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研究成果の概要（和文）：臨床試験ではGBMにおける高気圧酸素療法を併用した放射線治療が有効であるが、そ
の分子機序は解明されておらず、本研究では異種移植動物モデルを作製し腫瘍内における遺伝子発現が放射線単
独照射群と高気圧酸素療法併用群で相反して上昇した遺伝子について放射線感受性への影響を検討した。腫瘍細
胞株U87-MG細胞のTet-on 発現誘導株を構築し、スフェロイド形成後に遺伝子発現誘導を行っても、低酸素マー
カーであるピモニダゾール陽性となった。高気圧酸素療法併用群と放射線単独照射群において相反して上昇した
遺伝子が低酸素の脱却に関わるのではなく放射線感受性の亢進に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hyperbaric oxygen treatment combined with radiation therapy improve 
radiation sensitivity on glioblastoma in our clinical data. In this study, we developed a xenograft 
animal model and investigated the influence of gene expression in the tumor contrarily in the 
radiation alone group and the hyperbaric oxygen therapy group on radiation sensitivity. Tet-on 
expression-inducing strain of tumor cell line U87-MG cells was constructed and induction of gene X 
expression after spheroid formation was also positive for pimonidazole, a hypoxic marker. It was 
suggested that gene X contributes to enhancement of radiosensitivity rather than involvement in 
hypoxia.
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１．研究開始当初の背景 
ヒト悪性腫瘍の代表であるグリオブラスト
ーマ（GBM）は発症からの生存期間中央値
は約１年程度であり、５年生存率 7.8％と極
めて予後不良の腫瘍である。標準治療は開
頭手術による摘出後、放射線治療と化学療
法を行う。琉球大学医学部附属病院では
HBO を組み合わせた脳腫瘍への放射線治
療を行う臨床試験で、2000年から 2006年
までのグレード４患者の術後生存日数を平
均 17 ヶ月に延ばすことに成功している。
(Ogawa et al. Int J Radiat Oncol Biol Phys. 
2012, 1;82(2):732-8) 
このように臨床試験において GBM に対し
HBO を併用した放射線治療が効果的であ
ることが示されているが、HBOによる治療
効果の分子メカニズムは未だに不明である。
我々はその分子メカニズムを解明するため、
ヒト由来 GBM 細胞をマウスに異種移植し
腫瘍化させたマウス実験モデルを作製し、
HBO を併用した放射線照射群が放射線単
独照射群より腫瘍増殖が優位に遅延するこ
とを明らかにしている。しかしながら、
HBO による放射線感受性への影響の分子
メカニズムは未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は臨床試験で得られた結果を実験動
物における異種移植モデルで再現し、網羅
的遺伝子発現解析による解析を用いて
HBO による放射線感受性の増感作用の機
序を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
GBM細胞株 U87-MGをマウスに異種移植
したモデルを作製し放射線単独照射群、
HBO 併用照射群および非照射群の３群に
分け 1 日２Gy で１０日間処置し腫瘍増殖
率を計測する。HBO群は 2.5気圧 100％酸
素で 40 分間飼育した直後に放射線照射を
行う。HBO併用群が非照射群および放射線
単独群と比較して優位に変化した照射 5 日
目の腫瘍から RNA を抽出し網羅的遺伝子
解析を行う（図 1）。 

 
得られた変動遺伝子から放射線単独群と
HBO併用群を比較してHBOでのみ発現が
亢進する遺伝子に着目して①スフェロイド
培養法を用いた細胞レベルと②マウス移植
モデルを用いた腫瘍レベルの両方向から検

討する。マウスモデルを用いた腫瘍形成は
癌微小環境を再現する良いモデルであるが、
分子メカニズムを詳細に解明するにはその
ヘテロジェニックな環境により、細胞内シ
グナル伝達の解明のための生化学的解析に
は不利である。そのため細胞塊状に培養す
るスフェロイド培養はスフェロイドの中心
部位が低酸素となる腫瘍環境により近い状
態でありながら各スフェロイド間では均一
な環境を作製することが可能となる手法を
用いる。Tet-on 発現システムを用いて変動
した遺伝子の誘導発現細胞を構築しスフェ
ロイド培養により中心部位の低酸素状態、
放射線感受性への影響を検討する。まず
Tet-on3G タンパク質発現細胞株を得るた
め U87-MG 細胞株に pEF1-Tet3G をトラ
ンスフェクションし G418 による薬剤選択
で細胞株を樹立する。TREプロモーターの
下流に目的遺伝子を挿入したプラスミドを
作製し、樹立した Tet3G細胞株にトランス
フェクションし薬剤選択によりTet-on発現
誘導細胞株を樹立する。樹立した Tet-on発
現誘導細胞株をマウスに異種移植し腫瘍形
成および放射線感受性への影響を検討する。 
４．研究成果	
網羅的遺伝子発現解析の結果、非照射群と放
射線単独群、非照射群と HBO 併用群を比較し
変動した全遺伝子のうち共通して発現が上昇
あるいは減少した遺伝子がそれぞれ 37 遺伝
子および 27 遺伝子あることが明らかとなっ
た（図 2）。	
	

	
放射線単独群において低酸
素応答転写因子 HIF-1 の下
流遺伝子が数多く上昇した
が HBO 併用群においてそれ
らの遺伝子は非照射群と同
等またはそれ以上に低下し
ていることが明らかとなり
高気圧酸素療法により腫瘍
の酸素化が起こっているこ
とを示した（図 3）。また、
放射線単独群で減少し、HBO
併用群で上昇するという変
動が相反した遺伝子が１遺
伝子存在した。この相反し
た遺伝子について Tet-on 誘導発現細胞株を
構築した。樹立した細胞株をスフェロイド
培養した後、テトラサイクリンで相反した
遺伝子を発現させ通常酸素および高気圧酸
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素条件で培養後、低酸素マーカーであるピ
モニダゾール染色を行った。結果、まず発現
誘導を行っていないコントロール細胞にお
いても高気圧酸素条件で培養することによ
りスフェロイド内部が酸素化されることが
示された。HBO併用群でのみ発現上昇した
遺伝子をスフェロイド形成後に発現誘導後、
通常酸素条件での培養ではスフェロイド内
部はピモニダゾール陽性となり遺伝子誘導
だけでは低酸素細胞からの脱却はできない
ことが示唆された。	
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