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研究成果の概要（和文）：難治性神経系腫瘍に対する放射線，特に重粒子線，抗VEGF抗体の抗腫瘍効果，併用効
果について幹細胞を含めて検討を行った．in vitroのグリオーマ細胞からのVEGF分泌は照射後の残存細胞でも同
様で，抗VEGF抗体による細胞生存率への有意な影響も認めなかった．in vivoの上衣芽腫では抗VEGF抗体単独投
与による有意な増殖遅延は認めなかったが，炭素線では増殖遅延を認めた．対照群は小型のCD133弱陽性，
Nestin陽性の細胞が主体だったが，縮小した腫瘍では，大型のCD133強陽性，Nestin強陽性の細胞の残存を認め
た．抗VEGF抗体と炭素線の併用効果についてはさらに詳細な検討が必要であった．

研究成果の概要（英文）：To evaluate the efficacy of the combination of X-ray or high-LET carbon ion 
beams and anti-VEGF antibody for high grade neural or glial tumors, in vitro and in vivo studies 
were performed. In vitro study: VEGF was constantly secreted from glioma cells (U251) and radiation 
had a little influence on the secretion of VEGF by residual glioma cells even after 1-4 Gy 
irradiation. Glioma cell proliferation was not suppressed by anti-VEGF antibody (bevacizumab) alone.
 In vivo study: tumor growth delay was induced by carbon ion beam irradiation, but not evident by 
anti-VEGF antibody (bevacizumab) alone. Residual tumor cells after carbon ion irradiation were 
relatively larger than no-treated cells and intensely CD133-positive.

研究分野：放射線医学、放射線腫瘍学

キーワード： 神経系腫瘍　幹細胞　CD133　Nestin　抗VEGF抗体　重粒子線

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性の神経系脳腫瘍の治療抵抗性を再確認した上で、最近注目されている高LETの重粒子線（炭素イオン線）治
療、分子標的治療のひとつである抗VEGF抗体（ベバシズマブ）、そしてこれらの併用療法について、その有用性
を培養細胞レベルとマウスの組織レベルで検討したが、現状の臨床とほぼ同様の結果で、併用療法の有意な有用
性を明確にすることはできなかった。神経系腫瘍幹細胞の関与とそれを標的とした治療の有用性についても検討
したが、臨床における有用性を積極的に示唆することまではできず、この難治性腫瘍に対する研究と対策の更な
る促進が必要なことが示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
(1) 悪性神経膠腫は難治性で，特に膠芽腫においては，現在，最も有効な治療とされている標準
治療（手術で可能な限り摘出後，アルキル化剤のテモゾロミド併用の放射線治療）を実施しても，
生存期間の中央値が 2年未満と非常に予後不良である．近年，抗血管内皮細胞増殖因子（抗VEGF）
抗体の膠芽腫に対する有効性（無増悪生存期間の延長）が報告され保険適応となっているが，主
要な臨床試験では有意な全生存期間の延長は認めていない．作用機序でも，血管系，間葉系への
関与，種々の遺伝子発現を介する抗腫瘍効果，腫瘍からの VEGF分泌の制御による抗腫瘍効果
等の可能性が示唆されているが，詳細はまだ明らかでない． 
(2) 高線エネルギー付与（高 LET）の炭素イオン線に代表される重粒子線治療は，多くの難治性
悪性腫瘍に対して有用とされているが，神経膠腫に対しては，標準的に使用されている X 線治
療と比較して有効性はまだ明らかになっていない． 
(3) 多くの悪性腫瘍の治療抵抗性には癌幹細胞の関与が示唆されるようになり，神経系腫瘍，特
に悪性神経膠腫においてもいわゆるグリオーマ幹細胞を標的とした治療法の確立が注目され，
いろいろな検討が試みられているが，実際の臨床ではまだほとんど成果が上がっていない． 
 
２．研究の目的 
(1) まず in vitroにおいて，悪性神経膠腫細胞からの VEGF分泌状況を確認すること，そしてそ
れに対する放射線の影響，抗 VEGF抗体の影響等も明らかにすること，さらに抗 VEGF抗体単
独での in vitroにおける細胞生存への影響についても検討を行うことである． 
(2) 次に in vivoにおいて，難治性の悪性神経膠腫に対する有効な治療法の確立へ発展させるこ
とを目指して，放射線，特に高 LETの重粒子線治療と抗 VEGF抗体の悪性神経膠腫に対する抗
腫瘍効果を検討し，さらにこれらの併用効果について，グリオーマ幹細胞への関与を含めて明ら
かにすることである． 
 
３．研究の方法 
(1) in vitroにおける神経膠細胞の VEGF分泌に対する X線照射，抗 VEGF抗体の影響： 
in vitroでグリオーマ培養細胞（U-251 MG）について，①VEGF分泌の時間経過：X線照射（150 
kV, Hitachi）を行い，1, 2, 4Gy照射後の day1～day3に上清を回収し，VEGF濃度を ELISA
で測定して，腫瘍細胞から分泌される VEGF濃度の検討，mRNAの検討を行った．次に抗 VEGF
抗体（Ab00715-10.3, ABA）による腫瘍細胞の増殖抑制（生存率への影響）について検討した． 
(2) in vivoにおける神経系腫瘍に対する重粒子線，抗 VEGF抗体の影響： 
p53 野生型の上衣芽腫および p53 変異型の膠芽腫をヌードマウス皮下に移植して，実験を行っ
た．特に上衣芽腫については以下のような検討を行い，膠芽腫についての同様の検討の一部を実
施した．①：抗 VEGF抗体 Bevacizumab（Chugai）20mg/kg， ②：炭素イオン線（290MeV/u, 
6 cm-SOBP，放射線医学総合研究所），2Gy, 16Gyの１回照射，③：①及び②の併用を行ない，
以下の検討を行った．１）週 1 回腫瘍径を測定し，換算腫瘍体積を算出して治療後の増殖遅延
（６週間まで）を検討，２）照射から，６時間，48 時間，６週間後に腫瘍を摘出して，フォル
マリン固定，パラフィン包埋切片を作成し，H.E.染色，および CD133, CD44, Nestin, p53, Ki-
67, GFAP等の免疫組織化学を実施，３）照射後６時間，48時間，６週間後の組織から（RNA
安定液内で一時保存後）DNAアレイ解析用に RNAを抽出． 
 
４．研究成果 
(1) in vitro： X線照射後の VEGF濃度，mRNAの変化では，１）グリオーマ細胞（U-251 MG）
は恒常的に VEGFを分泌していることが示され（図１，２），２）放射線照射後でも，残存細胞
における VEGF分泌能力にはほとんど影響が無く（図３，４），３）（VEGFの）mRNAの定量
でも転写量に X線照射の影響はほとんど認めず（図 5），４）抗 VEGF抗体による有意な増殖抑
制，細胞生存率への影響は認められなかった（図 6）． 
(2) in vivo：上衣芽腫において，抗 VEGF抗体単独投与後では腫瘍間で変動の差が大きく，有意
な増殖遅延は認められなかった（図 7）．炭素イオン線単独では，16Gy照射後には顕著な増殖遅
延を認め，2Gy照射後では軽度の増殖遅延を認めた．非治療対照群の腫瘍は比較的小型の CD133
弱陽性，Nestin陽性の細胞が主体であったが，有意に縮小した腫瘍では，比較的大型の CD133
強陽性，Nestin強陽性の細胞の残存が認められた（図 8）．ただし，再増大した腫瘍では，対照
群同様，比較的小型の CD133弱陽性，Nestin陽性の細胞が主体であった．抗 VEGF抗体と炭
素イオン線 2Gy の併用による炭素イオン線の効果の増強については，相加効果の可能性も一応



示唆されたが有意な結果とは言えず，さらに詳細な検討が必要と思われた． 
 

    

   図１．VEGF 濃度の時間推移         図２．VEGF 濃度の時間推移/細胞 104個 

 

  

   図３．0-4Gy 後 1-3 日の VEGF 濃度         図４．0-4Gy 後 1-3 日の VEGF 濃度/細胞 104個 

 

        

 図５．0-4Gy 照射後 1-3 日の VEGF mRNA 

 

 

図６．抗 VEGF および 0-4Gy 後の細胞生存率  図７．抗 VEGF 抗体/炭素イオン線後の体積 

 



          
     図８．炭素イオン線 16Gy 照射後の H.E.染色，抗 CD133 染色 
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