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研究成果の概要（和文）：線維肉腫細胞に対し第3世代ビスホスフォネート(BPs)と放射線の併用療法をin vitroで行い
、投与方法による抗腫瘍効果を検討した結果、BPsは放射線照射によるアポトーシス誘導効果を増強し、特にBPs投与後
に放射線を照射する投与方法で最も強い抗腫瘍効果を認めた。その作用機序の検討では、低濃度のBPsは放射線感受性
が最も高いといわれる細胞周期G2/M期の細胞比率を増加させなかったが、放射線照射後短時間内に上昇する、AKT、ERK
1/2、NF-κBなどの放射線応答シグナル関連タンパクの活性化を抑制した。またこの投与方法は放射線照射により線維
肉腫細胞内に発生する活性酸素種の発現を増加させた。

研究成果の概要（英文）：Fibrosarcoma cells were treated with third-generation bisphosphonate (BPs) and/or 
ionizing radiation (IR), together or sequentially, and the antitumor effects were assessed. BPs significan
tly enhanced IR-induced apoptosis, especially when cells were treated with BPs followed by IR. We therefor
e assessed the detailed mechanism of sequential treatment with BPs and IR. Cells in G2 and M phases, the m
ost radiosensitive phases of the cell cycle, were not increased by low concentrations of BPs. However, the
 levels of expression of Akt, ERK1/2, and NF- B proteins, all of which are related to radioadaptive resist
ance, were increased within a short time after irradiation with 3 Gy, and this expression was inhibited by
 a low concentration of BPs, which blocked the prenylation of small GTPases. This sequential treatment als
o increased the generation of reactive oxygen species (ROS).
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１．研究開始当初の背景 
軟部肉腫は、種々の化学療法が行われてい
るにも関わらず、Ewing 肉腫などの一部の腫
瘍を除いて治療成績の著しい改善は認めず、
新規薬剤を模索している状況である。 
ビスフォスフォネート（bisphosphonates: 
BPs）は、骨吸収阻害剤として、骨粗鬆症な
どの骨代謝疾患に対してのみならず、種々の
癌腫に抗腫瘍効果を有することが報告され
ている。われわれはこれまでに、骨肉腫細胞
と線維肉腫細胞を用いてBPsの抗腫瘍効果と
その機序について報告した。その結果、他の
癌腫と比較して少量のBPsでこれらの細胞の
細胞周期を S期で停止させ、Ras 関連蛋白の
プレニル化を阻害し、アポトーシスを誘導す
ることを明らかにした(Horie N, Murata H et 
al. Cancer Lett, 2006. Koto K, Murata H et 
al. Oncol Rep, 2010)。さらに、種々の抗癌
剤と BPs の併用療法を検討し、種々の抗癌剤
とBPsは相乗もしくは相加効果を示すことを
明らかにし、P糖蛋白高発現株に対して併用
療法により耐性克服可能であることについ
ても明らかにした(Horie N, Murata H et al. 
Br J cancer, 2007)。 
一方、in vivo では BPs 単独投与でも骨肉
腫原発巣のみならず転移巣に対しても腫瘍
縮小効果が得られた(Koto K, Murata H, 
Cancer Lett. 2009)。しかし、BPs は投与後
速やかに骨のハイドロキシアパタイト(HA)
へ移行するために、軟部肉腫に対し実際に臨
床使用した場合には、十分量の BPs に暴露さ
れない懸念がある。したがって、治療効果を
高めるためには他の治療との併用が必要で
あると考えた。 
併用療法としてはこれまでにいくつかの
癌腫で放射線療法とBPsの併用で相乗的な抗
腫瘍効果が得られたとの報告があり、われわ
れも骨肉腫細胞に対してBPsと放射線の併用
で殺細胞効果が増強することを明らかにし
た(Ryu K, Murata H et al. Anticancer 
Res.2010)。 
 
 
２．研究の目的 
軟部肉腫に対してBPsと放射線の併用によ
る抗腫瘍効果を検討し、最も抗腫瘍効果の得
られる放射線との併用療法の具体的な治療
方法の検討とその作用機序の解明を行うこ
とを本研究の目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) 軟部肉腫に対するBPsと放射線療法の併
用効果の検討 
 放射線照射量とBPsの投与量ならびに暴露
方法（順序、投与時間）の検討 
   
線維肉腫細胞株 HT1080 に対して種々の線量
の放射線を照射し、72時間後のHalf-maximal 

inhibitory concentrations (IC50)を MTT 
assay 法を用いて測定する。BPs はゾレドロ
ン酸（ZOL）を用いた。 
①ZOL 単独投与群、②放射線単独照射群、ZOL
と放射線併用群(③同時投与群:CE 群、④ZOL
投与 24 時間後に放射線照射する群: SE1 群、
⑤放射線照射 24時間後に ZOLを投与する群: 
SE2 群)、それぞれの増殖抑制効果、殺細胞効
果を MTT assay 法、フローサイトメトリーを
用いて各群間で比較検討する。各群、ZOL の
暴露時間は 24 時間で統一するため、投与後
24 時間で培養液を交換する。 
 
(2) 併用効果の機序解明 
（5群間でコントロールと比較し、最も併用
効果のあった群についてその機序を検討す
る。）   
i) 細胞周期の解析 
フローサイトメトリーを用いて細胞周期解
析を行う。細胞周期関連タンパクに関して
Western blot 法を用いて検討する。 
 

ii) 放射線応答としての抗アポトーシス効 
果に対する BPs の効果 
放射線照射により細胞生存シグナルの一部
が活性化される放射線応答シグナルに関与
する蛋白のリン酸化や NFκB の転写活性を、
ZOL が抑制できるか、luciferase reporter 
assay、Western blot 法等で検討する。 
 
iii) 細胞内活性酸素種（reactive oxygen  
species: ROS）の発生増強効果 
放射線による細胞死はROSが大きく関与して
いることも報告されており、ROS 発生に対す
る N-BPs の影響について、ROS により特異的
に発色するDCFH-DAを用いてフローサイトメ
トリーで検討する。N-acetyl cystein を用い
て ROS の抑制実験も行う。  
 
 
４．研究成果 
 
(1) 軟部肉腫に対するBPsと放射線療法の併
用効果の検討 
  
放射線照射 72時間での IC50値は 4.08Gy であ
った。以後IC50値以下の濃度で検討した。ZOL、
放射線単独群と比較し、併用群では有意に増
殖抑効果を認めた。併用群において、殺細胞
効果は SE1 群で最も強かった（図 1）。 

 
(図 1) 



(2) 併用効果の機序解明 
  
i) 細胞周期の解析 
HT1080 を ZOL に 24 時間暴露したところ、放
射線感受性が高い G2/M 期の細胞比率は増加
しなかった。また、cyclinB1 や cdc2 の変化
も認めなかった。 
 
ii) 放射線応答としての抗アポトーシス効
果に対する BPs の効果 

ZOL への暴露により、AKT および ERK1/2 のリ
ン酸化は抑制された。3.0Gy の放射線照射後
10分から48時間の間でAktおよびERK1/2の
リン酸化を Western blot 法で検討したとこ 
ろ、放射線照射後 1時間をピークとし 24 時
間以内ではこれらタンパクのリン酸化亢進
を認めた。ZOL1.2μMを 24時間 pretreatment
することでこれらタンパクのリン酸化は抑
制された。Akt および ERK1/2 の inhibitor 投
与 24 時間後に放射線照射を行ったところ、
Sub-G1 期の細胞比率は増強した（図 2）。ま
た NFκBの luciferase reporter assay では、
放射線照射によりNFκBの転写活性は亢進し
たが、ZOL1.2μM の pretreatment により転写
活性は抑制された。 
 

（図 2) 
 
 
iii) 細胞内活性酸素種（reactive oxygen  
species: ROS）の発生増強効果 
SE1（ZOL1.2μM、放射線 3.0Gy）療法により
細胞内 ROS の産生は相乗的に増加した。
N-Acetylecysteinにより細胞内ROSを抑制し
たところ SE1 により増加した Sub-G1 期の細
胞比率は抑制された（図 3）。 

(図 3) 
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