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研究成果の概要（和文）：本研究では、HDAC阻害剤によりTHBS1が放射線の効果を高める作用機序を検討した。THBS1が
放射線の効果を高める作用機序として、本研究によりHDAC阻害剤による放射線増感作用には、血管新生関連遺伝子VEGF
、Autophagy関連因子Beclin3、Apoptosis 関連因子cspase3が関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We　revealed that VEGF (Vascular endothelial growth factor), Beclin3 
(autophagy-related gene) and caspase 3 (autophagy-related gene) played important role for enhancing
radiosensitivity by HDAC inhibitor.

研究分野： 消化器外科

キーワード： HDAC阻害剤　放射線増感作用
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１．研究開始当初の背景 
 Thrombospondin 1 (THBS1)は血管新生抑
制、血小板凝集、炎症反応、創傷治癒、腫瘍
発育など多彩な生理活性を有している。
THBS1 は CD36 あるいは CD47 と結合して
一酸化窒素で誘導される血管新生を阻害す
るとされ、更に活性化マトリックスメタロプ
ロテアーゼ（MMP）のレベルを低下させて
細 胞 外 基 質 か ら の VEGF （ vascular 
endothelial growth factor）の遊離を阻止し、
血管新生を抑制する。また、CD47 が欠乏す
ると THBS1 が作用せず、放射線による DNA
損傷に対して Apoptosis よりも Autophagy
が活性化され、放射線抵抗性を示すとの報告
があり、HIF-1 は CD47 を促進するとの報告
がある。一方、Epigenetic 遺伝子発現制御が
注目され、ヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC：histone deacetylase）はヒストン
蛋白を脱アセチル化することで転写抑制、分
化抑制が起こり、発癌や癌悪性度との関連が
報告されている。HDAC 阻害剤は THBS1 と
結合すると血管新生抑制作用を増強させる
と報告されており、更に THBS1 促進が血管
新生阻害作用を有することから抗腫瘍効果
並びに腫瘍血管の正常化による Drug 
delivery 効果と腫瘍内の酸素分圧上昇効果に
より放射線増感作用を期待できる。 
 以上のことから、THBS1 が放射線増感作
用を有している可能性に着目し、更に HDAC
阻害剤による THBS1 促進で更に放射線増感
作用を高めることと腫瘍血管の正常化によ
る Drug delivery 効果や腫瘍内の酸素分圧上
昇により放射線感受性を高める可能性を検
討することとした。 
 
２．研究の目的 
HDAC阻害剤によりTHBS1が放射線の効果
を高める作用機序を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1).HDAC 阻害による THBS1 の発現誘導 
ヒト大腸癌細胞株(HT-29)に HDAC 阻害剤
(VPA、TSA)と放射線照射(4Gy/day)を行い、
HDAC 阻害剤と放射線治療併用による
THBS1 発現と血管新生関連、Autophagy 関
連因子、微小環境関連遺伝子の変化を検討し
た。 
①  MTT assay：  72 時間 incubate 後に
cellular viability を測定する。 
第 1 群：コントロール 
第 2 群：RT（放射線）単独；2Gy(150kv,5mA)/ 

日，2 回/週，4 回照射 
第 3 群：HDAC 阻害剤(バルプロ酸,TSA)単 

独：0.5ｍM 
第4群：RT＋HDAC阻害剤(バルプロ酸,TSA) 
②RT-PCR:  
1.低酸素関連遺伝子、タンパク質(HIF１α) 
2.血管新生関連遺伝子、タンパク質(VEGF，
bFGF，TGF-β,Angiopoietin1) 

3.細胞周期関連遺伝子、タンパク質(p53) 
4.DNA 修復関連遺伝子 
（Rad51,BRCA2,DNA-PK）  
5.Autophagy 関連因子 
（CD47、ｍTOR、ULK、PI3K、ERK、LC3、
SQSTM1、ATG、Beclin3、Vps34） 
6.Apoptosis 関連因子（TUNEL 染色） 
 
(2).大腸癌肝転移における THBS1 発現の意
義の検討 
対象は大腸癌肝転移初回肝切除症例 94例で、
大腸癌肝転移における THBS-1 発現と各種
臨床病理学的因子との関連、ついで THBS-1
と関連する因子として Ki-67 labelling index、
E-cadherin、microvessel density、HIF-1 発
現を免疫染色で検討した。 
 
４．研究成果 
(1).HDAC 阻害による THBS1 の発現誘導 
①Cellular viability (MTT assay): CTL に比
し RT 単独、HDAC 阻害剤(VPA、TSA)投与
により有意に低下し、さらに RT と HDAC
阻害剤併用(VPA、TSA)によりさらに有意に
低下したが、相加相乗効果まではいたらなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TSA 投与で発現が有意に低下したが、RT 併
用による変化は認めなかった。 
 

②RT-PCR:  
1.低酸素関連遺伝子(HIF１α) 



2.血管新生関連遺伝子 (VEGF) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CTL、RT 単独、TSA 単独に比し TSA+RT
併用で有意に低下した。 
 
3.細胞周期関連遺伝子 (p53) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各群で有意差は認めなかった。 
 
4.Autophagy 関連因子(Beclin3、CD47、LC3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.Autophagy 関連因子 Beclin3 mRNA は、
CTL に比し RT 単独で増加し、さらに
TSA+RT 併用で増加した。CD47 mRNA、
LC3 mRNA 発現に関しては各群で有意差は
認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6.Apoptosis 関連因子(Caspase3)  
 
 
 
 
 
 
 
] 
 
 
 
 
 
 
CTL に比し RT 単独で増加し、さらに
TSA+RT 併用で増加した。 
 
(2).大腸癌肝転移における THBS1 発現の意
義検討 
①臨床病理学的背景 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
臨床病理学的因子の検討では、THBS-1 低発
現群では GradeB,C が多く、リンパ節転移を
有意に多く認めた。 
 
②THBS-1 発現と予後  
 
 
５ 
 
 
 
 
 
 
 
THBS-1 低発現群は有意に予後不良であり、
また無再発予後に関しても低発現群で再発
が多い傾向を認めた。 
 
③THBS-1 発現と肝再発に対する再肝切除率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



肝再発に対する再肝切除率では THBS-1 低
発現群で有意に低率であり、THBS-1 低発現
群における再発は制御不能な再発が多いこ
とが考えられた。 
 
④THBS-1 発現と関連メカニズム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
腫瘍増殖に関しKi-67LIはTHBS-1低発現群
で高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EMTマーカーのE-cadherinはTHBS-1低発
現群では発現が低く正の相関を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
THBS-1 発現と MVD との相関は認めなかっ
た。 
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