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研究成果の概要（和文）： 

多くの乳癌治療に放射線療法が用いられているが、治療後に浸潤癌としての再発に関わる分子

メカニズムは、未だ解明されていない部分も多い。本研究では、非浸潤性乳癌細胞において、

放射線照射後の浸潤能獲得過程に関わる分子の同定、および分子メカニズムの解析を、細胞の

3 次元培養モデルを用い行った。乳腺上皮細胞の 3 次元培養実験系において、放射線照射後の

浸潤能獲得に、α5β1-integrin と NF-κB のシグナルが関わっている可能性が示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
Radiation therapy is the common treatment for breast cancer, and the primary goal of 
therapy is to prevent invasive recurrence. The detailed molecular mechanism of invasive 
recurrence after radiation therapy is not well understood. This study investigated the 
effect of radiation on a three-dimensional culture model of non-invasive breast cancer, 
and identified important molecule and possible molecular mechanism underlying emergence 
of invasiveness. Our results suggest that α5β1-integrin via NF-κB signaling is an 
important mediator of invasive progression after radiation treatment on non-invasive 
breast cancer cells in three-dimensional extracellular matrix. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、多くの乳癌治療に放射線療法が用いら
れているが、乳癌はその原因となる分子や浸
潤・転移等の分子メカニズムが複雑でかつ多
種多様であり、放射線に対する影響も含め、
未だ解明されていない部分も多い。放射線療
法は、乳癌に対しても効果的で、乳癌治療の

際、放射線療法を併用することによって、外
科的切除のみの場合に比べて再発率が半減
されることが報告されている。しかし、放射
線療法を行ったにもかかわらず再発した場
合は、その約半分が、より悪性度の高い癌と
して浸潤能や転移能を獲得していることも
報告されている。このことは、放射線照射に
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よって効率よく治療できる乳癌と放射線に
耐性を持ち、さらに浸潤・転移能が高くなり
悪性度を増す乳癌があることを意味する。放
射線療法によって効果的に完治できる乳癌
と、放射線照射が逆に危険な乳癌を生検の段
階で見分けることができる分子マーカーが
あれば、乳癌治療の効率を向上させることが
可能であると考えられるが、残念ながらその
ような分子マーカーは未だよく分かってい
ない。放射線生物学の分野においても基礎研
究が盛んに進められており、放射線の癌細胞
への影響に関する知見が増えつつあるが、分
子メカニズムに関して解明されていない点
も多いため、実用化に結びつくまでは至って
ないと考えられる。 

乳癌細胞における放射線生物学の基礎
研究の一つとして、放射線照射後の乳癌細胞
の生存に、細胞接着分子 β1 インテグリン
(β1-integrin) が 関 わ っ て お り 、
β1-integrin の阻害と放射線を組み合わせ
て乳癌細胞に処理する事によって、単独処理
に比べ効率よく細胞死を誘導することを、
Parkと Bissell らが報告している。これに関
連する研究として、申請者は、β1-integrin
ヘ テ ロ ダ イ マ ー の ひ と つ で あ る
α5β1-integrin に注目し、浸潤性の高い乳
癌細胞でα5β1-integrinが過剰発現してい
る事、α5-integrin の遺伝子発現が乳癌患者
の予後に関連している事を報告してきた。ま
た、放射線照射によって α5β1-integrin タ
ンパク質の細胞膜での発現が上昇し、放射線
照射後の乳癌細胞生存に関わっている事、さ
らに、α5β1-integrin の阻害ペプチドと放
射線照射を組み合わせる事によって、放射線
単独で処理するよりも、より効果的に乳癌細
胞に細胞死を誘導する事を報告している。し
かし、浸潤・転移の様式や分子メカニズムが
多種多様な乳癌の中で、α5β1-integrin の
発現様式が放射線に対する感受性を見分け
るマーカー分子になり得るかという点や、そ
の後の詳細な分子メカニズムを解析するま
でには至っていない。一方、α5β1-integrin
は、乳癌の浸潤性・転移性に密接に関連して
いる事で近年注目されつつあるが、同時に、
細胞の運動や器官の形成・再生などの正常な
機能にも重要な因子であるとも考えられて
いる。したがって、放射線照射における
α5β1-integrin の役割を解析する際には、
α5β1-integrin そのものを解析するだけで
なく、放射線照射によって活性化される
α5β1-integrin の下流のシグナルの全体像
を理解していく必要があると考えられる。 

本研究では、再構成基底膜（マトリゲル
等）による 3 次元細胞培養実験系を用いて解
析を行った。生体内の癌細胞は、プラスチッ
クディッシュ上の 2次元単層状の形態ではな
く、3 次元の環境で増殖し、立体的な形態を

形成する。また、細胞外の微小環境による影
響も含めて、3 次元培養の環境は細胞にとっ
て生体内により近い条件だと考えられる。例
えば、乳腺上皮細胞に 3次元培養を用いた場
合、乳房様構造が形成されカゼイン分泌など
の組織特異的機能が回復する。近年までの放
射線生物学においての解析の多くは、2 次元
のプラスチックディッシュでの培養を用い
て行われてきた。しかし、2 次元培養した細
胞と 3次元培養した細胞を比較すると、細胞
の形態だけでなく、α5β1-integrin 等の分
子の発現量が異なり、それによって放射線に
対する影響も異なると考えられる。したがっ
て、2 次元の培養系においては、放射線の影
響に関与する重要な分子を見落とす可能性
があり、将来的に応用を視野に入れた in 
vitro の解析をする系としては、生体内の環
境に近い 3次元培養がより理想的と考えられ
る。したがって、放射線照射によって活性化
されるシグナルの全体像を理解するため、実
際の癌の状態や環境に近い、3 次元細胞培養
実験系を用いた本研究を計画した。 
 
 
 
２．研究の目的 

本研究は、乳癌細胞における放射線の影響と
その分子メカニズムを理解することによっ
て、多種多様な乳癌の中から放射線治療に適
した乳癌を見分けるための分子マーカーを
同定し、さらに放射線療法後の再発を防ぐた
めの分子標的の候補を得ることを目的とす
る。 

 

（1）3 次元培養を用いた in vitro 解析によ
り、放射線照射後に浸潤性が亢進する乳癌細
胞を用いた実験系を構築する。 

 

（2）放射線照射後も生き残った乳癌細胞に
おいて、放射線影響による浸潤能亢進に関わ
る分子メカニズムの一端を解明する。 

 

 

 

 

３．研究の方法 

（1）乳癌細胞株の 3次元培養モデルを用い
た解析：再構成基底膜（ラミニンリッチ細胞
外マトリックス）の 3次元培養を用い、放射
線照射によって浸潤能が亢進する実験系を
構築する。照射には、X線（150 kV, 20 mA）
を用い、2 Gy-8Gyの線量を検討した。 照射
後、TdT-mediated dUTP nick end labeling 
（TUNEL）法や、アポトーシスのマーカー
Cleaved Caspase-3 の免疫染色等を用いて、
死細胞の検討を行った。 
 



 

 

（2）X線の照射後、生き残った乳癌細胞の浸
潤能測定には、Matrigel Chemoinvasion 
Assayや Matrix (Gelatin) Degradation 
Assay 等を用いて定量を行う。3 次元培養し
た乳癌細胞は、X線照射後に、3 次元ゲルか
ら取り出した。3次元から取り出した細胞を
用いて浸潤能を測定する。 
 
（3）放射線照射によって浸潤能が亢進する
乳癌細胞を用い、照射後の α5β1-integrin
のタンパク質発現を解析する。さらに、
α5β1-integrin を阻害することによって、
放射線照射による浸潤能に及ぼす影響を検
討する。また、α5β1-integrin の発現調節
に関わる分子メカニズムを、免疫染色や免疫
沈降法等を用いて検討する。 
 
 
４．研究成果 
（1）乳癌細胞の 3次元培養モデルを用いて、
X 線照射後に浸潤能が亢進する細胞株を特定
するための解析を行った。いくつかの乳腺上
皮細胞を検討し、Akt を過剰発現させた乳腺
上皮細胞による非浸潤性乳癌細胞系を用い
て解析を進めた。 Akt 過剰発現細胞におい
て、照射後 Cleaved caspase-3の抗体を用い
て免疫染色した結果、基底膜に接していない
内部の細胞に、より多くの死細胞が観察され
た。 
さらに、8Gy の X 線照射後に生き残った細胞
において、基底膜の構造が破れ、極性を失っ
ており、非照射株と比べて悪性度の高い形態
を示す事が確認された。 
 

 
図１．乳腺上皮細胞の 3次元培養 

 
 
 
 

（2）Akt を過剰発現した乳腺上皮細胞株に X
線を照射し、生き残った細胞を用いて、
Matrigel Chemoinvasion Assay を行った。そ
の結果、X 線を照射した群において、照射し
ていない群と比較し、浸潤能の増加が認めら
れた（図 2）。 
 

 
図 2.X線照射による浸潤能亢進 

 
 
 
（3）X照射後に生き残った細胞を、１個の細
胞から再度 3次元細胞外基質において増やし
直した実験系において、α5β1-integrin と、
α5β1-integrin の リ ガ ン ド で あ る
fibronectin のタンパク質の発現が、X 照射
群で増加している事が確認された。 
また、転写因子 NF-κB の核移行が、

β1-integrin の発現調節に関わっている事、
発現亢進したβ1-integrin が NF-κBの核移
行に関わり、これらの分子の間で、feed back
制御が存在する可能性が示唆された。NF-κB
の核内の局在は、細胞から核分画を抽出した
実験や、免疫染色によって確認した。 
X 線照射によって誘導された浸潤能は、

α5β1-integrin の抗体（AIIB2, P1D6）や、
NF-κB の阻害剤で処理によって抑制される
事を確認した。 
 

これらの結果から、乳腺上皮細胞の 3 次元

実験系において、放射線照射後の癌細胞の浸

潤能獲得に、α5β1-integrin と NF-κB のシ

グナルが関わっている可能性が示唆された。 
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