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研究成果の概要（和文）：本研究で我々は、放射線腫瘍生物学的がん幹細胞が腫瘍内低酸素領域に存在している可能性
を検証することを目的に、新たなモデルマウスを用いる研究を実施した。まず、低酸素誘導性転写因子HIF-1に依存し
てジフテリア毒素受容体を発現する遺伝子を構築、これを安定に組み込んだがん細胞を樹立して、その移植腫瘍を対象
に実験を実施した。その結果、ジフテリア毒素の投与48時間後に、低酸素マーカー（ピモニダゾール）陽性細胞群がTU
NEL染色陽性を示すこと、すなわちアポトーシスに陥っていることを確認した。腫瘍内低酸素がん細胞を一掃したタイ
ミングで放射線照射を行うことによって、腫瘍増殖を劇的に遅延できる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Accumulating evidence has suggested that cancer cells acquire radioresistance in 
hypoxic regions of solid tumors with the help of a transcription factor, HIF-1. However, there is no 
direct evidence for the involvement of HIF-1-active cancer cells in tumor recurrence after radiotherapy 
so far. Here, we established a novel system to specifically eliminate HIF-1-active hypoxic cells from a 
tumor xenograft by combining a HIF-1-dependent promoter (5HRE) with a diphtheria toxin receptor (DTR) and 
establishing breast cancer cell line, EMT6, with the plasmid (EMT6/5HRE-DTR), and approached the problem. 
Immunohistochemical analyses demonstrated that, when xenografted into immunodeficient nude mice, the 
EMT6/5HRE-DTR stable transfectant exhibited TUNEL-positive nuclei after DT treatment in HIF-1-active 
hypoxic regions. Growth delay assay demonstrated a possibility that the tumor recurrence after 
radiotherapy is influenced by the elimination of HIF-1-active hypoxic cells from tumor xenografts.

研究分野： 放射線腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
 放射線腫瘍生物学分野に於いて、がん幹細
胞は「放射線治療を生き延びた後に、原発腫
瘍と同様に多様な細胞集団で構成される再
発腫瘍を生じる能力を持つ細胞集団」と定義
されている（Baumann M., Krause M., Hill R. 
Nat Rev Cancer. 8:545-554.2008）。この様な背
景の中、先行研究を通して我々は、腫瘍血管
から７０～１００ミクロン程度離れて存在
する低酸素がん細胞が、放射線治療後のがん
の再発を担っていることを証明し、放射線腫
瘍生物学的がん幹細胞が腫瘍内低酸素領域
に巣くっている可能性を指摘してきた
（Harada H. et al. Nat Commun. 3:783. 2012）。
また、放射線治療を生き延びた低酸素がん細
胞が hypoxia-inducible factor 1（HIF-1）という
転写因子依存的に腫瘍血管に向けて移動し、
がんの再発を導くことを報告してきた。 
 
 
２．研究の目的 
 腫瘍内の低酸素がん細胞を遺伝子工学的
手法によって自在に除去できるモデルマウ
スを作成する。そして、放射線腫瘍生物学的
幹細胞様がん細胞が腫瘍内低酸素領域に存
在している可能性を検証する。また、当該細
胞群の生物学的特性を明らかにすることを
目的に本研究を実施した。 
 
 
３．研究の方法 
低酸素環境下で活性化する転写因子

hypoxia-inducible factor 1（HIF-1）を活用し、
HIF-1 依存的にジフテリア毒素受容体遺伝子
（DTR）を発現するベクターを構築する。こ
の遺伝子構築物を活用して、低酸素環境下で
ジフテリア依存的に死滅する遺伝子組換え
細胞株樹立、これをヌードマウスに移植して
固形腫瘍を形成させる。当該移植腫瘍モデル
マウスにジフテリア毒素を投与して、移植腫
瘍内の HIF-1 陽性低酸素がん細胞を死滅させ、
そのタイミングで放射線治療を実施する。放
射線治療後のがんの再発速度と再発率に、原
発腫瘍内低酸素がん細胞の存在が如何なる
意味を持つのかを検証する。 
 
 
４．研究成果 
低酸素環境下で活性化する転写因子

hypoxia-inducible factor 1（HIF-1）を活用し、
HIF-1 依存的にジフテリア毒素受容体遺伝子
（DTR）を発現するベクターを構築した。こ
の遺伝子構築物を活用して、低酸素環境下で
ジフテリア依存的に死滅する遺伝子組換え
細胞株樹立、これをヌードマウスに移植して
固形腫瘍を形成させた。当該移植腫瘍モデル
マウスにジフテリア毒素を実際に投与し、移
植腫瘍を摘出した。そして、ジフテリアトキ
シン受容体や HIF-1αタンパク質を検出する
免疫組織化学染色実験を実施することを通

して、HIF-1 依存的プロモーターの機能によ
って移植腫瘍内の低酸素領域でジフテリア
毒素受容体（DTR）の発現が誘導されている
ことを確認することに成功した。この担がん
マウスに様々な用量のジフテリア毒素を投
与して腫瘍組織を摘出、TUNNEL 染色実験
を行うことにより、ジフテリア毒素の投与 48
時間後に、低酸素マーカー（ピモニダゾール）
陽性細胞群が TUNEL 染色陽性を示すこと、
すなわちアポトーシスに陥っていることを
確認した。また、固形腫瘍内部の低酸素領域
において効率良く細胞死を誘導できるジフ
テリア毒素の投与量を最適化した。この様に
腫瘍内低酸素がん細胞を一掃したタイミン
グで放射線照射を行うことによって、腫瘍増
殖を劇的に遅延できる可能性を見出し、もっ
て原発腫瘍内の低酸素がん細胞ががんの再
発で担う役割を確認することが出来た。 
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