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研究成果の概要（和文）：大腸癌細胞株HT-29を用いて4Gyの放射線照射を行い、Trifluridineが放射線照射後の
大腸癌細胞において細胞増殖を抑制することを示した。また、Trifluridineによりアポトーシスは増加しない
が、細胞周期がG2/Mで停止し、細胞増殖を抑制することを示した。さらに、Western blottingを用いて放射線照
射によりHIF-1αの発現を定量化し放射線照射によりHIF-1αの発現が亢進することを確認した。またこの系に、
Trifluridinを加え、放射線により誘導されたHIF-1αが抑制されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Using the HT-29 colon cancer cell line, we showed that trifluridine inhibits
 cell proliferation in colon cancer cells after irradiation with 4 Gy of radiation. Trifluridine 
also suppressed cell proliferation by arresting the cell cycle at G2/M, but not by increasing 
apoptosis. Furthermore, the expression of HIF-1α was quantified by western blotting, and it was 
confirmed that the expression of HIF-1α was increased by irradiation. Trifluridin was added, and it
 was confirmed that radiation-induced HIF-1α was suppressed.

研究分野：下部消化管外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
直腸癌に対する放射線治療抵抗性の原因の一つにhypoxia - inducible factor (HIF)-1
αの活性化が挙げられるが、TAS-102によってHIF-1αを抑制することで放射線感受性を高めることができる可能
性が示唆された。さらにそのメカニズムの一部を解明することで今後の放射線抵抗性の克服に向けたさらなる研
究へとつながる重要な成果が得られたと思われる。

※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 
下部直腸癌に対する術前化学放射線療法（Chemoradiotherapy, CRT）は側方リンパ節への
転移を 制御し局所再発率を低下させることが知られ、欧米では標準治療となっている。当
科では 1985 年より直腸癌 に対する術前放射線療法を行いこれまで良好な成績を報告して
きた（Int J Colorectal Dis. 2011 Jan;26(1):45-51）。しかし CRTは症例により奏効率に差
があり、効果の低い症例では局所の再発が多い のみならず、CRTの照射野の外の遠隔転移
もまた多いことが知られる（右図）。CRTが十分に奏効すれば CRT のみで癌を根治するこ
とも可能であるが （pathological Complete Response, pCR）、従 来のレジメでは pCRの
率は 10%程度であり、満足のいく 数字ではなかった。これまで我々は CRT が癌細胞に 
HIF-1αを誘導し放射線抵抗性の原因となること、CRT に CPT-11を加えることで HIF-1α
の発現を抑制し、放射 線奏効率を改善することができることを報告してきた。 （ 基盤研
究 (C) （課題番号 26462005 、 Anticancer research. Jun 2018;38(6):3323- 3331.）。 一
方 TAS-102（Trifluridine/Tipiracil）は日本 で開発され大腸癌に対し保険適用となった新
しい抗癌剤である。近年我々はこの TAS-102の有効成分であ る Trifluridineが大腸癌細胞
株に対し放射線感受性を増強させること、その効果は従来の CRT レジメで用 いられる
5FU よりも高いことを見いだし報告した（Biochem Biophys Res Commun. 2017 Dec 
9;494(1-2):249-255.）。次のステップとして Trifluridine の感受性増強のメカニズムを解明
することが 必要と考えた。 
 
２．研究の目的 
以上のこれまでの研究成果から以下の仮説及び研究計画を立てた。 ① 大腸癌に対し放射
線照射を行った際、HIF-1αの発現が増強するが、Trifluridineは CPT-11と同 様放射線に
より誘導された HIF-1αを抑制する。 ② HIF-1αの発現増強及び抑制のメカニズムとして
産生亢進/抑制と分解促進/抑制が考えられるが、い ずれのメカニズムによるものかを解明
する。 Preliminary な検討では Trifluridine を加えた Radiation により HIF-1α のアン
チセンスｍRNA の増加が測定された。この anti-HIF-1αmRNA に よる HIF-1α の合成が
阻害されるメカニズムが最も可能性が高いと考えている。 本研究では大腸癌細胞株を用い
て上記仮説を検証する。これまで Trifluridineの放射線増感作用に 着目した研究はなく、
全くの新しい着眼点であると言える。 
 
３．研究の方法 

In vitroでの検討：ヒト大腸癌培養細胞株（HT-29・LoVo・DLD-1・SW480・Colo201 等）
を正常酸素ならびに低酸素環境下で培養する。培養時に Trifluridineを 0～4μMの濃度 で
添加し、その後放射線を 0～8Gy照射する。Trifluridineによる放射線の効果への影響を以 
下の通り検討する。 ① HIF-1α mRNA / anti-HIF-1α mRNA / HIF-1α蛋白それぞれの発現
量の変化を測定： ｍRNA については当科と共同研究の契約を結んでいる大鵬薬品工業に
て行う。蛋白の発現は Western blotting及び Flow-cytometryを用いて測定する。 ② 細
胞増殖能の検討：MTS assay・Colony forming assayを用いて検討する。 ③ Apoptosis / 
Cell viabilityの検討： AnnexinV-PIの2重染色によるFlow-cytometryを用 いたApoptosis
の検出・TUNEL法による検出・Caspase・Fas・p53等の apoptosis関連タンパクの Western 
blottingによる検討を行う。 ④ Cell cycleの検討：Cell cycle detection kitによる Flow-
cytemetryを用いた Cell cycleの変 化を検討する。 基盤研究（Ｃ）（一般）３ 【１ 研究
目的、研究方法など（つづき）】 ⑤ siRNA による HIF-1α の Knock-down： HIF-1α の
Knock-down の手技はすでに確立してい  る（Hongo et.al. J Surg Res. 2013 Jun 
1;182(1):75-84.）HIF-1αを Knock-downした 細胞について①～④の検討を行い SN-38の
投与により得られた結果と比較する。上記①～④の変化 のうちいずれが HIF-1α 阻害の機
序に由来するものであるのかを検討する。 これらの手技はいずれもすでに手法として確立
している。 
 
４．研究成果 
直腸癌に対して術前化学放射線療法が広く行われ、欧米では標準治療とされている。我々は
放射線照射により大腸癌細胞に hypoxia - inducible factor (HIF)-1 αの活性化が誘導され、
これが放射線耐性の機序となっていること、CPT-11がこの活性化した HIF-1αを抑制し放
射線感受性を増強することを解明してきた。一 方 TAS-102 は近年開発された大腸癌に対
する新しい抗癌剤であり、最近の我々の研究でその有効成分である Trifluridineが CPT-11
同様放射線感受性を増強する効 果を有することが明かとなりつつある。そこで本研究では
特に HIF-1αに着目しそのメカニズムを明かとすること、動物実験により実際の治療効果を
確認するこ とを目的とする。 まず、大腸癌細胞株HT-29を用いて 4Gyの放射線照射を行
い、Trifluridine が放射線照射後の大腸癌細胞において細胞増殖を抑制することを示した。 



また、Trifluridineによりアポトーシスは増加しないが、細胞周期が G2/Mで停止し、細胞
増殖を抑制することを示した。 さらに、Western blottingを用いて放射線照射により HIF-
1α の発現を定量化し放射線照射により HIF-1α の発現が亢進することを確認した。またこ
の系に、 Trifluridinを加え、放射線により誘導された HIF-1αが抑制されることを確認し
た。 Real time PCRにて HIF1α mRNAと antisense-HIF1α RNAを検証したところ、放
射線照射にて HIF１α mRNA発現は上昇し、antisense-HIF1α RNAの発現は低下し た。
そのため、Trifluridineが antisense-HIF1α RNAの発現上昇に関与している可能性が示唆
された。 
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