は見られな

かった）。すなわち放射線抵抗性腫瘍におい

ては重粒子線単独に比べ抗癌剤併用の意義

がある可能性を確認した。腫瘍本体の制御率

のみならず、局所進行癌においては重粒子線

単独で治療した場合に、腫瘍辺縁の再発や所

属リンパ節等の再発転移が問題になる可能

性が高い。近年、バイスタンダー効果の存在

が明らかにありつつあるが、抗癌剤併用時に

バイスタンダー効果の増強があれば、腫瘍周

囲のリンパ管侵襲等で再発しやすい腫瘍辺

縁の制御に貢献する可能性がある。今回、同

一細胞由来で p53 ｽﾃｰﾀｽならびに放射線感受

性の異なる細胞を用いて、重粒子マイクロビ

ーム照射に抗癌剤（エトポシド）を併用した

際の増感効果を、バイスタンダー効果を中心

に解析する。また細胞核に選択的にマイクロ

ビームで照射を行うことで重粒子線に対す

る細胞応答ならびに抗癌剤併用効果の分子

生物学的な詳細な検討を行う。 
 
２．研究の目的 
われわれは以前より、同一細胞由来の放射

線異感受性細胞（放射線高感受性腫瘍細胞株

NMT-1、放射線抵抗性腫瘍細胞株 NMT-1R）

を用いて X線・重粒子線に対する感受性の研

究を行ってきている。X線に対する照射効果

の相違はアポトーシス出現率の相違ならび

にp53における遺伝子的相違が関与している

ことを明らかにしてきた。これまでの研究で、

この放射線異感受性腫瘍に対する重粒子線

の照射効果を明らかにしてきた。 

本課題は（１）マイクロビーム用いて細胞

核に選択的に重粒子を照射することで、重粒

子線に対する細胞応答機構の解明、ならび抗

癌剤併用時の増感効果の解明を分子生物学

的に行う。さらに（２）バイスタンダー効果

の放射線異感受性細胞における検討、と抗癌

剤の併用効果の強度ならびに作用機序を明

らかにすることが目的である。近年、重粒子

線マイクロビームを用いて細胞内器官を狙

い打つ照射により、より照射な照射に対する

細胞応答が研究され始めている。重粒子マイ

クロビーム照射で細胞核に選択的に照射を

行えることから、われわれが進めてきた p53

ｽﾃｰﾀｽの異なる腫瘍に対する重粒子線の照射

効果ならびに抗癌剤併用効果の作用機序の

詳細な検討が可能となる。従来のmono peak 

beam を用いたランダムな細胞に対する照射

での検討に加えて、細胞核に対する狙い撃ち

照射実験を行うことで腫瘍細胞の細胞応答

のメカニズム、さらにはトポイソメラーゼ II

阻害剤の増感効果に関する詳細な分子生物

学的詳細な検討が可能となる。特に放射線抵

抗性腫瘍 NMT-1R に焦点をあて併用効果に



ついて作用機序を追求する。作用機序に関し

ては DNA 修復機序の発現様式・程度につい

てマイクロビーム照射後の細胞応答ならび

に周囲の非照射細胞の細胞応答を中心に解

析する。バイスタンダー効果も重粒子抗癌剤

併用によりいかにその作用が修飾されるか

を詳細に検討する。 
 
３．研究の方法 
高 LET 放射線と白金製剤であるシスプラ

チンとトポイソメラーゼ II阻害剤（エトポシ

ド））の併用効果は重粒子線ブロードビーム

及び重イオンマイクロビーム照射後に薬剤

を添加し細胞死の変化を継時的に検討する。

薬剤は単独では軽度な殺細胞効果である

IC50量（NMT-1 では 0.25μg/ml、NMT-1R

では 1.0μg/ml）を照射直前の１時間３７℃

で反応させる。これにより重粒子をブロード

に照射もしくは細胞核に選択的に照射した

細胞の細胞死の様式ならびに重粒子単独と

同様にヒット数と抗癌剤併用による細胞致

死効果の相関を検討比較検討する。細胞核に

対する重粒子マイクロビーム照射後の細胞

を３，６，１２、２４時間にアポトーシスの

頻度、G2ブロック、非相同性 DNA修復に関

連する DNA-PK、Ku70、Ku80 の免疫染色

を行い重粒子線の生残率、重粒子のヒット数

と DNA 修復蛋白の発現の相関を検討する。

それぞれの腫瘍系に対して実験を行い比較

検討することで DNA 修復能と重粒子線・抗

癌剤併用の照射効果の相関を解明する 

重粒子線はブロードビーム 290MeV/μ及び

マイクロビームは炭素線(12C5+)220MeV/μ

を用いてビーム数を制御して照射実験を行

う。ブロードビームは放射線医学総合研究所

で、また日本原子力研究開発機構高崎量子応

用研究所の細胞局部照射装置（マイクロビー

ム）にてマイクロビーム照射を行う。 
 

４．研究成果 

重粒子線（炭素線）は生物学的効果比がＸ線

の 2-3倍と評価され、臨床的には放射線抵抗

性腫瘍に特に有用である。重粒子線治療が今

後、一般的に普及するためには局所進行癌に

対する集学的治療の中で用いられるケース

を見出す必要がある。現時点での臨床試験で

は局所制御は良好であるが、遠隔転移が問題

となっている。そこで本研究では重粒子線に

抗癌剤を併用した際の増感効果ならびにバ

イスタンダー効果の有無を、p53ステータス

の異なるラット卵黄嚢由来で同一細胞由来

の放射線異感受性腫瘍を用いて検討し、その

機序について分子生物学的に解析した。 

（１）重粒子線・抗癌剤の併用効果：X線照

射で増感がみられ、固形癌に汎用される

cisplatin (DNA 架 橋 形 成 ), etoposide 

(topoisomerase II阻害剤)を用いて IC50量で

併用実験を行ったところ、cisplatinは相加効

果のみであったが、etoposide では NMT-1R

において相乗効果(D0 の減少)が認められた。

（２）増感効果のメカニズム：炭素線照射

(1,3,5Gy)照射後、経時的にアポトーシスの出

現頻度を解析したところ、アポトーシスの増

強が認められ、etoposide の増感効果にアポ

トーシス発現の増加が関与していることが

示唆された。細胞周期に関しては強い G2 ブ

ロックが見られたが、各群で差異は見られな

かった。DNA修復の機構では DNA修復を担

う Ku70蛋白の発現が etoposide併用群で抑

制された。よって放射線抵抗性ＮＭＴ-1Ｒに

おける etoposide 併用での増感効果はアポト

ーシス増加ならびに DNA 修復能の低下が関

与していると考えられる。 

（３）重粒子マイクロビーム照射によりバイ

スタンダー効果が認められたが、併用効果は

確認されていない。 
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