
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２１６０１

基盤研究(C)（一般）

2014～2011

ヒト乳癌細胞の転移能と放射線感受性に関する研究

A study on the metastatic potential and radiosensitivity of human breast cancer 
cells

７０４６４５４２研究者番号：

原　孝光（Hara, Takamitsu）

福島県立医科大学・公私立大学の部局等・准教授

研究期間：

２３５９１８４４

平成 年 月 日現在２７   ６ ２９

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：癌細胞は遺伝子変異を繰り返す事により増殖能、浸潤能、転移能を獲得していく。この様な
背景から原発腫瘍とそこから派生した転移腫瘍は同じ組織型であっても遺伝子発現プロファイルは異なり、放射線感受
性も変化する事が推測される。そこで我々はヒト乳癌細胞株においてモデル動物を作成して臓器指向性転移細胞株を樹
立し、親株と転移細胞株で放射線感受性に差が生じるか比較検討した。今回の研究で乳癌転移細胞株のモデルを樹立す
ることができた。このモデルは臓器指向性転移および放射線感受性に変化をもたらす機序の解明に非常に有用である。

研究成果の概要（英文）：Cancer cells continue to acquire proliferative capacity, invasiveness, and 
metastatic potential by repeating gene mutations. For this reason, metastatic cancer tissues might have 
characteristics different from their original primary regions, which could affect strategies for 
radiotherapy. To investigate properties of metastatic cancers and their radiosensitivities, we 
established MDA-MB231-derived breast cancer cell lines, which were prone to cause metastasis. when 
transplanted into mouse.
We have successfully established three organ-oriented metastatic cell lines from a breast cancer cell 
line MDA-MB231. All of them posessed higher abilities in migration, invasion, and radiation resistancy 
than the parental cell line. Thus, these cell lines would be useful for examining mechanisms of 
organ-oriented metastasis and the radiosensitivity in breast cancer.

研究分野：放射線科学
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞はランダムに臓器に転移するので
はなく，ある一定の臓器選択性をもって転移
することが知られている。癌の転移機構とし
ては原発巣から遊離したがん細胞が脈管内
浸潤した後，物理的に最初にトラップされた
臓器に転移巣を形成するという anatomical 
mechanical theoryや soil となる転移先臓器
の微小環境が seed の生育に適合する時にの
み転移巣が形成される seed and soil theory
が良く知られているが、現在では最新の研究
成果より宿主の因子も重要で、原発腫瘍は転
移前からすでに転移と予後不良を強く疑う
遺伝子発現プロファイルを持っており、腫瘍
進行の後期には転移能を獲得している事が
解っている。乳癌においては 20 の予後不良
遺伝子の他に、幾つかの骨転移遺伝子、肺転
移遺伝子、脳転移遺伝子等がすでに解明され
ており、それらを発現した腫瘍細胞が臓器指
向的に転移を形成する。したがって原発腫瘍
細胞と転移腫瘍細胞では発現している遺伝
子プロファイルが異なる為、同じ癌細胞由来
であっても転移先によって放射線感受性が
異なる事が予想される。 
様々な腫瘍の中でも乳癌は転移を起こしや
すい腫瘍の一つであり（骨 29.1%、肺 19.2%、
リンパ節 19.7%、脳 2.6%）、その転移病
巣に対し放射線治療が頻繁に行われている。
しかし治療線量は臨床的経験により定めら
れたもので、転移細胞の放射線感受性に関し
て分子生物学的に詳細に調べられたものは
無い。近年は放射線治療技術の向上も著しく、
より厳格な照射範囲が望まれ、腫瘍の微小浸
潤、転移範囲や制御線量の決定が重要となっ
ている。したがって本研究は親株細胞および
様々な臓器への転移細胞において放射線感
受性の違いを明らかにすることで、従来の放
射線治療法に対し新たなエビデンスを提供
するとともに新たな照射法開発の為の基礎
データとなり得る。 
２．研究の目的 
ヒト乳癌細胞においてモデル動物を作成し
て臓器指向性転移細胞株を樹立し、その転移
能の状態や遺伝子発現変化と放射線感受性
の関連を調べる事により、転移能という側面
から放射線感受性の変化を調べる事を研究
目的とする。 
３．研究の方法 
(1)細胞作製：臓器指向性転移細胞をin vivo 
selection で作成するにあたり、転移細胞の
判別をしやすくするためにルシフェリン存
在下で発光する細胞を作成した。ルシフェラ
ーゼ遺伝子を組み込んだ pGL4.5 ベクターを
リポフェクチン法にてトランスフェクショ
ンした。 
(2)生体内選択：ヌードマウスに腫瘍細胞移
植後 20-30 日で IVIS により転移巣確認した。
腹腔麻酔下においてマウスにD-Luciferinを
150mg/kg で IP し 5分後に撮影した。 
発光部位から転移巣を確認し、転移巣から細

胞を回収し、 G418-0.1mg/ml  200 U/ml 
penicillin and 200 ug/ml streptomycin で
細胞を培養増殖した。 
より臓器指向性転移細胞の選択性を高める
ために回収した細胞を再び同じ方法で移植
を行った。この作業を 3回繰り返し、高骨転
移細胞株（NBOS0042）・高肺転移細胞株
（ NLU0041) ・ 高 リ ン パ 節 転 移 細 胞 株
（NLN0104）を樹立した。 
(3) 増殖能の測定：12well plate に 30000
個/well づつ細胞を播種し、24 時間ごとに経
時的に（24－196 時間まで）細胞数の変化を
コールターカウンターで計測した。また、
Alamerblue による代謝の変化も評価も行っ
た。96well plate に 3000 個/well づつ細胞
を播種し、24時間後の代謝状態を基準として
24 時間ごと経時的に（24-120 時間）Alamer 
blue の細胞内代謝による蛍光量の変化をマ
イクロプレートリーダーで計測した。測定は
PBS で希釈した 10%alamerblue 液を加えてか
ら 4 時間 37℃でインキュベートし、
excitation は 560 nm, emission は 590 nm
で測定を行った。 
(4) 遊走能の測定：12well plate に 5x105
個/wellづつ細胞を播種し24時間培養した後、
コンフルエントになっていることを確認し、
200μのチップで plate の中心部の細胞を削
り取りスリットを作成した。作成したスリッ
トの幅が経時的（4-22 時間）狭まっていく様
子を顕微鏡画像から測定した。 
(5)浸潤能の測定：マトリゲルの塗布してあ
る上段のチェンバーに細胞を2x104個/ml（血
清無し）の濃度で 0.5ml 入れる。下段のチェ
ンバーには 5%血清が入った RPMI1640 培養液
を入れた。この状態で 22 時間インキュベー
トし、ゲルを通過して上段のチェンバーの膜
から出てきた細胞をメタノールで固定後、ク
リスタルバイオレット 0.05%で染色し、数を
計測した。その後、親株と転移株を比較評価
した。 
(6)放射線感受性の評価：コロニー形成法で
評価を行った。3x104 cells/3.5cm dish に播
種し 2日後に X線を照射（150kV 20mA 1mmAleq 
SSD40cm dose rate 4Gy/min）し、1日置いた
後トリプシン処理しコロニー形成用に 6 ㎝
dish に細胞を播種し、10-14 日培養してから
メタノールで固定後、クリスタルバイオレッ
ト 0.05%で染色した。細胞数が 50 個以上のも
のをコロニーとしてカウントした。 
(7)アポトーシスの評価：X線照射後のアポ
トーシスの頻度の比較を、TUNEL 法を用いて
行った。2x104 cells/1.8 ㎝φガラスカバー
に播種し2日後にX線を６Gy照射（150kV 20mA 
1mmAleq SSD40cm dose rate 4Gy/min）し、
24 時間ごと経時的に（24-120 時間）細胞を
氷上で 4%PFA 固定して TUNEL 法にて染色した。
染色後、各サンプルを顕微鏡にて 1000 個以
上の細胞をカウントし、TUNEL 陽性細胞の割
合を算出して比較した。 
 



４．研究成果 
(1) はじめに転移細胞の判別をしやすくす
るためにルシフェリン存在下で発光する細
胞を作成した。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 
 
(2)(1)で作成した細胞をマウスの左心室か
ら動脈血流に乗せて転移を作成する方法と
同所性に乳腺組織の移植し転移を作成させ
る方法の2種類で臓器指向性転移細胞を作成
した。(図 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2：臓器指向性転移細胞の作製法 
 
作成した細胞の臓器指向性の割合を表1に示
す。表 1より臓器指向性に転移する細胞株の
樹立を確認する事が出来た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1：転移の頻度 
 
(3)親株および転移細胞株の増殖能の変化
を細胞数および代謝で評価を行った。まず細
胞数による変化を図 3-a に示す。 

図 3-a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

 
 
細胞数の評価では親株と転移細胞株で増殖
能に差は認められなかった。 
次に alamerblue assay による代謝の評価を
行った結果を図 3-b に示す。 
 
図 3-b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
代謝による評価においても親株と転移細胞
株において増殖能に差は見られなかった。こ
れは細胞数による評価の結果とも一致した。
以上の事から in vitro の系では親株と転移
細胞株で増殖能に差が見られないことが示
唆された。 
(4)細胞遊走能の評価をスクラッチアッセ
イで行った結果を表 2に示す。 
 
表 2 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
遊走能は測定を行ったすべての時間で親株
に比べて転移細胞株の方が％ wounded 



distance filled の値が高く、転移細胞で有
意に亢進していることが示唆された。 
(5)浸潤能の評価はマトリゲルを塗布した
Boden chamber を用いて評価を行った。実験
から得られた浸潤能のグラフを図 4に示す。 
 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
浸潤能も親株に比べて転移細胞株の方が% 
invasion の値が大きく、転移細胞の方が、浸
潤能が有意に亢進していることが示唆され
た。（*<0.05） 
(6)放射線感受性の評価：親株に比べて転
移細胞株の放射線感受性がどの様に変化し
ているかの評価をコロニー形成法にて行っ
た。結果を図 5に示す。 
 
図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
放射線感受性は親株に比べて転移細胞株の
方が細胞生残率の値が高くなり、放射線に対
して抵抗性になっていることが示唆された。 

(7)アポトーシスの評価：X線照射後のアポト
ーシスの頻度の変化をTUNEL法にて評価を行
った。結果を図 6に示す。 
 
図 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
全ての細胞株においてX線照射後に誘導され
るアポトーシスの頻度は経時的に増加して
いった。また測定を行った各時間におけるア
ポトーシスの頻度を比較すると親株に比べ
て転移細胞株の方が有意に低い値を示し、転
移細胞株でアポトーシスの誘導が抑えられ
ていることが示唆された。（ *P<0.05 
**P<0.005） 
 
この結果より転移細胞株が親株より放射線
に対して抵抗性を示す原因の 1つとして、転
移細胞株では細胞死の1つの形態であるアポ
トーシスが抑制されることによって細胞が
死にづらくなっていることが示唆された。 
 
我々は今回の研究で乳癌転移細胞株のモデ
ルを樹立することができた。このモデルは臓
器指向性転移および放射線感受性に変化を
もたらす機序の解明に非常に有用であると
考える。 
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