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研究成果の概要（和文）： 
腫瘍内の HIF-1 活性を可視化する手法を利用して、“HIF-1 活性に影響を及ぼす薬剤（血

管新生阻害剤や低酸素標的薬）と放射線”との併用プロトコールを最適化すことを目指し、
以下の成果を得た。 
1. 抗 VDGF 中和抗体 Bevacizumab を担がんマウスに投与した 1 日後、腫瘍血管正常化に

伴って低酸素分画が劇的に減少することを確認した。逆に Bevacizumab 投与 3 日後に
は、腫瘍内低酸素分画の増加に伴って HIF-1 活性が亢進することを見出した。前者の
タイミングで放射線治療を施すことで、放射線治療効果を劇的に増強させ得ることを
見出した。 

2. 放射線照射後に亢進する HIF-1 活性を HIF-1 阻害剤で抑制することにより、最も高い
併用効果が得られることを見出した。 

研究成果の概要（英文）： 
 Here, I and my colleagues performed a series of optical imaging experiments to visualize 
intratumoral HIF-1 activity, and optimized some combination of radiation with antitumor drugs, 
which could modulate HIF-1 activity, such as a VEGF neutralizing agent, bevacizumab, and a 
HIF-1 inhibitor, YC-1.  
1. Optical imaging experiments showed that administration of a VEGF-neutralizing agent, 

bevacizumab, temporally induced vascular normalization and decreased hypoxic fraction in 
tumor xenografts 1 day after the treatment. When radiation treatment was given in this timing, 
the combined treatment significantly delayed tumor growth compared to radiation therapy 
alone.  

2. We found that administration of a HIF-1 inhibitor, YC-1, suppressed radiation-induced 
activation of intratumoral HIF-1 activity, and then significantly delayed the growth of 
recurrent tumor after radiation therapy. 
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１．研究開始当初の背景と目的 

がん細胞の無秩序な増殖によって、固形腫
瘍内部には血管から十分な酸素が供給され
ない“低酸素性細胞”が存在する。この細胞
群は放射線治療に抵抗性を示すことから、放
射線治療医にとって大きな懸念材料である。
低酸素性細胞が放射線抵抗性を示す理由は
多岐にわたるが、近年、『放射線照射によっ
て腫瘍内部で hypoxia-inducible factor 1
（HIF-1）が活性化し、放射線抵抗性を亢進
する』というメカニズムが明らかにされてき
た。これを機に HIF-1 活性を阻害する薬剤
（YC-1 など）の開発に弾みがついた。申請
者も“新規タンパク質製剤（TOP3）”や
“HIF-1 標的遺伝子治療法”の開発を進め、
それらが放射線治療の効果を増強すること
を確認してきた。その一方で申請者らは近年、
『HIF-1 阻害剤の投与タイミングを誤ると、
HIF-1阻害剤によって増加した低酸素性細胞
が、放射線治療の効果を減弱させてしまう』
ことを見出した。これは『HIF-1 阻害剤と放
射線治療の併用効果を最大限に得るために
は、HIF-1 活性を指標として併用プロトコー
ルを最適化することが必須である』ことを示
している。 
申請者らは、HIF-1 依存的にルシフェラー

ゼを発現するレポーター遺伝子を構築し、世
界に先駆けて固形腫瘍内の HIF-1 活性を
“光”としてイメージングすることに成功し
ていた（Figure 1）。また、HIF-1 活性に依存
して色を変える細胞株（緑色蛍光[不活性化]
⇔赤色蛍光[活性化]）を樹立することにも成
功し、HIF-1 が活性化している領域をミクロ
の単位で解析する準備を整えていた。これら
独自の評価系を利用して、“放射線と化学療
法剤”との併用プロトコールを最適化する本
研究を着想するに至った。 

 
２．研究の目的 
 申請者の持つ「移植腫瘍内 HIF-1 活性をリ
アルタイムにイメージングする技術」に関し、
その定量性と空間分解能を改善し、高精度の
イメージング手法を確立する。そして、“放
射線と HIF-1 阻害剤”、および“放射線と
HIF-1 活性に影響を及ぼす抗がん剤（血管新
生阻害剤など）”との併用プロトコールを最
適化し、将来の化学放射線療法の礎を築くこ
とを目指す。 
 

３．研究の方法と研究成果 
３－１．光イメージング技術の高精度化 
我々は、HIF-1 依存的にルシフェラーゼを

発 現 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
（5HREp-ODD-luc）を構築してきた（Figure 1）。 
このレポーター遺伝子を安定に導入した

ヒト子宮頸癌由来細胞株 HeLa 細胞を、免疫
不全マウス（BALB/c nu/nu）の右下肢大腿部
皮下に移植して固形腫瘍を形成させ、ルシフ
ェリンを投与した後に in vivo光イメージング
装置（IVIS-SPECTRUM）に供することで、
移植腫瘍内 HIF-1 活性をルシフェラーゼ発光
としてリアルタイムにイメージングする系
を確立してきた。しかしながら、当該実験系
の定量性には問題があり、微細な HIF-1 活性
の変動を捉えることが不可能であった。 

そこで本研究では、基質（ルシフェリン）
の投与に当たって小型浸透圧ポンプを用い
る手法を取った。結果的に、浸透圧ポンプを
担がんマウス皮内に埋め込んだ後、1 週間に
亘って体内ルシフェリン濃度が一定に保た
れ、極めて定量性の高い光イメージングが可
能になることを見出した。また、発光蛋白質
の代わりに、より空間分解能に優れた蛍光蛋
白質を利用することで、1 細胞レベルのイメ
ージングが可能な空間分解能を得ることに
成功した。 
 
３－２．放射線照射後の腫瘍内 HIF-1 活性の
変動とそのメカニズム 
 ３－1 にて高精度化した発光イメージング
系を用いて、放射線照射後に腫瘍内 HIF-1 活
性が如何に変動するのかを解析した。線照射
（5Gy）の 6 時間後に腫瘍内 HIF-1 活性が一
過的に減少し、逆に照射 24 時間後には劇的
に亢進することが明らかになった。VHL 遺伝
子欠損細胞株を用いて同様の実験を実施し
た場合には、放射線照射 6 時間後の HIF-1 活
性の減少が見られなくなった。一方、Akt 遺
伝子をノックダウンした場合や、PI3K 抑制剤
投与、さらには mTOR 抑制剤を投与した場合
に、照射 24 時間後の HIF-1 活性化が見られな
くなった。これらの結果から、放射線照射後
の HIF-1 活性の低下、および亢進機構として、
それぞれ PHD-VHL 系による HIF-1αタンパ
ク質の分解と、PI3K-Akt-mTOR 系による
HIF-1αタンパク質の翻訳効率向上が重要な
役割を果たしていることを明らかにした。 
 
３－３．放射線治療と HIF-1 阻害剤の併用プ
ロトコールの最適化 
 放射線照射後に腫瘍内 HIF-1 活性が劇的に
変動するという事実と、HIF-1 が血管内皮細
胞を放射線障害から防護するという作用を
あわせて考えると、HIF-1 阻害剤と放射線の
併用効果はプロトコールに大きく左右され

Figure 1 



ることが予想できる。事実、担癌マウスを対
象とした実験で放射線照射直後に HIF-1 阻害
剤を投与した場合、放射線による HIF-1 の活
性化が有意に抑制され、良好な増殖遅延効果
が得られることを見出した。逆に HIF-1 阻害
剤を放射線に先立って投与した場合、HIF-1
阻害剤が VEGF 発現の抑制、腫瘍血管密度の
減少、さらには低酸素領域の増加を次々と誘
導し、結果として放射線の治療効果を減少さ
せてしまうことが明らかになった。これらの
結果は、放射線によるHIF-1の活性化をHIF-1
阻害剤で抑制することで、最も良好な併用効
果が得られることを示している。 
 
３－４．放射線治療と VEGF 阻害剤（アバス
チン）の併用プロトコールの最適化 
 光イメージング実験により、腫瘍内 HIF-1
活性が Bevacizumab 投与 2日後より有意に亢
進し、その変化が免疫組織染色による低酸素
マーカー（ピモニダゾール）陽性領域の増加
と同期していた。Bevacizumab 投与 1 日後、
または 3日後に放射線治療を併用したところ、
1日後の併用では放射線治療効果の増強が、3
日後の併用では逆に放射線治療効果の低減
が見られた。Bevacizumab 治療後の腫瘍内低
酸素領域の増加は HIF-1活性の亢進時期と一
致し、かつ放射線治療効果の低減とも一致し
ていた。以上の結果は、放射線治療と
Bevacizumab の組み合わせにおいて、最適な
併用時期を知るために HIF-1活性のイメージ
ングが有用であることを示唆している可能
性がある。 
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