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研究成果の概要（和文）：進行胃癌の治療成績は未だ十分といえず、集学的治療の充実が望まれる。PI3K/AKT/ mTOR 
シグナル経路は様々な成長因子の受容体により活性化され細胞増殖に関与する。胃癌培養細胞に対しPI3K/AKT/ mTOR経
路の阻害剤投与、放射線照射、照射と薬剤投与併用を行い、細胞生存率、アポトーシスの比率、細胞周期の変化につい
て測定し、有効な放射線増感剤を探索した。
薬剤と照射同時投与を行うことで最も高い殺細胞効果が得られ、アポトーシスも多く観察された。細胞周期の検討では
、NVP-BEZ235と照射の同時併用においてのみG2/M期とG1期の比が上昇しており、有効な放射線増感剤と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Treatment of gastric cancer in advanced stages is still challenging. More 
effective anti-tumor radiosensitizing drug is desired to manage systemic disease. PI3K/AKT/ mTOR pathway 
is one of the important signal cascades which are activated by various growth factor receptors. We 
selected three PI3K/AKT/ mTOR pathway inhibitors. Treatment effectiveness is assessed by irradiation, 
drug exposure alone and combination of irradiation and drug in human gastric cell lines. Cell survival 
was evaluated with colony formation. Apoptosis was evaluated with flow cytometric analyses using 
AnnexinV-FITC/PI stain. Cell cycle distribution was evaluated using flow cytometric analyses. Concurrent 
exposure showed larger cytotoxic effect and higher apoptotic rate than the other exposure. The G2/G1 
ratio was exclusively increased by concurrent exposure with irradiation and NVP-BEZ235 after 48-hours. 
NVP-BEZ235 seems to be a promising radiosensitizing drug in terms of arresting cell cycle in G2/M phase.

研究分野：医学
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１． 研究開始当初の背景 
（１）進行胃癌に対する補助療法として本邦
では一般的に化学療法が行われ、欧米では化
学療法に加え放射線治療が施行されている。
われわれは積極的に化学放射線治療を試み
ており、欧米と同等の奏効率が得られている
が、まだ治療成績が良好とはいえない。従来
の抗癌剤とは異なる機序による、放射線増感
効果（局所病巣の制御）、転移抑制効果（遠
隔転移病巣の制御）を持った薬剤の探索が望
まれる。 
 
（２）PI3K/Akt/mTOR 経路は、主に細胞の増
殖生存シグナルを伝える重要な役割を持っ
ており、低酸素の誘導、アポトーシスの抑制、
オートファジーの抑制など様々な応答を引
き起こし、癌細胞の生存に貢献する。放射線
照射による同経路の活性化が知られており、
同経路の阻害剤による放射線増感効果を探
索することを着想した。 
 
２． 研究の目的 
胃癌細胞に放射線照射と阻害剤投与、照射
と阻害剤投与を行い、細胞の生存率、
PI3K/Akt/mTOR 経路の活性度を評価し、放射
線照射と併用効果が高い阻害剤を特定する
ことが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）代表的なヒト胃癌由来細胞のなかから
使用する培養細胞株を複数選択する。 
作用機序の異なるPI3K/Akt/mTOR経路阻害剤
を複数準備する。 
 
（２）胃癌細胞系に対して、放射線照射、阻
害剤の投与、照射と阻害剤投与を行い、それ
ぞれの細胞生存率をコロニー形成法、MTT 
assay 法にて測定する。照射と阻害剤投与は
同時投与と逐次投与の両方を検討する。 
 
（３）細胞生存率の測定により、照射と阻害
剤の併用効果が観察されたら、細胞の応答を
確認するため、アポトーシスと細胞周期を観
察する。上記と同様の 4通りについて細胞周
期を測定する。 
 
（４）コントロール、放射線照射、阻害剤投
与、両者併用時それぞれにおける
PI3K/Akt/mTOR の活性度評価として
PI3K/Akt/mTOR 経路に関連する分子の発現を
Western blot 法により測定し、機序を解明す
る。 
 
（５）これまでの結果より、放射線照射の増
感効果が高いPI3K/Akt/mTOR経路阻害剤を選
択する。 
 
４．研究成果 
（１）照射によるコロニー形成法の結果から、
胃癌細胞セルラインとして MKN45, MKN74 を

選択した。PI3K/Akt/mTOR 経路阻害剤として
PI3/Akt の機能阻害剤である低分子化合物
LY294002、mTOR 阻害剤である RAD001（エベ
ロリムス）、PIK/mTOR 複合阻害剤である
NVP-BEZ235 を選択した。 
 
（２）胃癌細胞に放射線照射と阻害剤投与を
行い、細胞の生存率を測定した。この結果よ
り、照射と阻害剤を併用するにあたって適当
と思われる用量を決定した。 
 コロニー形成法による生存率をコントロ
ールを基準として算出した。 
 

 

 
MKN45、MKN74 とも薬剤と照射を併用したグ
ループでコロニー形成率の低下が観察され
た。いずれの薬剤においても同様の傾向で、
特に同時併用で低下が認められた。 
 
（３）細胞周期の解析は細胞の回収30分後、
24 時間後、48 時間後に細胞周期を測定し、
G2/G1 比の変化をフローサイトメトリー
（FACS）にて比較検討した。 
 

 



 

 
MKN45 において、照射と薬剤（NVP-BEZ235）
の同時投与を行い 48 時間後に細胞周期を測
定すると、G2/G1 比の著明な上昇（コントロ
ール 0.06→同時投与 0. 78）が観察された。 
 

 

 

 
 
 

 
MKN74 においても、照射と薬剤
（NVP-BEZ235）の同時投与 48 時間後の細胞
周期において、G2/G1 比の顕著な上昇（コン
トロール 0.17→同時投与 1.42）が観察され
た。このような変化は他の薬剤との併用や照
射単独、薬剤単独、異時投与では認められな
かった。 
 
（４）アポトーシスの発現を AnnexinV-FITC
と PI 染色によるフローサイトメトリー
（FACS）法にて測定した。解析は細胞の回収
48 時間後に行った。いずれの薬剤においても
照射と薬剤同時投与群において、最も高率に
アポトーシスが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（５）まとめとして、コロニー形成法におけ
る生存率及びアポトーシス誘導率の検討か
ら、3種類の PI3K/Akt/mTOR 経路阻害剤すべ
てにおいて放射線照射との併用効果が認め
られた。 
とりわけ PIK/mTOR 複合阻害剤である
NVP-BEZ235 は細胞周期の測定において、
G2/G1 比の著明な上昇が観察され、G2/M アレ
ストが示唆された。このことから、放射線増
感効果が期待される薬剤と考えられた。 
今回、ウェスタンブロット法含め、
PI3K/Akt/mTOR 経路の活性度との関連は明ら
かにできなかった。また、オートファジーな
ど他の様式の細胞死についても今後さらな
る研究が必要である。 
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