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研究成果の概要（和文）：　サリドマイドは腫瘍血管正常化の間に急性低酸素領域を解除し、局所腫瘍からの遠
隔肺転移を抑えた。
　p53が野生型及び変異型の腫瘍細胞を用いて、培養時の酸素濃度との関係を解析すると、常酸素下に比べ低酸
素下培養では硼素-10の取込み量が有意に減少し、BSHよりもBPAの使用時に、p53変異型よりも野生型の腫瘍細胞
において顕著に減少した。
　HIF-1α欠失腫瘍細胞を確立後、HIF-1αの欠損はグルコース枯渇下培養下でのメトフォルミンに対する感受性
を増強させ、低酸素下培養におけるメトフォルミンへの感受性を顕著に増強させる事、メトフォルミンを併用す
る固形腫瘍の放射線感受性を顕著に増強することが判明した。

研究成果の概要（英文）：　Thalidomide released the acute hypoxia during tumor vascular normalization
 and suppressed distant lung metastasis from the local tumor.
　Analysis of the relation with oxygen concentration during culturing using p53 wild-type and mutant
 tumor cells showed that the boron-10 uptake was significantly reduced in hypoxic culture compared 
with under normal oxygen and also markedly reduced in wild type tumor cells than in p53 mutant cells
 especially when BPA was used compared with BSH.
　After establishment of HIF-1α deficient tumor cells, deficiency of HIF-1α was shown to enhance 
the sensitivity to metformin in culture under glucose depletion, markedly enhance the sensitivity to
 metformin in hypoxic culture, and remarkably improve the radio-sensitivity of solid tumor through 
combination with metformin.

研究分野： 放射線腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) in vivo 固形腫瘍内での感受性を得ようとする
細胞集団が、非常に治療抵抗性であり、治療法自
体の有効性・有用性を決定づけるデータが得られ
るので、固形腫瘍内休止期(Q)細胞、さらには、
固形腫瘍内の酸素化されたQ 腫瘍細胞の感受性
を選択的に検出可能なアッセイ法を用いる事が
できるという事自体も含んで、革新的であり画期
的と考える。即ち、感受性を検出しようとする治
療抵抗性のQ腫瘍細胞の制御が可能であれば、局
所腫瘍全体の制御向上へと直接に反映させる事
が可能となる。中でも、中性子捕捉療法施行時に
必須となる10B 化合物をQ腫瘍細胞分画に可能な
限り効率よく分布させる試みは、初めての試みで
あり、中性子捕捉療法による局所腫瘍制御効果を
飛躍的に向上させ、有用な手法が見つかり臨床現
場に適応可能な場合には、現在、承認医療から高
度先進医療化を目指す臨床治験が展開されてい
る中性子捕捉療法の普及にとっても、なお一層の
はずみが加わることとなる。 
(2) さらに最近の我々の解析では、酸素化Q 腫瘍
細胞分画では、固形腫瘍内の全体としてのQ 腫
瘍細胞分画よりもDNA 損傷からの回復現象がさ
らに大きく、休止期腫瘍細胞の”休止性(Quiescent 
status)”という特徴、という２つの特性より、いわ
ゆる癌幹細胞との共通点も見いだされている。即
ち、これまで明らかとなっている腫瘍内のQ 腫
瘍細胞分画と低酸素領域との密接な関連に加え
て、Q腫瘍細胞分画と癌幹細胞分画との関連も推
定され、Q腫瘍細胞分画の制御が癌幹細胞分画の
制御にも繋がる可能性も十分予見され得る。 
(3) 一方、腫瘍血管の内皮細胞のVEGF (Vascular 
endothelial growth factor)やVEGF 受容体を標的と
するBevacizumab 投与などの血管新生阻害処置
が「腫瘍血管正常化」を誘導する事が広く知られ
ている。その「腫瘍血管正常化」期間中に、固形
腫瘍内Q腫瘍細胞の感受性を選択的に検出する
我々の手法を適応した解析では、腫瘍内の急性低
酸素領域が効率的に解除される事が明らかとな
っている。さらには、腫瘍のシグナル伝達を阻害
する事によって間接的にVEGF を標的とする、
PI3K (Phosphatidylinositol- 3-kinase)を介する
tyrosine kinase receptor signaling の阻害効果を有
するウォルトマンニンの投与でも同じく「腫瘍血
管正常化」の期間が認められ、さらにはこの期間
内に腫瘍内の急性低酸素領域が解除される事も
すでに明らかとなっている。従って、治療抵抗性
Q腫瘍細胞の感受性向上のための腫瘍内酸素化
状況の操作処置にこれらの手法も加えて検索し、
もし腫瘍のシグナル伝達阻害処置が有用である
事が明らかとなった際には、この処置自体にすで
に抗腫瘍効果があるために、極めて有用な局所腫
瘍制御処置になり得る可能性もあると考える。 

 
２．研究の目的 

(1) 通常の癌治療(放射線治療及び多くの抗癌剤
治療)においては、Q 腫瘍細胞の感受性は全腫瘍
(P+Q)細胞に比べて低く、DNA 損傷からの回復
能が大きく、不均一で乏しい血管分布のために
低酸素分画も大きく十分な量の薬剤を均一に分
布させる事が困難で、増殖期(P)腫瘍細胞に比べ
て制御が困難であり、放射線治療や抗癌剤投与
後の癌再発の原因の一つに、制御され得なかっ
た Q 腫瘍細胞の残存が挙げられている。そこで
我々は、担腫瘍マウスへの連続的 BrdU 
(5-bromo-2’-deoxyuridine)の投与による Q 腫瘍細

胞の同定と、個々の腫瘍細胞における小核分析
またはアポトーシス分析を組み合わせた DNA 
損傷処置に対する Q 腫瘍細胞の感受性を選択的
に検出する独自の手法を用いて、in vivo 状態で
の Q 腫瘍細胞の特性を推定ではなく具体的デー
タとして獲得してきた。その結果、推定されて
きた Q 腫瘍細胞の特性がすべて確認され、さら
にその低酸素分画は(P+Q)腫瘍細胞と比べては
るかに大きいが、決して 100%が低酸素ではなく、
100%よりも有意に小さい事も明らかになった。
そこで 2-nitro-imidazole 系低酸素細胞増感剤の
ピモニダゾールとピモニダゾールに対する単ク
ローン抗体を用いた低酸素領域の細胞の識別法
を、上記の Q 腫瘍細胞の選択的感受性検出法に
組み合わせた独自の手法をさらに開発し、Q 腫
瘍細胞内の低酸素ではない(=酸素化された)分画
の放射線感受性を選択的に検出する手法も世界
で初めて確立できた。他方、腫瘍血管の一時的
攣縮を原因とする急性低酸素領域を解除するニ
コチンアミド投与や担腫瘍マウスをカーボジェ
ンガス(95%O2+5%CO2)還流装置に飼養する処置
などによって、Q 腫瘍細胞分画の低酸素領域は
栄養血管から遠くにある事によって生じる慢性
低酸素領域が主体である事も明らかになった。 
(2) 局所腫瘍の制御には、それに含まれる治療抵
抗性の腫瘍細胞分画の制御が極めて重要であり、
治療により制御され得ない際には再発の大きな
原因となる。治療抵抗性腫瘍細胞の代表である Q 
腫瘍細胞は、別の治療抵抗性腫瘍細胞でもある
低酸素細胞とも深い関連を有する事が上記のよ
うに明らかになっており、Q 腫瘍細胞の制御の
可否が、局所腫瘍全体の制御の可否に直接繋が
る事は明白である。そこで、Q 腫瘍細胞及び酸
素化Q腫瘍細胞の感受性を選択的に in vivo 状態
で検出できる独自に開発した手法を駆使し、癌
治療による局所腫瘍全体の制御に直接関わる Q 
腫瘍細胞の感受性を出来る限り向上させ得る手
法の検索を目的とする。他方、研究代表者が所
属する部局のみで施行される中性子捕捉療法時
に、その局所腫瘍制御効果を決定付ける病変部
腫瘍に選択的に分布するべき 10B 化合物が、これ
までの我々の解析では Q 腫瘍細胞や低酸素腫瘍
細胞には分布しがたいので、上述の腫瘍内酸素
状況を操作する併用処置を駆使する事によって、
10B 化合物からの 10BをQ腫瘍細胞分画に可能な
限り効率よく分布させる事にも挑戦する。 
 
３．研究の方法 

(1) 実験用マウスに作成された固形腫瘍に対し
て、放射線照射、抗癌剤投与、または両者を併
用する化学放射線療法のような通常の癌治療法
に、単回および連続的ニコチンアミドまたは
Misonidazole のような 2-nitro-imidazole 系低酸
素細胞増感剤投与、低温度温熱処置、血管新生
阻害処置、腫瘍のシグナル伝達阻害処置などの
腫瘍内酸素化状況を操作する処置を組み合わせ、
Q腫瘍細胞、ピモニダゾール非標識Q腫瘍細胞、
(P+Q)腫瘍細胞、ピモニダゾール非標識(P+Q)腫
瘍細胞、の各々の腫瘍細胞分画における感受性
を、我々が開発した手法を駆使して、選択的に
検出する。 
(2) 実験用マウスに作成された固形腫瘍に対す
る癌治療法に組み合わせる処置として、腫瘍内
酸素化状況を操作する処置ではなく、大きな低
酸素領域を有するという Q 腫瘍細胞分画の特性
を利用して、Tirapazamine のような低酸素細胞



毒の投与を組み合わせ、Q 腫瘍細胞、ピモニダ
ゾール非標識 Q 腫瘍細胞、(P+Q)腫瘍細胞、ピモ
ニダゾール非標識(P+Q)腫瘍細胞、の各々の腫瘍
細胞分画における感受性を、我々が開発した手
法も駆使して、選択的に検出する。 
(3) 実験用マウスに作成された固形腫瘍に対す
る癌治療法として中性子捕捉療法を用い、熱中
性子との捕捉反応を起こすために必須となる
10B を、可能な限り多量に Q 腫瘍細胞分画に分
布させるために、上述の(1), (2)で用いられる処置
を組み合わせ、Q 腫瘍細胞、ピモニダゾール非
標識 Q 腫瘍細胞、(P+Q)腫瘍細胞、ピモニダゾー
ル非標識(P+Q)腫瘍細胞、の各々の腫瘍細胞分画
における感受性を、我々が開発した手法も駆使
して、選択的に検出する。 
(4) 実験用マウスの固形腫瘍に対する癌治療法
施行が引き起こした腫瘍細胞の DNA 損傷から
の回復がかなり大きい Q 腫瘍細胞及びピモニダ
ゾール非標識 Q 腫瘍細胞の感受性を出来る限り
高めるために、(1), (2), (3)で用いられる組み合わ
せ処置を癌治療法施行直後に行い、癌治療が引
き起こした DNA 損傷からの回復を効率よく抑
える事ができる組み合わせ処置法を検索する。 
 
４．研究成果 

(1) 腫瘍血管の内皮細胞の VEGF (Vascular 
endothelial growth factor)や VEGF 受容体を標的
とするBevacizumab 投与などの血管新生阻害処
置が「腫瘍血管正常化」を誘導する事が広く知
られている。その「腫瘍血管正常化」期間中に、
固形腫瘍内Q腫瘍細胞の感受性を選択的に検出
する我々の手法を適応した解析では、腫瘍内の
急性低酸素領域が効率的に解除される事がすで
に明らかとなっている。さらには、腫瘍のシグ
ナル伝達を阻害する事によって間接的に VEGF
を 標 的 と す る 、 PI3K 
(Phosphatidylinositol-3-kinase)を介する tyrosine 
kinase receptor signaling の阻害効果を有するウ
ォルトマンニンの投与でも同じく「腫瘍血管正
常化」の期間が認められ、さらにはこの期間内
に腫瘍内の急性低酸素領域が解除される事も
我々の手法によって明らかとなった。さらには、
「腫瘍血管正常化」を引き起こす事が報告され
ていたサリドマイドを用いて解析したところ、
ウォルトマンニンの場合と同様に、「腫瘍血管正
常化」の期間中に急性低酸素領域が解除される
ことが明らかとなっており、さらには、局所腫
瘍からの遠隔肺転移も抑えられた。治療抵抗性
Q 腫瘍細胞の感受性向上のための腫瘍内酸素化
状況の操作処置にこれらの手法も加えて検索し、
もし腫瘍のシグナル伝達阻害処置が有用である
事が明らかとなった場合には、この処置自体に
すでに抗腫瘍効果があるために、極めて有用な
局所腫瘍制御処置になり得る可能性もある。 
(2) 他方、固形腫瘍内 Q 腫瘍細胞の感受性を加
味した局所腫瘍制御に及ぼす腫瘍細胞の p53 
status の影響をさらに詳しく解析し、γ 線照射後
に見られる回復現象が p53 変異腫瘍細胞ではほ
とんど認めない事、Q 腫瘍細胞分画で顕著にみ
られた回復現象が、高 LET(Linear energy transfer)
放射線照射や原子炉熱中性子線ビーム照射によ
って、効率よく抑えられる事が明らかとなった。
さらには、BNCT に必須とされる 10B 化合物か
らの 10Bの分布効率も腫瘍細胞の p53 statusに影
響されることも判明した。 
(3) in vitro の培養細胞において、p53 が野生型及

び変異型の腫瘍細胞を用いて、中性子捕捉化合
物との共培養時の酸素濃度との関係を解析した
ところ、常酸素下に比べ低酸素下培養では、10B
の取込み量は有意に減少し、中性子捕捉化合物
として BSH (Sodium mercaptoundecahydrododeca 
borate-10B)よりも、 BPA (L-para-Boronophenyl 
alanine-10B)を使用した際に、この低下が顕著で
あり、p53 変異型よりも、野生型の腫瘍細胞に
おいて顕著に減少した。さらに、常酸素下培養
では、BSH よりも BPA からの 10B が、低酸素下
培養では、BPA よりも BSH からの 10B が、培養
腫瘍細胞内に有意に多く取り込まれた。以上よ
り、P53 が変異していることが多い腫瘍組織に
おいては、野生型の正常組織と比べると、10B の
取込み能の低い低酸素腫瘍細胞の影響を比較的
抑えられることとなり、多少ではあるがより均
一に 10B が分布できていると考えられ、低酸素
状況下での 10B 分布を考慮すると、BSH を用い
た方がより有用と考えられた。 
(4) 他方、HIF-1を knock-out したマウス扁平上
皮癌 SCCVII 腫瘍細胞を確立させ、培養状態及
び固形腫瘍作成後のメトフォルミンに対する感
受性に関して解析したところ、HIF-1の欠損が、
グルコース枯渇下培養状態下でのメトフォルミ
ンに対する感受性を増強させ、常酸素下と比べ
ると低酸素下培養においてメトフォルミンに対
する感受性を顕著に増強させることが明らかと
なった。さらには、HIF-1の欠損が、メトフォ
ルミンを併用した固形腫瘍への放射線照射によ
る殺腫瘍細胞効果を顕著に増強することも明ら
かとなった。以上より、腫瘍細胞の HIF-1の欠
損が、グルコース枯渇下や低酸素下におけるメ
トフォルミンの抗腫瘍効果の増強に繋がること
が初めて明らかとなり、抗腫瘍効果を損ねると
考えられている腫瘍内微小環境の影響を克服す
るための新たなヒントを垣間見ることもできた。 
(5) 上記の如く興味深い所見を得ることができ
たが、平成 27 年度に引き続き、平成 28 年度も、
所属部局における研究用原子炉の運転がなかっ
たために、原子炉からの中性子線ビームを用い
た実験は施行不可であった。平成 29 年度からは、
研究炉運転の再開が予定されているので、是非
とも施行し、局所腫瘍制御と遠隔転移抑制の同
時達成を目的とする BNCT を含めた癌治療法の
最適化を目指す本来の研究目標に、立ち向かい
たいと考えている。 
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