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研究成果の概要（和文）： 食道癌細胞の放射線感受性に対する。バルプロ酸と低濃度ドセタキ

セルの影響とその機序につき検討した。その結果バルプロ酸は、ヒストンのアセチル化による

クロマチンの弛緩と放射線障害により引き起こされる DNA 二重鎖切断を修復する酵素のうち 

Rad51 の発現を低下させ相同末端結合を阻害するとともに、Ku70のアセチル化による非相同末

端結合を阻害することにより食道癌細胞の放射線感受性を増強した。またドセタキセルは低濃

度では G1期、高濃度では G2M期で細胞周期を停止させ、放射線感受性を増強した。 
 
研究成果の概要（英文）：We evaluated the Effect of valproic acid (VPA) and low dose 
docetaxel (DTX) for radiosensitivity in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). VPA 
induced acetylation of histones H3 and H4 in ESCC cells. VPA inhibited the DNA double 
strand break repair by decreasing Rad51 expression and Ku70 acetylation. VPA enhances 
ESCC cells radiosensitivity by chromatin decondensation and down regulation of DNA double 
strand break repair proteins. Low dose (<1 nM) and high dose (>5 nM) DTX induced G1 and 
G2-M accumulation in ESCC cell, respectively. Low dose DTX (<1 nM) could yield 
radiosensisitivity with induction of G1 arrest, although low dose DTX has limited 
cytotoxic effect. 
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１．研究開始当初の背景 
食道癌における化学放射線療法は放射線単
独療法に比して有意に生存率を向上させる
事が証明されており、食道癌の非外科的治療
法の標準治療法として位置づけられている。
化学放射線療法における化学療法は、抗癌剤

の直接的な抗腫瘍効果とともに放射線の増
感作用を示す。使用される抗癌剤の薬剤や投
与量は、さまざまな報告がなされており一定
していないが、 5-FU とシスプラチンによる
併用化学療法が最も汎用されている。化学放
射線療法における有害事象には、早期有害事
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象として悪心・嘔吐、骨髄抑制、食道炎、食
道穿孔があり、晩期有害事象として放射線肺
臓炎、胸水、心嚢水貯留、食道狭窄などが挙
げられる。これらの有害事象は重篤な場合致
死的となる危険性も高い。化学放射線療法後
の遺残・再発としては食道局所が最も多く、
再発巣が小さい場合内視鏡的治療が試みら
れているが、内視鏡治療不能な場合は救済手
術が行われている。根治照射が行われた後の
救済手術は極めて危険性が高い事が報告さ
れている。そのため根治的化学放射線療法を
安全に行うためには、有害事象が少なく、局
所制御性の高いプロトコールの確立が必要
と考えられる。 近年癌に対する化学放射線
療法における併用抗癌剤としてドセタキセ
ル(DOC)が注目されており、肺癌・頭頚部癌
での有効性が証明されている。DOC は比較的
低用量で放射線との併用効果を認め、その理
由としてアポトーシスを誘導し、微小管阻害
効果によって細胞周期を 低濃度では G1 期、
高濃度では G2M期で停止させる事により放射
線感受性を高めることが示唆されている。さ
らに低濃度のタキサン系抗癌剤では線維化
抑制効果が期待できる。 
我々は、1998年より化学放射線療法における
副作用低減のために低用量のシスプラチン 
5mg/m2と 5-FU 250mg/m2を連日使用した化学
放射線療法(FP-CRT)を行ってきたが、Grade 3
以上の強い骨髄抑制により 17%で治療中断を
余議なくされた上、rade 3以上の強い食道炎
症状を 28%に認めた。そこで有害事象を軽減
するために、2005年より低用量の DOC 10mg/m2 
週 1 回投与法(DOC-CRT)に変更した。その結
果 Grade 3 以上の骨髄抑制は 5%に減少し、
食道炎も 14%まで低下した。治療効果として
は、原発巣での奏功率は、FP-CRT 93% DOC-CRT 
94% CR率は FP-CRT 43% DOC-CRT 65%であり、
病巣全体での奏功率は、FP-CRT 86% DOC-CRT 
71% CR 率は FP-CRT 21% DOC-CRT 35%であっ
た。低用量ドセタキセル併用化学放射線療法
は、副作用が少なく、従来の 5-FU とシスプ
ラチン併用による化学放射線療法と遜色な
い治療効果を示すことを発表した（第 46 回
日本癌治療学会総会）。また最近の治験によ
りヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害薬
が放射線増感作用を示すことが明らかとな
ってきた(Tom C. Karagiannis et al: The 
paradox of histon deacetylase 
inhibitor-mediated modulation of cellular 
responses to radiation. Cell cycle 
5:288-295, 2006)。HDAC阻害薬はヒストンな
らびにノンヒストンの脱アセチル化阻害を
介してアポトーシスを誘導する。またヒスト
ンの脱アセチル化阻害を介してクロマチン
の構造変化をもたらし、放射線感受性を増大
させる。放射線による DNAの二重鎖切断が起
こると DNA 損傷感知蛋白 53BP1 から始まり

ATM/ATR の活性化と p53 の誘導が引き起こさ
れ二重鎖切断修復が開始されるが、これらの
蛋白はいずれも HDACと結合し p53は HDACに
より脱アセチル化されるために HDAC 阻害剤
はこれら DNA 修復を阻害する。また HDAC 阻
害薬は DNA の二重鎖切断修復蛋白である 
Ku70/Ku86や DNA-PKcsの阻害作用を示す。さ
らに HDAC阻害薬は TGF-β抑制を介して線維
化抑制に働くため放射線照射に伴う放射線
性皮膚炎や食道炎を減少させる薬剤として
も注目されている。そのため HDAC 阻害薬は
放射線照射の増感作用および副作用減少の
二点で有用と考えられる。本研究では、食道
癌に対する放射線感受性を増強する薬剤と
して HDAC阻害薬である Valproic acid (VPA)
に着目した。VPA はすでに抗てんかん薬とし
て臨床で広く使用され安全性が確立してい
る薬剤であり、常用量で得られる 1mM程度の
血中濃度で HDAC 阻害作用を呈することが判
明している (Gottlicher M.: Valproic acid: 
an old drug newly discovered as inhibitor 
of histone deacetylases. Ann Hematol, 83 
Suppl1:S91,2004)。以上より低用量 DOC及び
VPA が食道癌に対する放射線療法の併用薬
剤として有用であると着想するに至った。 
 
２．研究の目的 

本研究では、食道癌に対する低用量ドセタ
キセルと VPA併用による放射線の増強効果に
つき in vitro に検討し、食道癌に対する新
しい化学放射線療法の可能性につき基礎的
に検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

VPA 及び DOCの食道癌細胞株に対する増
殖抑制実験を MTT法により行い、IC 50 を算
出した。 
次に低濃度の VAP・ DOCによる食道癌細胞

の放射線感受性の増強効果を Clonogenic 
assay により検討した。 
VPA による放射線増感作用のメカニズムを
検索する目的で VPAの HDAC阻害作用として
ヒストンのアセチル化作用を Western blot 
法により検討した。 
AnnexinⅤの表出を Flow cytometryで観察

しアポトーシスの誘導を確認した。  
放射線照射に伴う DNA二重鎖切断時に発現誘
導される γH2AXの発現性の変化は Western 
blot ならびに蛍光免疫染色により検討した。
さらに細胞周期への影響を Flow cytometry 
を用いて検討し、DNA二重鎖切断修復酵素の
発現性の変化を Western blot 法を用いて検
討した。 
さらに DNA二重鎖切断修復酵素のうち HDAC
阻害薬によりアセチル化をうけることが予
測される Ku70 に関して免疫沈降法を用い
たアセチル化の検討を行った。 



 

 

４．研究成果 
食道扁平上皮癌細胞株(TE9，TE10，TE11，

TE14)を用いて VPA の抗腫瘍効果を MTT アッ
セイで検討した．VPA はすべての細胞株にお
いて用量依存性に増殖を抑制した．VPAの IC50

は 1.02-2.15 mM であり，これは臨床的に抗
てんかん薬として投与された時の安全血中
濃度よりも高値であった。 
 
 
 
 
 
 
 
次に，VPA のヒストンアセチル化効果をウェ
スタンブロッティング法で評価した．VPA は
抗てんかん薬として使用した際の臨床的投
与量で得られる血中濃度と同等の 0.5 mM の
濃度でヒストン H3，H4 のアセチル化を増強
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
クロノジェニックアッセイでは 0.5mMの VPA
がすべての細胞株の放射線感受性を増強す
ることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
フローサイトメトリーによる検索では VPA 
が放射線照射後のアポトーシスを増強する
事が確認されたが VPAは細胞周期には影響し
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また VPAが放射線照射後 DNA二本鎖切断に伴
い表出するγH2AX の発現を増加させること
が,ウェスタンブロッティング法ならびに蛍
光免疫抗体染色法により確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
更に DNA二本鎖切断修復酵素の発現性をウェ
スタンブロッティング法で検討したところ, 
VPA は相同組換えに不可欠なタンパク質で
ある Rad51の発現を低下させた．一方非相同
末端結合に関与する Ku70，Ku80，DNA-PKcs
の発現性に変化は認められなかった。 
しかし免疫沈降法を用いた検討では、VPA は
非相同末端結合に関与する修復酵素である 
Ku70 をアセチル化することにより機能阻害
することが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方 DOC も濃度依存性に食道扁平上皮癌細
胞株である KES細胞の増殖を抑制したが、比
較的低濃度でも放射線感受性を増強するこ
とが判った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Flow cytometry を用いて DOC の濃度と細胞
周期の関係を検討すると DOC は低濃度では
細胞周期を G0G1 期で停止させ、さらに高濃
度では G2M 期で停止させることにより放射
線感受性を増強させることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また DOCは低濃度では単独ではKES細胞のア
ポトーシスを誘導しないが、放射線と併用す
ることによって強いアポトーシスを誘導す
るとともに、DNA の二重鎖切断を引き起こし
γ-H2AX の発現が誘導されることが明らかと
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究により臨床的に安全な血中濃度の VPA 
は放射線感受性を増強することが明らかと
なった. VPA の放射線感受性増強には 2 つの
作用機序が関与していた．第一の機序はヒス
トンに対するアセチル化効果であり、ヒスト
ンのアセチル化によりクロマチンの構造が



 

 

変化し電離放射線による DNA障害が増加する．
VPA はヒストンのアセチル化作用を介して細
胞にとって致命的なダメージである DNA の
二重鎖切断を引き起こし, アポトーシスを
誘導したと考えられる. 第二の機序は DNA二
重鎖切断修復阻害効果である. 細胞は, DNA
二重鎖切断をうけると相同組換えや非相同
末端結合を介して二重鎖切断修復を行う仕
組みを有するが, VPA はそのうちの相同組換
えに不可欠なタンパク質である Rad51の発現
を低下させ,非相同末端結合に必要な Ku70
をアセチル化し機能阻害することにより 二
重鎖切断修復を阻害すると考えられる.さら
に DOC は低濃度においても細胞周期を G0G1
期で停止させ放射線感受性を増強させるこ
とが明らかとなった。 本研究では， VPA と
DOC が異なる機序により食道癌の放射線感受
性を増強する事が明らかとなり , 今後
VPA/DOC の併用療法が食道癌の放射線治療に
おいて有用である可能性が示唆された。 
 今回の研究では in vitro の基礎的に DOC 
VPA それぞれの放射線感受性増強効果とそ
の機序を検討したが、技術的な問題により両
薬剤の併用効果は明らかにできなかった。今
後は in vivo の検討も加えて両薬剤の併用
効果を明らかにしたい。 
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