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研究成果の概要（和文）：血管新生阻害によって惹起される放射線感受性増強のメカニズム

を解明し、低酸素下での癌治療成績を向上させることが目的である。TPI（Thymidine 

phosphorylase inhibitor）は VEGF、TGFβ、Rad 51 mRNAs の発現抑制、VEGF、CD34 タン

パク発現抑制、TUNEL 染色陽性細胞の増加を介し、TPI が血管新生阻害作用だけでなく DNA

修復を阻害してアポトーシスによって放射線の効果を増強させることを確認した。

Oridoninは放射線との併用による抗腫瘍効果はautophagyでなくapoptosisによることを

確認し、そのメカニズムとしては HIF1α、VEGF、Ang-2 mRNA の抑制、Ki-67 細胞減少の低

下を確認した。TPI、Oridonin ともに血管新生阻害作用、放射線増感作用を有することを

確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：Combination of TPI and RT synergistically inhibited the cell 
viability in a time- and dose-dependent manner. The combination of TPI and RT reduced 
the tumor growth compared with RT alone. The mRNA levels of VEGF, TGF-b and Rad51 
and the protein expressions of VEGF and CD34 were significantly lower in the 
combination than the others. The combination markedly increased the TUNEL positive 
cells, suggesting that TPI augments the cancer cell death through inhibition of 
angiogenesis and DNA repair system in the radiotherapy. Oridonin suppressed growth 
of HCT-15 and HT-29 cells through induction of apoptosis and autophagy. However, 
combined with RT and Oridonin augmented growth suppression through induction of 
apoptosis.  In orthotpoic model, combination of RT and Oridonin showed significant 
reductions in tumor volume. 
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１．研究開始当初の背景 

 低酸素下における癌細胞は放射線感受性
が低く、放射線癌治療に対する抵抗性や、さ
らには治療後再発をおこす原因の一つとし
て非常に重要である。癌の基本的環境は低酸
素であり、低酸素は癌治療において避けるこ
とのできない問題のひとつである。近年、放
射線療法に化学療法を併用する化学放射線
療法が主流となっている一方で、化学療法で
は分子標的剤が注目され血管新生阻害薬な
どが使用されているが、血管新生が阻害され
ると癌細胞はますます低酸素状態となる。今
後、血管新生阻害剤を併用した化学放射線療
法が行われる可能性があるが、血管新生阻害
作用と癌の低酸素状態に注目した放射線治
療の感受性増強のメカニズムに関する研究
は皆無である。そこで血管新生阻害作用と放
射線増感作用を有する TPI (Thymidine 
phosphorylase inhibitor)と Oridonin に着
目し、化学放射線療法の感受性増強のメカニ
ズムについて研究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 

 血管新生阻害薬は高い抗腫瘍効果を示す
が、癌細胞は低酸素状態になり低酸素下にお
ける癌細胞は放射線感受性が低くなること
が問題である。この矛楯した血管新生阻害作
用と癌の低酸素状態に焦点を当て放射線治
療の感受性増強のメカニズムを解明し、低酸
素下での癌治療成績を向上させることが目
的である。 
 
３．研究の方法 

(1) In vitro で大腸癌細胞株に対する増殖抑
制試験を行い、TPI、Oridonin の Cytotoxicity、
放射線との併用による増感作用を比較検討
した。 
(2) In vivo では BALB/c ヌードマウスの直
腸前壁を切開してイレウスを予防した後、大
腸癌細胞を直腸後壁粘膜下に移植して同所
性モデルを作成し、TPI、Oridonin、放射線
の単独群、TPI、Oridonin と放射線の併用群
で、それぞれ腫瘍体積及びマウスの体重を測
定した。さらに各群で低酸素、血管新生、細
胞周期、アポトーシスに関連する遺伝子・タ
ンパク質について PCRおよび免疫染色で比較
検討した。 
 
４．研究成果 
TPI の成果 
(1) MTT assay において、TPI は大腸癌細胞
株 HT29 細胞で時間依存性・濃度依存性に腫
瘍増殖を有意に抑制した。Colony formation 
assay においても TPI は放射線（RT）との併
用により、HT29 細胞で放射線単独群と比較し
て腫瘍の増殖を相乗効果的に有意に抑制し
た。 

 
(2) In vivo での抗腫瘍効果に関しては TPI
単独群は無治療群と比較して有意に腫瘍の
増殖と重量の増加を抑制した。TPI＋RT 群は
RT 単独群と比較して有意に腫瘍の増殖と重
量の増加を抑制した。また、全ての治療群に
おいて下痢や体重減少などの有害事象は認
めなかった。 

 
(3) TPI の放射線増感作用に関するメカニズ
ムについて、腫瘍内の遺伝子変化を各群で検
討すると、TPI 使用群で TP の mRNA は有意に
減少していた。また、TPI＋RT 群は無治療群
と比較して VEGF, TGFβ, Rad51 の mRNAs の
発現が有意に抑制されていた。その他の血管
新生に関与する HIF-1α, Angiopoietin 1, 
CD44 の mRNA の発現は各群において有意差は



 

 

認めなかった。 

 
(4) 血管新生因子に関して免疫染色で検討
すると、TPI＋RT 群では無治療群, RT 単独群
と比較して VEGF, CD34 タンパクの発現が有
意に抑制されていた。また、TPI＋RT 群では
無治療群と比較して MVDが有意に抑制されて
いた。 

 
(5) アポトーシスとの関連を見てみると、
TPI＋RT 群は無治療群, RT 単独群と比較して
TUNEL 染色陽性細胞の発現が有意に増加して
いた。 

 
Oridonin の成果 
(1) In vitro の検討では、Oridonin 単独に

おいて二つの cell line 両方で濃度依存性に
細胞増殖抑制効果が認められました。 

 
(2) Oridoninの細胞増殖抑制効果のメカニズ
ムに関して Apoptosis と Autophagy について
検討した。Annexin-V と Propidium iodide が
両方陽性の細胞を apoptosis 細胞としてカウ
ントすると、16μM の Oridonin 単独群では
32.6%であった。Autophagy に関しては、
autophagy のマーカーとして知られている
LC-3 で検討した。Oridonin 単独では濃度依
存性にその発現が上昇した。また、HIF1a の
発現は Oridonin 単独では 16uM で急激に消失
しました。 

 
(3) Oridoninの放射線増感作用に関して検討
した。放射線治療に Oridonin を併用するこ
とにより劇的に細胞増殖抑制効果が上昇す
る結果となった。Apoptosis に関しては、
16μMの Oridonin 単独群では 32.8%であった
のに対して、Oridonin＋RT 2Gy の併用治療に
て 65.3%と急激に apoptosis 細胞が上昇する
結果となった。Autophagy に関しては、
Oridonin 単独では濃度依存性に LC-3 発現が
上昇したが、放射線との併用では、それらは
まったく発現が消失した。また、HIF1a の発
現に関しても Oridonin＋放射線との併用で
消失した。 
 
 
 



 

 

 
(4) 次に In vivo で、balb/c nude mouse を
用いて直腸癌同所性モデルを作成し、腫瘍体
積の推移、Caspase・LC-3・HIF・HIF-related 
protein、免染で腫瘍増殖・腫瘍血管を評価
した。腫瘍体積は、Oridonin＋放射線との併
用群で有意にその体積が減少した。また、In 
vivo でも In vitro の結果と同様に放射線併
用にて autophagy は消失し、apoptosis が増
強する結果となった。HIF1a に関しては
Oridonin 単独ではその発現抑制は得られま
せんでしたが、放射線併用にて HIF1a の発現
は低下し、VEGF も同様に発現が低下した。
Angiopoiethin-2 に関しても、放射線併用で
やや発現が低下する傾向を認めた。 

 
 
 

(5) 腫瘍組織を免疫染色で観察すると、確か
に細胞増殖は抑制され、CD34 による腫瘍血管
染色でも Oridonin＋放射線併用群で発現が
抑制される傾向を認めた。 
 
以上より、TPI、Oridonin がともに血管新生
阻害作用、放射線増感作用を有することを確
認した。今後、低酸素下での放射線の癌治療
成績を向上させることを目指して、血管新生
阻害と放射線増感との関係について、さらな
るメカニズム解明を行っていきたい。 
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