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研究成果の概要（和文）：各種がん細胞（肺がん、乳がん、膵がん、前立腺がん）に対しX線、炭素イオン線、
陽子線を段階的に照射し、がん転移に関わる細胞遊走能、浸潤能を比較検討した結果、低線量X線照射により、
遊走・浸潤能が亢進した。一方、炭素イオン線照射された細胞は、線量依存的にこれらの能力が抑制された。陽
子線は、低線量照射により、遊走・浸潤能共に亢進し、高線量照射により抑制されることが示された。分子生物
学的な解析の結果、炭素イオン線照射では核膜タンパク質SUNの遺伝子発現が抑制されていたことに対し、X線照
射では、SUNの発現が有意に亢進している結果を得た。本研究により、粒子線にがん転移抑制効果がある可能性
が示された。

研究成果の概要（英文）：The cell migration and invasion capability were evaluated after X, carbon 
ion or proton beam irradiation on each cancer cell lines (lung, breast, pancreatic and prostate 
cancer). Low dose X-irradiation enhanced the cell migration and invasion. Carbon ion beam inhibited 
the capability dose dependently. Proton beam had unique character. Low dose proton irradiation 
enhanced the cell migration and invasion, on the other hand, high dose inhibited the metastatic 
potentials. The expression of nuclear membrane protein SUN was increased by X-irradiation. Carbon 
ion beam didn't have ability that increased the expression of SUN. We have demonstrated that 
particle therapy has inhibited the cancer metastatic potentials compared with photon therapy.

研究分野：放射線治療学
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Fig. 1: X線、炭素イオン線が幹細胞 

マーカーに与える影響 

Fig. 2: 癌幹細胞と非癌幹細胞の（A）

遊走能（B）浸潤能に対する放射線の影

響 

１． 研究開始当初の背景 
放射線治療は 3 次元放射線治療（3D- 
CRT）、強度変調放射線治療（IMRT）や
定位放射線治療（SRT）等により、腫瘍
に限局した高線量の治療が可能となり、
物理分野において体内標的体積（ITV）
を縮小し、臨床的腫瘍体積（CTV）に近
接した照射野設定を目指す研究が行わ
れている。しかし、照射野をより縮小す
るための安全域設定について、生物的根
拠は乏しく経験則に基づいている状況
であった。 

 
２． 研究の目的 
我々は、特に照射野辺縁部で想定される
亜致死線量照射により、がんの浸潤・転
移能と血管新生能が亢進する危険性を、
細胞機能、タンパク発現量の変動で証明
してきた。急速に発展しつつある粒子線
にも着目し、X線、炭素イオン線、陽子
線照射によるがん転移能への影響を比
較検討することを目的とした。 

 
３． 研究の方法 
各種細胞株（肺がん：A549, EBC-1、乳
がん：MDA-MB-231、膵がん：AsPC-1, 
Panc-1、血管内皮細胞：HUVEC, ECV304）
に X線、炭素イオン線、陽子線を段階的
に（0.5、 2、 10 GyE）照射し、それぞ
れに対応する実験を行った。 
 

４． 研究成果 
X線照射された細胞の遊走能、浸潤能は
低線量で亢進したが、炭素イオン線照射
では抑制されていた。陽子線を照射され
た細胞は、低線量でこれらの能力が亢進、
高線量で抑制された（data not shown）。 
 
次にヒト膵癌細胞 PANC-1 および
AsPC-1 を用いて、X 線照射を行うと、
線量依存的に CD24+ CD44+ 細胞の割合
が増加した。一方、炭素イオン線を照射
された細胞では、CD24+ CD44+ 細胞の割
合に変化はみられなかった（Fig. 1）。 

 

次に、癌幹細胞と非癌幹細胞に分離し、
それぞれの細胞に対して遊走能、浸潤能
を検討した結果、非癌幹細胞は X線照射、
炭素イオン線照射により線量依存的に
遊走能、浸潤能が抑制された。一方、癌
幹細胞では、X線照射された細胞の走能、
浸潤能は抑制されず、炭素イオン線では
線量依存的に抑制された（Fig. 2 A, B）。 

 

 
この結果、炭素イオン線は細胞の性質に
関係なく転移能を抑制することが示さ
れた。また、低線量の X線照射による転
移能亢進の一因が、癌幹細胞などの細胞
の性質や性状にある可能性が示された。 
 
低分化型ヒト膵がん細胞株 AsPC-1 に
4MV X線 0.5、2、8 Gyを照射した。照
射 24 時間、48 時間後に細胞の RNA を
抽出し、定量 RT-PCRにより CD44 total 
isoform、 CD44s、 CD44v6 (exon11)、
CD44v9 (exon14)、CD44v10 (exon15)の
mRNAの発現変化を評価した。また、照
射 24 時間後に flow cytometry により
CD44 total isoform の発現変化を評価し
た。CD44sをノックダウンし、細胞生存
率を検討した。上皮間葉転換マーカーの
発現を western blotにより評価した。 
照射 24 時間、48 時間後において CD44 

A. 

B. 



Fig. 3: X線照射による CD44の発現 

Fig. 4: X 線照射による CD44v および

CD44sのタンパク発現変化 

Fig. 5:CD44s ノックダウン細胞の放射

線感受性 

Fig. 6:CD44sノックダウンによる上皮間

葉転換マーカーのタンパク発現変化 

total isoform、CD44s は線量に比例して
mRNAの増加する傾向がみられ、8Gyで
は 0Gyに対し有意な差が得られた（Fig. 
3）。 

 
 
 

また、CD44v9、CD44v10 も有意な差は
得られなかったが、線量に比例して
mRNAの増加する傾向がみられた。一方、
CD44v6は X線照射 24時間、48時間後
において線量に比例した mRNA の発現
変化はみられず他と異なる傾向がみら
れた。また、flow cytometryより X線照
射24時間後にタンパクレベルでもCD44 
total isoform が線量に比例して増加する
傾向がみられた（Fig. 4）。 
 

 
これらの結果よりCD44の発現はX線照
射により亢進し、様々な isoform の中で
特に CD44s が放射線抵抗性に寄与して
いる可能性が示唆された。そこで CD44s
をノックダウンし、細胞生存率を colony 
formation assayで検討すると、CD44sノ
ックダウン細胞の生存率は、controlに比
べて有意に低下した（Fig. 5）。 

また、CD44sをノックダウンすると、細
胞生存に関わる Erkのリン酸化、上皮間
葉転換マーカーである Slug、Zeb 1のタ
ンパク発現が抑制された（Fig. 6）。 
 

これらの結果から、CD44sは、細胞の X
線抵抗性に寄与する可能性が示された。 
 
MDA-MB 231が持つ SUN1 variant を調
べる為に RT-PCRを行い、MDA-MB 231
細胞が持つSUN1 variantの種類を同定し
た。同定した SUN1 variantを対象細胞に
過剰発現させ遊走能・浸潤能に変化がみ
られるか検討した。対象に X線（4MV）
お よ び 炭 素 イ オ ン 線 (290MeV/u ，
6cmSOBP)を照射した。細胞遊走能に関
連する可能性のあるSUN1 variantをノッ
クダウンさせた細胞を用いて、X線照射
後の遊走能を評価した。さらに variant
候補を絞り、その variantをノックダウン
させた細胞を用いて，炭素イオン線照射
後の遊走能を検討した。 
SUN1には多くの variantが存在すること
が報告されている為、MDA-MB 231がも
つ SUN1 variantのmRNA levelをRT-PCR
で検討した。その結果、916が最も多く、
次点で 888、785 が多いという結果を得
た（Fig. 7）。 

 
Fig. 7 ヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231
がもつ SUN1 variantの種類 
 
次に、SUN1 variantを過剰発現させ、遊
走能・浸潤能を検討した結果、785 およ
び 888を過剰発現させた細胞で有意に遊
走能・浸潤能が亢進した（Fig. 8）。 
 
 



 
Fig. 8 SUN1過剰発現による遊走能・浸潤
能への影響 
 
X線、炭素イオン線を照射した細胞に対
し SUN1 variantの mRNA levelを検討し
た結果、X線 0.5 Gy照射された細胞は、
48時間後まで variant 888の mRNA level
が亢進した。一方で，炭素イオン線では、
888 の mRNA level に亢進はみられなか
った（Fig. 9）。 

 
Fig. 9 X線・炭素イオン線照射 48時間後
の SUN1 variant mRNA levelの比較 
 
さらに、SUN1 variant 916および 888を
ノックダウンさせた細胞を用いて X 線
照射後の遊走能を検討したところ、888
をノックダウンした細胞の遊走能は放
射線を照射されても亢進しないことが
分かった（Fig. 10）。 

 
Fig. 10 SUN1 variant ノックダウン細胞
の放射線照射後の遊走能の変化 
 
そこで、SUN1 variant 888をノックダウ
ンした細胞を用いて，炭素イオン線を照
射したところ、888 ノックダウンと
negative controlの間に有意な差はみられ
なかった（data not shown）。 
これらの結果から、核膜タンパク SUN
が X線照射による細胞遊走・浸潤能の亢
進に関与することが示唆された。また、
炭素イオン線は、SUN の発現を抑制し、

細胞遊走・浸潤能を抑制するメカニズム
が存在する可能性が示唆された。 
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