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研究成果の概要（和文）：世界をリードする重粒子線治療をさらに有効にするため、重粒子線照射とヒートショック蛋
白90阻害剤の併用に関する生物実験を行い、細胞と動物レベルでこの併用が癌治療に有効であること、その作用機序が
DNA修復阻害にあることを示した。多くのヒートショック蛋白阻害剤のうちTAS-116と呼ばれる薬品が重粒子線、X線と
の併用で有用で、 副作用も少なく、臨床応用に提案できると判断した。
DNA修復阻害剤と放射線併用により癌細胞を老化に導き成長抑制させる研究では、低濃度の阻害剤で併用効果があり、
その機序が細胞周期上での異常、またある種の癌細胞で、老化様の細胞の増加が示され、今後の新治療域発展への基礎
を築いた。

研究成果の概要（英文）：In order to improve the world leading heavy ion radiotherapy, we studied the 
combination regimen of Hsp90 inhibitor and carbon-ion irradiation. After screening and studying various 
inhibitors, we found that most Hsp90 inhibitors can cause tumor specific radio-sensitization with heavy 
ions and the cause of this was shown to be inhibition of DNA double strand break (DSB) repair by the 
inhibitors. Among these we suggest that an Hsp90 inhibitor TAS-116 might be most recommendable clinically 
due to its low toxicity.
We also studied the combination effects of a DNA DSB repair inhibitor NU7441 and radiation including 
heavy ions. Our investigation indicated that a non-toxic concentration of NU7441 radio-sensitized tumor 
cells and the cause seems to be related to disturbed cell cycle progression. Moreover, some tumor cells 
show senescence like appearance after the combination treatment. Our study forms a biological basis for a 
new combination cancer therapy including particle radiation.

研究分野： 放射線治療生物学

キーワード： Hsp90阻害剤　重粒子線　放射線増感　TAS-116　DNA二重鎖切断修復　DNA-PK阻害剤　細胞周期　細胞老
化
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１．研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者らは 2006 年にヒートショッ

ク蛋白 90 (Hsp90) の阻害剤 17AAG と X
線照射との併用で癌細胞特異的に放射線
増感が起きること、またその原因が DNA
二重鎖切断 (double strand break: DSB) 
の修復阻害、 特に相同組換修復 
(Homologous recombination repair: 
HRR) 経路阻害、によることを細胞レベル
で示した (Noguchi et al 2006)。しかし
ながら日本がリードする重粒子線照射と
HRR 修復経路阻害の併用効果は不明であ
った。予備実験では細胞レベルで HRR 修
復阻害と重粒子線併用による放射線増感
効果は確認していた。そこで代表者らは、
細胞レベル動物レベルで、様々な Hsp90
阻害剤等と重粒子線の併用効果を検討す
ることにした。 

(2) Azad らはDNA DSB修復経路のうち非相同
末端修復 (NHEJ) 蛋白 DNA-PK の特異的
阻害と放射線の組み合わせが癌細胞の老
化 (senescence) を促進し (Azad et al 
Mol. Cancer Res 2011)、その増殖を停止
させる提案をした。代表者らは DNA-PK 阻
害剤と X線及び重粒子線を用い、この仮
説が成り立つかどうかを検討することと
した。 
 

２．研究の目的 
(1) 相同組換修復 HRR の抑制と重粒子線（炭

素線）照射を組み合わせることで、更な
る癌細胞の放射線増感を図り、より高い
癌治癒率に貢献する。 

(2) 非相同末端結合 (NHEJ) 修復蛋白DNA-PK
を特異的に抑制することにより放射線照
射された癌細胞の老化を図り、その増殖
を大幅に阻害し臨床応用の基礎を築く。 

 
３．研究の方法 
基本的に培養細胞 (細胞バンクより入手)、ま
た動物実験はヌードマウス (詳細は以下) を
用いて研究を行った。 
 
細胞培養：ヒト癌細胞株 A549、H1299 (以上
肺癌)、HeLa 細胞 (子宮頸癌)、ヒト正常細胞
として HFL-I, HFL-III 細胞が用いられた。
いずれも理研セルバンクより提供を受け、炭
酸ガスインキュベーター(5% CO2 37°C)で培
養された。 
 
薬品、放射線照射：Hsp90 阻害剤 17AAG、
PU-H71、  TAS-116、DNA-PK 阻害剤：

NU7441 他は全て一般業者より購入された。 
これらの阻害剤は放射線照射前に培養細胞
に加えられた。放射線照射は放射線医学総合
研究所 (放医研) の X 線発生装置、また重粒
子線照射は放医研のHIMACの生物実験専用
ポートが用いられ、線量・線量率等は実験ご
とに正確に管理された。 
 
細胞生存率：培養細胞の薬品/放射線照射後の
生死はコロニー形成法を用いて定量化され、
プレート効率 (処理なしの際のコロニー形成
の割合) を持って補正され、グラフ化された。 
 
DNA DSB 修復：DSB マーカーの ϒH2AX フ
ォーカス法（免疫染色法）を用いて切断数を
定量。HRR 修復経路の定量は Rad 51 蛋白の
フォーカスのカウントで、NHEJ 修復経路は
リン酸化 DNA-PKcs 抗体を用いて、定量化
された。一般的にフォーカス数の減少により
修復が起こったと判断した。ϒH2AX 抗体、
Rad51 抗体、DNA-PKcs 抗体は業者より購
入された。さらに Western blot 法を用いて
DNA DSB 修 復 関 連 蛋 白 (Ku70/Ku80, 
DNA-PKcs, EGFR, ERK 等) 発現の定量化
を行い、 修復阻害の状況をさらに詳しく調
べた。 
 
細胞周期解析：放射線或いは薬品/放射線併用
療法後の細胞周期進行異常は、細胞を色素
(propidium iodide)で染色し、フローサイト
メターを用いて定量した。さらにマイトーテ
ィクカタストロフィーの定量は細胞核の崩
壊を定量化することにより判断する。 
 
アポトーシス解析：アポトーシス様細胞死に
関しては上記の細胞周期解析の後 subG1 期
相 (G1期の細胞より少ないレベルのDNAを
持った細胞の割合) の定量によるものと、ア
ポトーシス関連蛋白の発現を用いて判断し
た。 
 
細胞老化解析：SA-βGal の発現をフローサ
イトメターを用いて定量する。さらに p21 蛋
白発現の定量も行った。 
 
動物実験：ヌードマウス (BALB/c-nu/nu マウ
ス) の足にヒト癌細胞を移植し、その成長度
合いを放射線/薬品処理後の癌の体積を計時
的にノギスで測り定量化した。(Hirakawa et 
al Cancer Med 2015 発表論文⓼参照) 
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