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研究成果の概要（和文）：本研究は、放射線による脳腫瘍細胞間および脳正常細胞／組織と脳腫瘍細胞の間のバ
イスタンダー効果について、主に脳腫瘍細胞の増殖性および走行性を指標に調べ、その分子機構を解明すること
で、増殖能および遊走・浸潤能を抑制するための分子標的を明らかにすることを目的としたものである。
マウス海馬から採取して初代培養し成熟期に達した正常神経細胞およびグリオーマ細胞株を用いて実験を行った
結果、グリオーマ細胞をX線照射すると、その培地中には、グリオーマ細胞の増殖および遊走を一時的に亢進さ
せ、神経細胞は細胞死が誘発されるような因子が放出されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim is to clarify molecules target to restrain ability of proliferation 
and migration. To investigate the molecular mechanism of the bystander effect between normal brain 
cell/tissue and the brain tumor cells by irradiation, this study was mainly evaluated the ability of
 proliferation and migration of tumor cells in cell culture medium after irradiation. Normal 
neuronal cells were made by collecting from hippocampal of mouse and used the period of maturity. 
The brain tumor cells were used the glioma cell lines. 
This study clarified that the glioma cells release factors to increase proliferation and migration 
of the glioma cells and to induce death of the neuronal cells by X-ray irradiation.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 脳腫瘍　放射線　増殖能　正常神経細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、放射線治療に反応せず照射野外に浸潤あるいは転移した腫瘍に関しては放射線抵抗性として片付けられて
きた。しかし、これは現状での認識の限界を示しているにすぎない。放射線照射に伴う”遊走・浸潤”による機
序や、これを抑止し阻害するための方策の手掛かりが解明されていないからである。また、放射線によるがん研
究の多くが腫瘍細胞のみに着目しており、放射線治療に伴う腫瘍の生物学的効果は周囲の正常細胞／組織が密接
にかかわっている可能性があることが考慮されていない。本研究から新たな知見を得ることは、脳腫瘍だけでな
く、がんの治療戦略を考える上で非常に重要なものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 悪性脳腫瘍、特にグリオーマは高い増殖性と遊走性という特徴を持っており、脳内を浸潤性に
広がるため極めて治療困難である。手術による脳腫瘍の摘出率向上や放射線治療の進歩により、
局所制御は飛躍的に向上しているが、周囲の正常脳に浸潤した残存腫瘍からの再発は免れない。 

現在行われている集学的治療法（手術＋X線＋抗がん剤）で生存率が 10%以下という、非常に予
後不良な疾患であり、早急に新たな治療法の確立が求められている。群馬大学では、従来の放射
線に抵抗性の難治性腫瘍の治療法確立のため、2010 年 3 月から炭素イオン線治療を開始した。
従来の低 LETである X線に対して非常に抵抗性である悪性脳腫瘍は、高 LETである炭素イオン
線の高い殺細胞効果に大きな期待が寄せられている。しかしながら、現在までに報告された臨床
研究においては、悪性脳腫瘍に対する粒子線治療は線量増加により照射範囲内は制御される可
能性があるものの、その外側に早期に再発してしまい（言い換えると、腫瘍局所に対する制御効
果は十分であるが、腫瘍が照射野外に広がるため外側に再発する）、いまだ十分な効果が認めら
れていない。放射線治療についての臨床的な検討が進むにつれて、その有効性をより確実に高め
るための方策が求められてきている。 

この現状を克服するためには、脳の炭素イオン線に対する生物学的効果、特に脳腫瘍細胞の走
行性（遊走・浸潤能）を明らかにすることが急務と考えられる。近年、腫瘍細胞の遊走と浸潤は
X 線照射により亢進され、重粒子線照射により抑制されるという結果が一般化されつつあるが、
全く反対の応答性を示す結果も報告されつつあり、特に炭素イオン線が細胞の走行性にどのよ
うな生物学的効果をもたらすか十分に解明されていない。また、悪性脳腫瘍は周囲の正常組織に
浸潤性に増殖するため、腫瘍細胞が周りの正常細胞から受ける影響および与える影響を知るこ
とも重要であるが、これらを踏まえた研究成果は申請者の知る限り報告されていない。 

当該申請者は、難治性腫瘍の治療法の確立を目指し、放射線（X線、粒子線）による脳腫瘍細
胞・組織および肺がん細胞の放射線生物学的効果の特性および分子機構を解明する研究を続け
てきた。これまでに、グリオーマ細胞は、X線照射により線量依存的に遊走能の亢進が認められ、
その亢進には照射により細胞から放出されたグルタミン酸が関与していることを明らかにして
きた。また、グルタミン酸は腫瘍の増殖・遊走を刺激すること[Yoshida Y, et al. Pathol Int., 2006; 

Ishiuchi S, et al. Nat Med., 2002]、正常神経細胞の細胞死に関与することをこれまでに報告してい
る[Hagimura N, et al. Brain Res Dev Brain Res., 2004]。さらに、グリオーマ細胞や肺上皮腺がん細
胞の遊走能は炭素線単回照射により亢進することを見出してきた[Murata K, et al. J Radiat Res., 

2014]。 

また申請者は、炭素イオン線治療の基盤となる生物学的考察を行うため、分割照射効果の基礎
的研究を行ってきた。これまでに、動物モデルを用いて正常組織（腸管）および線維肉腫の分割
照射効果について調べた結果、炭素イオン線の大線量（少分割）照射は治療可能比を改善するこ
とを示唆する結果を得ており、これは炭素イオン線の短期治療法の有効性を生物学的に実証し
た結果といえる[Yoshida Y, et al. Radiother Oncol., 2015]。 

そこで、これまでの研究成果を発展させて、主に脳腫瘍細胞の増殖性および走行性を指標とし
て、脳腫瘍細胞間および脳正常細胞／組織と脳腫瘍細胞との間のバイスタンダー効果について
調べ、その分子機構から分子標的を明らかにすることで放射線増感剤の開発に有効となる成果
が期待でき、また、分割照射効果について調べることで炭素イオン線の至適分割照射法の開発に
有効となる成果が期待できると考えて、本研究課題の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究は高度に浸潤性である悪性脳腫瘍の根治的治療を目指し、難治性腫瘍の治療に大きな期
待が寄せられている炭素イオン線の生物学的効果、特に脳腫瘍細胞の増殖性および走行性（遊
走・浸潤能）における細胞間相互作用について解析し、そのメカニズム解明から分子標的を明ら
かにすることである。具体的な目的は炭素イオン線を照射した脳腫瘍培養細胞、脳腫瘍モデルマ
ウスおよび正常細胞／組織を用いて、脳腫瘍細胞間および脳正常細胞／組織と脳腫瘍細胞との
間のバイスタンダー効果について主に脳腫瘍細胞の増殖性・走行性を指標に調べ、その分子機構
を解明することで増殖能および遊走・浸潤能を抑制するための分子標的を明らかにすること、ま
た、脳腫瘍治療における至適照射線量・回数（分割照射効果）について知見を得ることである。 

 

３．研究の方法 

(1) 材料 

ヒト神経膠芽腫細胞(T98G、LN18)：10%ウシ胎児血清、ペニシリン 100 IU/ml、ストレプトマイ
シン 100 mg/mlを含有する DMEM培地で 5%CO2存在下、37℃で培養した。 

正常神経細胞：胎生 16日目のC57BL/6Nマウス海馬から取り出した神経細胞をB27、GlutaMAX、
ペニシリン 100 IU/ml、ストレプトマイシン 100 mg/mlを含有する Neurobasal 培地で 5%CO2存
在下、35.8℃で培養した。 実験には培養 21日目の成熟期に達した神経細胞を用いた。 

マウス：野生型 ICRマウス（8週齢、オス）を用いた。 

(2) 照射 

X線は群馬大学における島津 TAITAN225-S (200 kVp, 14.6 mA, 1.3 Gy/min)を用いた。炭素イオン
線を照射する予定であったが、出産・育児により予定していた計画に遅延が生じたため、本研究
は炭素イオン線実験の基盤となる X線を用いた単回照射での実験を行った。 



細胞の照射：培養液中で 0.5～10 Gyを照射した。 

マウスの照射：上方から脳の局所（図 1、Bregmaより尾側で
小脳は除外)に X線 60 Gy（200 kV、14.3 mA、0.5 mm Al + 0.5 

mm Cu filter、2.54 Gy/min）を照射した。 

 

 

 

図 1  X線照射法 （左）マウス全体の X線透視画像（黄色：
照射野）、（中央）鉛で遮蔽した様子、（右）遮蔽した際の透視
画像 

 

(3) 遊走能の解析 

照射前日に 35 mm培養ディッシュに細胞を播種し、照射後ただしにピペットチップの先でwound

を作製した。照射 24時間後に細胞を固定、ギムザ液にて染色した。顕微鏡下で woundの幅を観
察・測定してそれぞれの結果について比較・解析を行った。 

(4) 培養液の解析 

照射 24時間後に培地を回収し、グルコース、乳酸、グルタミン、グルタミン酸、アンモニウム
イオン、ナトリウムイオン、カリウムイオン、カルシウムイオンの 8つの成分について培養液成
分受託分析(株式会社テクノプロ)を依頼・実施した。得られた結果から各条件について平均値
(n=2)を算出し、それぞれの条件を比較した。 

(5) マウス組織の解析 

照射後 7日目まで継時的に組織採取を行った。これら組織を用いて、脳組織内における血管内皮
成長因子(vascular endothelial growth factor; VEGF)の発現量やミクログリアの形態変化、タンパク
質の局在量および発現量を免疫染色法、ウェスタンブロット法、ELISA法を用いて調べた。 

 
４．研究成果 

正常神経細胞とグリオーマ細胞は培養環境が異なることから、まずはこれらを共培養するた
めの環境を整える必要がある。そこで、それぞれの培養環境において各細胞がどのような変化を
もたらすかを調べた。神経細胞用の培養環境で LN18および T98Gを培養した結果、増殖スピー
ドが 4～5 倍減少することが分かった。増殖能の変化は認められたものの、培養の維持は可能で
あった。通常のグリオーマ細胞用の培養環境と比べ、形態学的な違いは認められなかった。次に
正常神経細胞をグリオーマ細胞用の培養環境で培養した結果、神経細胞は細胞死を引き起こし、
培養が維持出来なかった。以上の結果から、以降の実験は神経細胞用の培養環境において実験す
ることとした。 

培養 1日目の LN18の培地を、LN18に X線 10 Gyを照射して 5日間培養した培地に置換した
(照射培地 LN18)。同様に、非照射で 5 日間培養した培地に置換した細胞をコントロール（非照
射培地 LN18）として準備した。その結果、置換後 3日間は、非照射培地 LN18 に比べて、照射
培地 LN18 のほうが増殖能が亢進する傾向にあることが分かった。T98G においても同様な結果
が得られた。次に、X線照射後 5日目の LN18の培地を用いて神経細胞を培養した結果、神経細
胞に細胞死が認められた。非照射の培地で置換培養した神経細胞にはこのような現象が認めら
れなかった。LN18 を X 線照射して wound-healing 法にて遊走能を調べた結果、非照射に比べて
0.5 Gyにおいて遊走能が亢進している傾向が認められた（有意差なし）。照射後培地で培養した
LN18の遊走能においても同様な結果が得られた。以上の結果から、照射したグリオーマ細胞は、
グリオーマ細胞においては増殖能および遊走能を一時的に亢進させ、神経細胞においては細胞
死を誘発するような因子を培地中に放出している可能性があることがわかった。そこで、培地中
の 8つの成分について調べた結果、照射後の培地は非照射培地に比べて、乳酸、カルシウムイオ
ン、カリウムイオン、ナトリウムイオンが上昇していることが明らかとなった。 

次に、脳正常組織において放射線照射前後で変化する因子について解析する目的で、野生型
ICR マウスに対して、上方から脳局所に X 線を照射した。急性期における変化を経日的に観察
するため、照射後 0.5、1、3、7日目の脳
組織を採取した。その結果、1) 照射後 0.5

日目で活性化ミクログリアの割合が増加
しており、少なくとも 7 日目まで持続し
ていること(図 2)、2) 照射後 3 日目およ
び 7 日目では、血管内皮細胞増殖因子の
発現量がコントロール群と比べて有意に
減少していること、3) 照射後、腫瘍壊死
因子および核内因子 κBが増加すること、
が明らかとなった。これらの結果の一部
を論文化し報告した（Yoshida Y, et al. 

Neurochem Int., 2018）。                    図 2 性化ミクログリアの発現解析の蛍光染色像 

（緑）Iba-1、（赤）CD68、下段は上段の四角 

部分の拡大 
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