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研究成果の概要（和文）：リアルタイム細胞周期動態イメージングを可能とするFluorescent ubiquitination-based c
ell cycle indicator (Fucci)を導入した腫瘍細胞を応用することにより、放射線照射後の固形腫瘍においてはG2アレ
ストが顕著に生じ、更には単層培養系と比較して有意に長期間持続することが明らかにされた。コロニー形成法の結果
から、G2アレストの持続時間に応じて細胞生存率が有意な上昇を示すことからも、本研究課題では腫瘍内微小環境が放
射線照射後の細胞周期動態を修飾することにより、治療抵抗性に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed intratumoral cell cycle kinetics after X-irradiation 
of tumor xenografts expressing the fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator (Fucci), a novel 
system to visualize cell cycle kinetics in vivo. Cell cycle kinetics after X-irradiation was examined by 
using tumor sections and in vivo real-time imaging system in tumor xenografts. We found that G2 arrest 
was remarkably prolonged, up to 5 days after 10-Gy irradiation, in contrast to monolayer cultures where 
G2 arrest returned within 24 h. Cells isolated from tumors 5 days after irradiation exhibited a higher 
surviving fraction than those isolated immediately or one day after irradiation. In this study, we 
clearly demonstrated unusual post-irradiation cell cycle kinetics in tumor xenografts. Our findings imply 
that prolonged G2 arrest occurring in tumor microenvironments following irradiation may function as a 
radioresistance mechanism.

研究分野：放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
 以前より放射線治療を生物学的側面から
考慮する上では、４つの”R“（修復：Repair, 
再 分 布 ： Reassortment, 再 酸 素 化 ：
Reoxygenation, 再増殖：Repopulation）と
いう概念が提唱されている。この概念のほと
んどは、コロニー形成法に基づいた生存曲線
により求められたにも関わらず、実際に放射
線照射された固形腫瘍内で生じる現象を評
している点は過去の大きな功績であった。し
かしながら、過去に提唱されたこの概念は、
あくまでも固形腫瘍を切除・細胞を単離し、
培養皿上でコロニーを形成させるというよ
うな最終的には in vitroにおける手法から明
らかにされたものであり、固形腫瘍内の環境
が最終評価点までの一部始終にわたって腫
瘍細胞に影響していたわけではない。すなわ
ち、もし固形腫瘍内の環境、いわゆる腫瘍内
微小環境を構造的に破壊せずに放射線照射
後の腫瘍細胞への影響を追跡していった場
合、これまでとは全く異なる知見が得られる
可能性がある。そこで我々は、2008 年に報
告されたリアルタイム細胞周期イメージン
グ シ ス テ ム で あ る Fluorescent 
Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator
（Fucci: 図１）に着目した。Fucciを細胞に
導入すると、G1期には赤色蛍光、S/G2/M期
には緑色蛍光を示し、また G1/S移行期では、
赤色および緑色蛍光のいずれもが発現する
橙色を呈す。すなわち、Fucci を細胞に導入
することにより、細胞周期動態をリアルタイ
ムに観察することが可能となる。 
 我々は、すでに Fucciを導入した腫瘍細胞
よりマウス皮下移植腫瘍モデルを作成し、腫
瘍に対して放射線照射を行い、照射後の蛍光
動態を生体 in vivo イメージングまたは切片
から追跡してきた。その結果、放射線照射後
の固形腫瘍においては緑色蛍光優位な状態
が長期にわたって持続することが判明し、そ
の現象が放射線照射後の G2 アレスト遷延で
あることを見出した。すでに単層培養系およ
び腫瘍疑似 3D モデルであるスフェロイドに
おける放射線照射後の細胞周期動態は明ら
かにされており、各モデルにおける放射線照
射後の G2 アレスト持続時間を比較すると、
単層培養系＜スフェロイド≪固形腫瘍の順
で遷延することが分かっている。以上の結果
より、腫瘍内微小環境が放射線照射後の G2
アレスト動態に影響を及ぼしている可能性
が大いに考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞周期リアルタイムイメー
ジ ン グ 技 術 で あ る Fluorescent 
Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator 
(Fucci)を導入した腫瘍細胞を応用すること
で、in vivoイメージング技術を駆使して放射
線照射後の細胞動態における腫瘍内微小環
境の役割を明確にすることを目的としてい
る。 

 
３．研究の方法 

  
 本研究では、Fucci 導入腫瘍細胞よりマウ
ス皮下移植腫瘍モデル、スフェロイド、単層
培養系の３種類のモデルを使用した。 
 単層培養系およびスフェロイドにおける
放射線照射後の蛍光動態または細胞周期動
態解析にはタイムラプスイメージング、フロ
ーサイトメトリー解析を行った。マウス皮下
移植腫瘍モデルにおける蛍光および細胞周
期動態解析は、薄切切片の作成、または生体
イメージング機器を用いた蛍光検出により
行った。腫瘍切片において G2 期の指標とし
て Cyclin B1の発現を免疫染色により検出し
た。放射線照射後の細胞周期動態と密接に関
連した DNA 二重鎖切断(DSB)修復動態につ
いては、53BP1を指標として免疫染色を行い、
核内 foci数をカウントすることによって定量
的に解析した。細胞生存率の算出には、コロ
ニー形成法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)放射線照射後の固形腫瘍におけるG2アレ
スト遷延現象の再現性確認。 
 各モデルにおいて放射線照射後の細胞周
期動態について解析したところ、マウス皮下
移植腫瘍モデルが、他のモデルに比較して著
明に G2 アレストが長期持続していることが、
生体イメージングおよび切片から確認され
た（図２、３）。 
 
 

 
 
 
 



 
 
(2)放射線照射後の DSB修復動態 
 DSB 修復動態については、53BP1 foci を
カウントすることにより定量的に解析した。
その結果、単層培養系においては、照射後２
４時間もすると照射前の foci数まで回復して
いたが、スフェロイドまたはマウス皮下移植
腫瘍モデルにおいては DSB 修復動態が遅延
していることが示された。 
 
(3)放射線照射後のG2アレスト動態が細胞生
存に与える影響解析 
 我々は、以前にスフェロイドを培養皿に接
着させると、放射線照射後に生じる G2 アレ
ストが単層培養系同様に早期に解除される
ことを見出している。この方法をマウス皮下
移植腫瘍モデルに応用し、照射各時間後に単
離された腫瘍細胞を用い、コロニー形成法を
行った。その結果、照射後腫瘍の状態でいる
時間が長いほど、細胞生存率が有意に高い傾
向が見出された（図４）。 
 
図４ 放射線照射後における G2 アレスト遷
延が細胞生存に及ぼす影響 

 
  
 以上①～③の結果より、固形腫瘍において
は放射線照射後の G2 アレストが遷延するこ
とが見出され、さらにその一因として DSB
修復動態が遅延していることが関与してい

る可能性が示された。また、放射線照射後の
G2 アレスト遷延現象が細胞生存に対してど
のような意義を持つかに関しては、少なくと
も本研究においては細胞生存を促す方向に
寄与している可能性が示唆された。この結果
は、腫瘍内微小環境が治療抵抗性に寄与して
いる数多の報告とも一致しており、本研究結
果からは腫瘍内微小環境が細胞周期動態に
影響することにより再増殖するタイミング
を図ることで抵抗性メカニズムを担ってい
ることが考えられる。本研究期間中では、こ
のような G2 アレスト動態を直接的に規定し
ている環境因子について特定することはで
きなかったが、今後そうした規定因子を解明
することにより新たな放射線増感戦略を構
築することが可能になるかもしれない。 
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