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研究成果の概要（和文）：本研究では、低酸素腫瘍細胞が酸素化された直後の状態における放射線治療効果を規定する
機序の分子病理学的解明を目的とした研究を行っている。今回の検討により、低酸素＋酸素化群は、低酸素状態継続群
と比較して有意に、腫瘍増殖が遅延していることが明らかとなった。さらに、マウスモデルにおいては、照射単独群と
比較して照射＋高圧酸素併用群における78遺伝子の発現が低下していることがわかった。そして、その内の20遺伝子に
おいては、HIF-1等の低酸素に関連する遺伝子群の発現の減弱が認められた。。以上より酸素化の程度の違いによる腫
瘍増殖速度と遺伝子発現状況の違いを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：This study has investigated the effects and the mechanisms of oxygenation on 
radiosensitivity for hypoxic malignant tumor cells. Our results have indicated that hypoxic tumor cells 
irradiated under hypoxic conditions and oxygenation had significantly slow growth compared to those 
irradiated under hypoxic contitions. Furthermore, concering in vivo group treated by irradiation and 
hyperbaric oxygennation, 78 genes have down-regulated compared to the group treated by irradiation 
without HBO. Especillay, hypoxia and HIF-1-related genes, such as vascular endothelial growth factor and 
Insulin-like growth factor-binding protein, have prominently down-regulated. These results indicate that 
oxygenation affects and tumor growth delay and changes of gene expression for hypoxic tumor cells.

研究分野： 放射線腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
 

放射線治療において、酸素は放射線
治療効果を規定する強力な因子であり、
低酸素細胞と有酸素細胞は放射線治療
効果において約３倍の違いが生じること
が明らかとなっている。従って、以前より
悪性腫瘍の放射線治療における放射線
抵抗性の原因の一つとして低酸素腫瘍
細胞の存在が指摘されてきた。このような
低酸素腫瘍細胞を酸素化することができ
れば、放射線治療効果を高めることが可
能であると考えられる。われわれは、高圧
酸素療法(HBO)併用放射線治療（HBO
直後に放射線治療を行う治療法）を行い、
この治療法が安全かつ効果的であること
を示してきた (Ogawa K, et al. Int J 
Radiat Oncol Biol Phys, 2011)。HBO 直
後には、正常細胞は急速に酸素濃度が
低下していくのに対して、腫瘍細胞では
しばらくの間高濃度の酸素が蓄積するこ
とが明らかとなっており、このような HBO
併用放射線治療により低酸素細胞を酸
素化することができれば、放射線治療効
果を高めて治療成績の向上に寄与する
ことが期待される。しかしながら、HBO 併
用放射線治療を行っても全く治療効果
が認められない症例も存在しており、放
射線治療効果が有る腫瘍細胞と無い腫
瘍細胞における実際の酸素状態の程度
の違いの他に、遺伝子発現状況や間質
の状態に違いが生じている可能性がある
と考えられた。実際に、低酸素腫瘍細胞
は HIF-1α、VEGF 等の低酸素関連遺
伝子群の発現をきたしている他、低酸素
状態における間質の変化や癌幹細胞の
形質維持の状況などが有酸素状態の腫
瘍細胞とは異なっていることが予想され
る。しかしながら、低酸素腫瘍細胞が酸
素化された直後の状態における放射線
治療効果・遺伝子発現状況の変化や放
射線治療効果を規定する機序について
は現在までに明らかになっていないのが
現状である。 

低酸素腫瘍細胞の酸素化直後の状態
における遺伝子発現状態の検討を行うこ
とにより放射線抵抗性の詳細な機序を明
らかにすることができれば、低酸素腫瘍
細胞に対してより効果的な低酸素細胞増
感剤や放射線治療法の開発に結び付く
可能性があると考えられる。 

 
２． 研究の目的 

 
低酸素腫瘍細胞が酸素化された直後の

状態における放射線治療効果を規定する
機序の解明を行う。 
 
３． 研究の方法 

 

低酸素腫瘍細胞が酸素化された直後の
放射線治療による遺伝子発現プロファイ
ルの変化を明らかにするため、in vitro, 
in vivo の両面において検討を行う。同定
された放射線治療効果に関与すると考え
られる遺伝子群において、機能解析を行
う。さらに、臨床検体を用いて同定した
遺伝子群の臨床的意義を検討する。 
 
【１】低酸素腫瘍細胞の酸素化による放射
線治療効果、遺伝子発現プロファイルの in 
vitro における検討 （図１） 

Oxygen glucose deprivation の状態にし
たグリオブラスト－マ細胞 (U87)、頭頸部
癌細胞(SCCVII) (2x107 cells/dish、培地
10 ml)を低酸素状態（O2: 1%, CO: 5%）で
培養する。それらの細胞を照射中に低酸
素 状 態 と 酸 素 化 し た 状 態  (O2: 20%, 
CO2: 5%)において照射を行う。また、コン
トロールとして照射を行わないで途中酸
素化した群を追加する。照射においては、
１回照射（2 Gy, 5Gy, 10 Gy）のそれぞれ
における検討を行う。低酸素状態の確認
には、照射前後で HIF-1α、GLUT-1、
RAD 群の検討を行い、酸素化の有無と細
胞レベルにおける照射の影響についての
確認を行う。そして、これらの 3 群におい
て放射線治療効果の違いを検討する。さ
らに、治療効果で有意差が認められた線
量を１つ選び、それぞれの群において、
照射または酸素化の 1 週間後に RNA 抽
出を行った後、マイクロアレイによる遺伝
子発現プロファイルの違いを検討する。そ
の結果は、Real-time PCR にて確認をす
る。 

 
【2】低酸素腫瘍細胞の酸素化による放射線
治療効果、遺伝子発現プロファイルの in 
vivo における検討 

ヌードマウスに、低酸素細胞含有率が
多いことが明らかとなっているグリオブラ
ストーマ細胞株(U87)や頭頸部癌細胞株
(SCCVII)などを移植する。そして、そのま
ま照射した群と HBO を行った直後に照
射する群を比較する(マウス♂、n = 10）。
HBO においては、小動物用 HBO 治療
用チャンバーにて暴露時間や気圧を変
化させ、最適な条件にて行う。照射にお
いては、１回照射（2 Gy, 5 Gy, 10 Gy）、
分割照射 2Gy or 3 Gy (朝夕１回づつ) x 
3日間（合計12 Gy or 18 Gy）のそれぞれ
における検討を行う。さらに、コントロー
ルとして照射を行わないで HBO を施行
した群を追加する。それぞれの群におけ
る治療効果 (Growth delay法の検討と標
本による病理学的検索)の検討を行う。さ
らに、治療効果で有意差が認められた 1
回照射と分割照射の線量をそれぞれ１
つ選び、再増殖後の腫瘍の RNA 抽出後
に、マイクロアレイにおける遺伝子発現



プロファイルの違いを検討する。 
 

【3】放射線治療効果に関連する遺伝子
群における機能解析の検討  

同定された遺伝子群において、培養
細胞レベルで遺伝子・蛋白レベルでの
放射線による変動を明らかにする。また、
同定された遺伝子において、細胞レベル
でsiＲＮＡ施行細胞と未施行細胞におけ
る放射線治療効果の検討を行い、その
意義を確認する。 

 
４． 研究成果 

 
Oxygen glucose deprivation の状態にした
グリオブラスト－マ細胞 (U87)、頭頸部癌
細胞(SCCVII) (2x107 cells/dish、培地 10 
ml)を低酸素状態（O2: 1%, CO: 5%）で培養
し、それらの細胞を照射中に低酸素状態と
酸素化した状態 (O2: 20%, CO2: 5%)にお
いて照射を行なった。また、コントロールと
して照射を行わないで途中酸素化した群を
追加した。照射においては、１回照射（2 Gy, 
5Gy, 10 Gy）のそれぞれにおける検討を行
う。低酸素状態の確認には、照射前後で
HIF-1α、GLUT-1、RAD 群の検討を行い、
酸素化の有無と細胞レベルにおける照射
の影響についての確認を行う。そして、これ
らの 3 群において放射線治療効果の違い
を検討する。さらに、治療効果で有意差が
認められた線量を１つ選び、それぞれの群
において、照射または酸素化の1週間後に
RNA 抽出を行った後、マイクロアレイによる
遺伝子発現プロファイルの違いを検討した。
以上の検討からは、HIF-1 等の低酸素に
関連する遺伝子群の発現の減弱や消失が
認められた。次に、U87 においては腫瘍細
胞をマウスに移植してコントロール群、照射
群、照射＋高圧酸素併用群の 3 群におい
て 比 較 を 行 っ た 。 照 射 に お い て は 、 2 
Gy/day で合計 20 Gy、高圧酸素は 2.5 気
圧で30-60分を照射直前に施行した。以上
の検討からは、照射＋高圧酸素併用群は
照射単独群、コントロール群と比較して
growth delay 法にて有意に腫瘍増殖の遅
延が認められた。 

今後は、マウスに照射を行った 3 群にお
ける遺伝子発現状況の同定、機能解析を
行い、それらの放射線治療効果に関する
意義を明らかにする。さらに、臨床検体を
使用することにより、同定された放射線治
療効果に関連する遺伝子群の臨床的意義
を明らかにする予定である。 
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