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研究成果の概要（和文）：重粒子線治療の革新のためのトランスレーショナル研究を展開し、重粒子線の高い生物学的
効果はNHEJ遺伝子修復機構が関係しており、炭素線と抗がん剤併用で局所進行肺がんの局所制御率が向上すること、炭
素線照射がRhoシグナル経路を介してA549肺腺癌細胞の細胞遊走能を増大させること、放射線治療でがん患者に抗原特
異的な抗腫瘍免疫が活性化されること、樹状細胞の静脈内投与と炭素線照射の併用は肺転移を抑制すること、肺がんで
はEGFR変異陰性がんに炭素線治療の効果が大きいこと、低酸素下ではmTOR阻害剤の併用により、放射線増感効果が認め
られ、その機序にはHIF-1a発現低下が関連していることなどが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study promoted translational research for innovative heavy ion therapy to 
elucidate characteristic biological effects of carbon ions and preferable cancers for carbon therapy and 
also to develop optimal methods of the treatment. Results of the research were strong biological effect 
of heavy ions being related to NHEJ gene repair mechanism, carbon beam therapy for locally advanced lung 
cancer enhance local control with combination with anti-cancer drugs, carbons increase the cell migration 
ability of A549 lung cancer cells through the Rho signaling pathway, antigen-specific anti-tumor immunity 
being activated in cancer patients with radiation therapy, intravenous administration of dendritic cells 
augment anti-tumor immune with combination of carbon therapy to suppress the lung metastasis, greater 
enhanced effect of carbon therapy being expected for EGFR mutation-negative lung cancers, the combination 
of radiation and mTOR inhibitors sensitizing radiation effect under hypoxia.

研究分野： 放射線腫瘍学、重粒子線治療、放射線生物学　
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１．研究開始当初の背景 
癌は国民の3人に1人の死亡原因となるなど

がん死亡者数は年々増加し，がん対策は国民衛
生上の急務となっている。がん医療においては，
生存率の向上のみでなく，QOL(Quality Of Life)
を重視した治療が強く望まれ，低侵襲がん治療
法の確立が重要な課題となっている。重粒子線
治療はまさに、この目的にあった革新的ながん
治療法の一つである。我々は、重粒子線治療の
普及を目指し、ﾊｲﾃﾞﾙﾍﾞﾙｸﾞ大学に次いで世界の
大学で2番目に重粒子線治療装置を導入し、
2010年 3月から、がんの重粒子線治療を開始し
た。しかし、放医研での重粒子線治療の高い治
療効果は世界を驚かせたが、この重粒子線治療
の生物効果のメカニズムは依然十分解明されて
いない。さらに、この高価な重粒子線治療法に
対しては、最も効果的な治療方法の開発が求め
られると同時に、真に重粒子線治療の対象とな
る疾患に限定して選択されなければならない。
そこで、重粒子線治療に応用可能な、トランス
レーショナル研究を積極的に推進し、重粒子線
の生物効果のメカニズムを基礎研究から解明す
るとともに、並行して、どのような癌あるいは
癌以外の疾患が真に重粒子線治療の適応となる
か、臨床研究で科学的に検証し、治療対象を明
らかにすることが求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究は重粒子線治療の革新的展開のためのトラ
ンスレーショナル研究を以下の３サブ課題に分け
て展開し、重粒子線に特徴的な生物効果を基礎研
究から解明し、さらに臨床データの解析から科学
的に検証し、どのような腫瘍が真に重粒子線治療
の適応となるかを明らかにするとともに、最適な
治療方法を開拓する基礎的―臨床的研究を行う。 
(1)重粒子線の生物効果 
 炭素イオンは高ＬＥＴ放射線としての強い生物
効果を持つが、低ＬＥＴである慣用Ｘ線やガンマ
ー線、陽子線によるＤＮＡ損傷に比べ、高率にＤ
ＮＡ2重鎖切断を生成するため、相対的に高い生
物効果となると説明されている。しかし、高ＬＥ
Ｔ放射線の生物効果の特徴を十分説明できるメカ
ニズムは明らかでない。また、悪性黒色腫、骨肉
腫などきわめて放射線抵抗性の腫瘍組織が炭素イ
オンで通常の放射線感受性の扁平上皮癌と同程度
の放射線感受性を示すメカニズムは解明されてい
ない。そこで、低ＬＥＴ放射線との基本的な相違
である放射線反応の初期課程、ＤＮＡ損傷とその
認識ならびに修復過程の特徴を解明し、その特徴
と反応下流の諸現象との関連性を解明する。 
まず、炭素イオン照射により、どのようなDNA

の損傷構造の相違が起こるのかを解明する。そし

て、この相違と高ＬＥＴ放射線の生物学的特徴が
関連するかを解析する。 
特に、重粒子線治療による腫瘍の放射線感受性

について、（senescence、とapoptosis）の面から、
重粒子線による分裂死や細胞老化現象がＸ線など
一般の放射線と異なるメカニズムで起きるのか、 
最近明らかとなりつつあるCancer stem cellの重
粒子線感受性と転移能などについてu70-80蛋白、
DNA-PK等DNA修復機構ならびにAKTカスケード蛋
白、Bystander Effect 等に焦点を当て研究する。
特に、Cancer stem cellについては、最近、G0
期細胞と関連から、G0期細胞数を制御するFbw7
によるc-Mycのユビキチン依存性分解とCDKイン
ヒビターp57が CDK活性を抑制することが関係す
ると言われている。重粒子線治療におけるG0細胞
の意義について研究する。 
(2)脳機能ならびに脳腫瘍に対する重粒子線による
照射効果に関する研究  
脳腫瘍細胞の遊走能に関する重粒子線による増

進のメカニズムを Akt蛋白関連シグナル伝達経
路を中心として研究する。そして、本腫瘍の遊走
能を阻止する薬剤を開発を目指し、その併用によ
る遊走能阻止効果を解析する。脳ニューロン、グ
リア細胞のみの培養系を用いて、脳正常組織・神
経細胞,血管内皮細胞における炭素イオン線のX
線に対するRBE（生物学的効果比）の検討をおこ
なう。 
(3)重粒子線治療の最適な分割効果や抗癌剤併用効
果の解析 
本研究では，少分割照射法の放射線生物学的根

拠ならびに分子機構を解明し、放射線生物学的な
アプローチにより、種々の腫瘍や正常組織の生物
学的な特性に応じた至適分割照射法の開発研究を
行う。低酸素細胞関連遺伝子HIF１αや血管新生
関連遺伝子HIF2αの重粒子線効果への修飾、重粒
子線と抗ガン剤との併用、アポトーシスの誘導能
について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)重粒子線治療の生物効果の研究では、重イオン
ビームによる細胞質照射とp53依存性およびp53
非依存性アポトーシス誘発の検討と老化細胞様変
化による放射線細胞死の検討について、主に、免
疫組織学的手法でアポトーシス誘発とアポトーシ
ス以外の細胞死誘発，さらにこれらに関与するシ
グナル伝達を明らかにする． 
(2)脳機能ならびに脳腫瘍に対する重粒子線によ
る照射効果に関する研究については、複数の
modalityによる遊走抑制効果の解析と脳ニュー
ロンに対する重粒子線による照射効果について、X
線および炭素イオン線照射を行い、分割照射時の
炭素イオン線のX線に対する生物学的効果比
（RBE）を評価し、至適な分割回数を評価する。エ



ンドポイントは、細胞生残率（Apoptag・WST-1 
test）にて評価する。また、成熟細胞と未成熟細
胞との相違も確認する。 
(3)重粒子線治療の最適な分割効果や抗癌剤併用
効果の解析については、低酸素細胞に対する放射
線感受性の検討： 重イオンマイクロビーム（炭
素線）による照射効果の検討、重イオンと薬剤の
併用効果に関する検討を行い、重粒子線とX線の
照射効果の相違を計測し、各エンドポイントの
RBEなどを計測する。 
 
４．研究成果 
H24 年度 
(1)高い生物学的効果比及び増感比を決定づける要
因は NHEJ 修復である 
DNA損傷においてDNA二本鎖切断(DSB)の修復機

序の相同組換え(HR)および非相同末端結合(NHEJ)
の修復欠損細胞を用いて、重粒子線治療における、
LET依存的な殺細胞効果を検討した。がん抑制遺
伝子 p53欠損マウス由来の肺線維芽細胞で、DSB
修復が正常、NHEJの LIG4欠損、HRの Rad54欠損、
それらの二重欠損の同細胞株を用いて、HRおよび
NHEJの機構を検討した。その結果、高い生物学的
効果比及び増感比を決定づける要因はNHEJ修復
であり、炭素線においてもNHEJ修復を分子標的に
することでがん細胞の殺細胞効果をさらに高めら
れる可能性が示唆された。 
(2)放射線治療によって抗原特異的な抗腫瘍免疫が
活性化される 
化学放射線療法が施行された食道がん患者のうち、
HLAがA2もしくはA24の患者のみ、臨床検体（血液）
を採取して研究を行い、そのうち約40％の患者にお
いて、癌精巣抗原特異的細胞障害性Tリンパ球が治
療中～治療後に有意に増加することを確認した。ま
た、化学放射線療法にて有意にHMGB1の増加が認め
られ、また、予後と有意に相関することが認められ
た。これらの成果は、放射線治療によって抗原特異
的な抗腫瘍免疫が活性化されたことを証明したも
のであり、放射線治療と免疫療法の併用療法の可能
性を示唆するものである。 
(3)新しい ROB 合成線量分布による信頼性の高い治
療計画評価 
粒子線治療では、微量なSEで粒子の飛程に大きな
誤差を生む場合があり、線量分布の頑強性
（roboustness:ROB）の弱い治療計画となる状況が
危惧されているため，治療計画のROBを評価でき
る線量分布評価手法を新たに考案し，検討を行っ
た．その結果，新しい合成線量分布による評価法
により信頼性の高い治療計画評価が行えることが
示唆された． 
 
H25 年度 

(1)カルボプラチン（CBDCA）およびパクリタキセル
（PTX）は非小細胞肺癌（NSCLC）における炭素イオ
ンビーム照射の殺細胞効果を増大させる  
CBDCAおよびPTXは、NSCLC細胞中の炭素イオン

ビームによる殺細胞に対して相乗効果を示した。 
CBDCAまたはPTXは、炭素イオ誘発アポトーシス
と老化死を促進した。これらの結果は、炭素イオ
ン線療法とCBDCAとPTXの併用は、局所進行NSCLC
の治療の局所制御率向上につながると考えられた。 
(2)マウスモデルにおける炭素イオン線療法と組み合
わせた樹状細胞の静脈内投与による肺転移の抑制  
 転移抑制に対する照射および樹状細胞（DC）投
与の最適な組み合わせ方法は確立していないので、
C-イオン照射と組み合わせた静脈内のDC投与の
抗転移効果を検討した。[結果]静脈内および腫瘍
内のDC投与は、光子治療併用では転移抑制効果は
なかったが、C-イオン照射併用で、C-イオン単独
照射や、DC単独のみに比べ大幅に肺転移抑制（そ
れぞれp = 0.02 およびp = 0.02 ）が見られた。
転移抑制効果は腫瘍内投与より静脈内投与の方が
大きかった（ P = 0.046 ）。 [結論]C-イオン照射
はDCの成熟に寄与し、その静脈内投与と C-イオ
ン線療法の併用は肺転移抑制のための新規治療法
の可能性を示唆した。 
(3)ヒト肺腺癌細胞 A549 における炭素線誘発遊走能
増加と、増加した遊走能に対する ROCK 阻害剤
Y-27632 の抑制作用について） 
 放射線照射により癌細胞の遊走能が増強するこ
とで腫瘍細胞が照射範囲外へ移動することが放射
線治療後の再発の原因の一つとして示唆されてい
る。そこで，本研究ではヒト肺腺癌細胞株を用い
て，癌細胞の遊走能におよぼす炭素線の影響およ
びそのメカニズムについて、遊走能シグナル伝達
経路において遊走能をコントロールしている
Rho-associated coiled coil- forming protein 
kinase (ROCK)との関連を含め検討した。 炭素線
照射群(２Gyまたは８Gy)では、非照射群と比較し
て、遊走距離が有意に長く、X線照射に比べ、遊
走能が約4倍程度強かった。Fアクチン染色では、
炭素線(２Gyまたは８Gy)を照射した細胞群にお
いて細胞遊走時に見られる突起形成の出現率が非
照射群と比較して有意に高く、遊走能亢進を示唆
する細胞形態学的所見と考えられた。また、スト
レスファイバー形成に必要なリン酸化ミオシン軽
鎖(P-MLC2-S19)の発現が炭素線８Gy照射群で増
加した。さらにY27632の併用により炭素線８Gy
の照射で亢進したP-MLC 2-S19の発現レベルは非
照射群と同様のレベルにまで減少した。同時に、
炭素線照射(２Gyまたは８Gy)で亢進したwound- 
healing -assayによる遊走能亢進を有意に減少さ
せた。以上より、本研究は炭素線照射がRhoシグ
ナル経路のROCKを介してA549肺腺癌細胞の細胞
遊走能を増大させることを明らかとした。  



(4)がんの放射線治療では、DNA 二本鎖切断(DSB)の
誘導ががん細胞死誘導の主要因 
放射線により生じたDSBは主に非相同末端結合

修復経路（NHEJ）によって修復されるため、NHEJ
経路の阻害はがん放射線治療の増感手段となりう
る。CBP/p300蛋白質がDSB部位においてヒストン
アセチル化酵素（HAT）として機能し、SWI/SNFク
ロマチンリモデリング因子と協力することにより
NHEJを促していること、CBP/p300 HAT阻害活性を
有する天然化合物garcinolが NHEJを抑制し、放射
線増感効果を示すこと、この知見を臨床応用するた
めに、低分子選択的HAT p300阻害剤C646により、
がん細胞において照射後に誘導されるmitotic 
catastropheが亢進し、放射線増感効果を示すこと
を明らかにした。 
 
H26 年度 
 (１)肺腺癌における新規ドライバー融合遺伝子
KIF5B-RET 
肺腺癌における新規ドライバー融合遺伝子

KIF5B-RET、クロマチンリモデリング因子BRG1と
BRMの合成致死性、クロマチンリモデリング因子
p300阻害による放射線増感、がん関連遺伝子（TP53
や EGFRなど）変異がX線・炭素イオン線感受性へ
与える影響について調べた。次世代の「個別化・放
射線増感治療」が期待される。 
(2)放射線誘発の細胞周期停止、DNA 損傷修復や細
胞死誘導メカニズムがヒト ES 細胞由来正常神経幹細
胞 NSC およびヒト神経膠芽腫細胞株 A172 間で異な
る 
脳腫瘍の放射線治療を考慮して、神経幹細胞およ

び神経膠芽腫細胞の増殖率を指標とした放射線感
受性について比較検討した。【方法】ヒトES細胞由
来正常神経幹細胞NSCおよびヒト神経膠芽腫細胞
株A172を用いた。細胞播種後翌日にX線(150 kVp)
または炭素線(290 MeV、6 cm SOBP中心)照射を行
い、照射後96時間まで24時間毎に細胞数を計数し、
増殖曲線を作成しRBEを求めた。さらに、Ethidium 
bromide/Acridine orange二重蛍光染色を行い、後
期アポトーシスおよびネクローシスの頻度を解析
した。【結果】増殖率を指標とした放射線感受性は
A172と比べてNSCの方が約4倍高く、両細胞共に
RBEは約2であった。また、両放射線による細胞死
型は、NSCでアポトーシスが主であったのに対し、
A172ではアポトーシスもネクローシスも顕著に検
出されず、誘発される細胞死型も異なることが明ら
かとなった。このことは放射線誘発の細胞周期停止、
DNA損傷修復や細胞死誘導メカニズムが両細胞間
で異なる可能性が示唆された。 
 
H27 年度  

(1)炭素イオン線誘導 DSB の修復能は、EGFR 変異ス
テータスに関わらず全ての細胞株において X 線誘導
DSB の修復能より有意に低い 
ヒトNSCLC細胞株、EGFR変異を有する細胞株、

KRAS変異を有する細胞株、EGFR/KRAS野生型NSCLC
細胞株を用いて炭素イオン線のRBEを解析した。
EGFR変異型細胞株のRBEはEGFR野生型細胞株と比
較して有意に低値であった。変異型EGFR発現A549
細胞は野生型EGFR発現A549細胞株と比較して有意
なX線高感受性およびRBE低値を示した。一方、KRAS
変異ステイタスによるX線感受性、炭素イオン線感
受性およびRBEの差は認められなかった。 
EGFR変異型細胞株におけるX線誘導DSBの修復能
は、EGFR野生型細胞株のそれと比較して有意に低
かった。X線照射 EGFR変異型細胞株において、NHEJ
活性阻害剤併用によるH2AX foci数の上乗せ効果
は明らかでなかった。このことから、EGFR変異型
細胞株ではNHEJの活性が低いことが示唆された。
一方、上記6細胞株における炭素イオン線誘導DSB
の修復能は、EGFR変異ステイタスに関わらず全て
の細胞株においてX線誘導DSBの修復能より有意に
低かった。EGFR変異型NSLCL細胞株は EGFR野生型
NSCLC細胞株と比較してNHEJ活性が低く、X線高感
受性と炭素イオン線RBE低値を示した。このことか
ら、「EGFR変異陰性」が炭素イオン線治療による利
益の大きいNSCLC症例を抽出するためのバイオマ
ーカーとして有用である可能性が示唆された。 
（２）通常酸素・低酸素条件下でのヒト肺腺癌A549に
対する、mTOR 阻害剤 Temsirolimus の放射線増感効
果 
mammalian target of rapamycin（mTOR）は細胞

の増殖・生存と深く関わることから、mTOR阻害剤
は分子標的薬として臨床応用されている。低酸素
条件下の放射線治療抵抗性とmTORの関連を明ら
かにするため、本研究では通常酸素/低酸素状態に
おけるmTOR阻害剤による放射線感受性の修飾を
in vitroで検討した。ヒト肺腺癌由来細胞株
(A549)、mTOR阻害剤としてTemsirolimus（TM）を
用い、酸素増感比（OER）を常酸素、または低酸素
条件下でコロニーアッセイ法にて、細胞の生存が
10%となる線量（D10）からを求めた。また、細胞
内のmTOR関連タンパクおよび低酸素下で誘導さ
れるHIF-1aの発現をウェスタンブロット法で解
析した。その結果、TM 併用により低酸素条件下の
mTORの発現は抑制され、低酸素下ではHIF-1aの
発現も減少した。X線単独でのOERは 2.8、TM併
用群では1.1であった。低酸素下ではTM併用によ
り、放射線増感効果が認められ、その機序には
HIF-1a発現低下が関連している可能性が示唆さ
れた。 
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