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研究成果の概要（和文）：本研究で我々は、腫瘍組織内の低酸素環境下で低酸素誘導性転写因子HIF-1依存的にCre-ERT
2を発現するシステムを活用し、悪性腫瘍の増殖過程で低酸素領域を構成するがん細胞がどのような時間軸で入れ替わ
っているのかを解析した。その結果、腫瘍血管から70-85ミクロン離れて存在する低酸素がん細胞が、24時間後には血
管から85-100ミクロンの位置に移動し、さらにその24時間後には血管から100ミクロン以上離れた壊死領域に押し出さ
れることを見出した。この結果は、放射線を分割照射する場合に24時間程度のインターバルをおくことの有用性を示し
ている。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we exploited a sophisticated strategy which enabled us to 
tag hypoxic cells with luciferase protein in tumor xenograft by using the hypoxia-responsive 
transcription factor-dependent Cre-loxP system, and performed spatiotemporal analyses about the dynamics 
of cancer cells in intratumoral hypoxic regions. What we found is that, 24 hours after hypoxic cells were 
tagged with luciferase protein in the regions 70-85 micrometers distant regions from tumor blood vessels, 
the cells were located in 85-100 micrometers from vessels. In the following day (48 hours after the 
tagging), the cells were detected in necrotic regions located more than 100 micrometer from vessels. 
These results support an idea that the interval of fractionated radiation therapy for cancer is about 24 
hours.
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１．研究開始当初の背景 
先行研究を通して我々は、腫瘍血管から離

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可能性を報告
した（Harada et al. Nature Communications. 
2012.）。また、低酸素領域は腫瘍血管から約
70-100 ミクロン離れて存在するものの、同領
域を構成する細胞群が徐々に入れ替わって
いることを示唆する結果を得てきた（Zhu et 
al. Oncogene. 2013.; Yeon et al. Int J Mol Sci. 
2012.）。これらの研究を通して、「放射線治療
後のがんの再発を防ぐためには、腫瘍内低酸
素領域を構成するがん細胞が入れ替わるタ
イムスケールを明らかにし、その情報をもと
にして放射線分割照射の間隔を最適化する
必要があること」を見出してきた。 
 
 
２．研究の目的 
マウスの腫瘍モデルを対象に、上記動的平

衡のタイムスケール（血管遠位にとどまって
見える低酸素領域に於いて、がん細胞が入れ
替わるタイムスケール）を明らかにすること
を目的に定め、以下に報告する研究成果を得
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 Cre-ERT2を発現するベクター
を構築する。その遺伝子産物を、 floxed 
STOP-luciferase 発現カセットと共にがん細胞
のゲノム DNA に安定導入し、樹立した細胞
を免疫不全マウス（BALB/c nu/nu）に移植す
る。そうして得た担がんマウスにタモキシフ
ェンを投与して、腫瘍内の低酸素領域内にあ
るがん細胞に対して HIF-1 依存的に光標識を
導入する系を立ち上げる。当該モデルマウス
を活用して、上記動的平衡のタイムコースに
迫る。 
 
 
４．研究成果 
当初の計画に従って、HIF-1 依存的に

Cre-ERT2 を発現する人工遺伝子を構築した。
そして floxed STOP-luciferase 発現カセットと
共にがん細胞のゲノム DNA に integrate させ
た。このがん細胞を移植して準備した担がん
マウスに対してタモキシフェンを投与する
ことによって、腫瘍内低酸素領域に存在する
がん細胞にルシフェラーゼの発光標識を導
入することに成功した。この腫瘍モデルを活
用して動的平衡のタイムコースを解析する
目的で、タモキシフェン投与し、継時的にマ
ウスから腫瘍を摘出して、免疫組織化学染色
法で詳細な解析を行った。その結果、タモキ
シフェン投与 24 時間後に腫瘍血管から約
70-85 ミクロンの位置に存在していたルシフ
ェラーゼ標識細胞が、その翌日（タモキシフ

ェン投与 48 時間後）には腫瘍血管から約
85-100 ミクロンの位置に移動し、さらにその
翌日（タモキシフェン投与 72 時間後）には、
腫瘍血管から約 100 ミクロン以上離れた壊死
領域（ヘマトキシリン染色陰性エリア）に位
置を変えることを明らかにした。以上をもっ
て当初の計画通りに、腫瘍内に存在するがん
細胞の動的平衡を詳細に解明することに成
功した。また、当初の計画を上回る成果とし
て、遺伝子工学的に低酸素がん細胞にアポト
ーシスを誘導できる系を確立し、低酸素がん
細胞を腫瘍内から排除したタイミングで放
射線治療を施した場合に、がんの再発率が有
意に低下することを証明し、当該領域のがん
の再発における重要性を証明することに成
功した。 
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