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研究成果の概要（和文）：In vivo：上衣芽腫（ヒト由来p53野生型）をヌードマウスに移植して以下のような実
験群について、腫瘍の増殖遅延、遺伝子発現解析等を実施して検討を行い、X線と高LET放射線の比較、特に抗
VEGF抗体併用の意義について検討した。実験群　①：炭素イオン線：2Gy、4Gy。②：X線照射群：2Gy、4Gy。③
：抗VEGF抗体群：20mg/kg、40mh/kg。④：①と③併用群。⑤：②と③併用群。⑥：対照群。
In vitro：ヒト由来の悪性神経膠腫細胞に対する陽子線の生物効果について、生物学的効果比（RBE）、低酸素
環境下での陽子線による生存率の評価、特に超高線量率照射の影響等を検討した。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the efficacy of the combination of high-LET carbon ion beams and
 anti-VEGF antibody for high grade gliomas, an ependymoblastoma with wild-type p53 was transplanted 
to nude mice subcutaneously. Tumors were treated with 1) 2Gy carbon ion. 2) 2Gy X-ray, 3) anti-VEGF 
antibody (bevacizumab 20mg/kg or 40mg/kg), 4) combination of 2Gy carbon ion beams and bevacizumab, 
or 5) combination of 2Gy X-ray and bevacizumab.  Tumor growth delay and gene expression was 
evaluated 6 or 48 hours after the treatment.
A giloma cell line (U-251) was utilized to evaluate the RBE of proton beams and effect of ultra-high
 dose rate proton beam irradiation. 

研究分野： 放射線腫瘍学

キーワード： high-LET　anti-VEGF antibody　glioma stem cell　carbon ion　proton　RBE

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫等の悪性神経膠腫は、手術後に、放射線治療（X線）とアルキル化剤（テモゾロミド）を併用するが、予
後は不良である。近年、分子標的治療薬の抗VEGF抗体（ベバシズマブ）の併用もしばしば行われているが、その
有効性、使用意義等の議論が多い。本研究は悪性神経膠腫に対する低LETのX線、低LETの粒子施である陽子線、
高LETの粒子線である炭素イオン線の比較、さらに抗VEGF抗体とX線、重粒子線との併用を検討した研究で、分子
標的治療と高LETの粒子線治療を併用する意義についても検討を行ったことが、今後の基礎的、臨床的研究の発
展に貢献する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 悪性神経膠腫の治療抵抗性： 膠芽腫に代表される悪性神経膠腫は非常に難治性である。現
在の標準治療は、手術で可及的に摘出およびアルキル化剤のテモゾロミド同時併用の放射線治
療であるが、生存期間の中央値 2 年未満、５年生存率 10％程度と未だに非常に予後不良である。
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、本邦では保険適応となって、しばしば使用されているが、全生存期間の延長について
はまだ明らかになっていない。作用機序についても、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 LET 放射線の有用性と限界： 炭素イオン線に代表される重粒子線治療では、高 LET（線
エネルギー付与）放射線の、肉腫等の難治性悪性腫瘍に対する有用性が報告されているが、神経
膠腫に対する臨床における有用性はまだ明らかでない。低 LET の粒子線である陽子線治療も小
児脳腫瘍には有害事象軽減の観点から積極的に使用されているが、成人の膠芽腫等に対する有
用性はまだ議論の多いところである。ただし、その一方で、基礎研究レベルでは in vitro で多く
の悪性神経膠腫細胞に対する分子生物学的な研究が行われ、重粒子線治療の有用性を示唆する
研究も散見される。in vivo での研究は少ないが、研究代表者等は、ヒト由来可移植性脳腫瘍モ
デルを使用して、高 LET の炭素イオン線と低 LET の X 線との比較検討を行ってきた。 
(3) グリオーマ幹細胞の治療抵抗性： 悪性腫瘍の治療抵抗性には癌幹細胞が関与する可能性が
しばしば報告され、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検討が基
礎研究レベルでは行われているが、臨床における有用性はまだほとんど明らかになっていない。
研究代表者等のこれまでの研究では、ヒト由来脳腫瘍の in vivo モデルにおける CD133 陽性、
Nestin 陽性細胞の関与が示唆されたが、明確な結論には至っていなかった。また、これまでに
実施してきた in vitro の研究でも、グリオーマ培養細胞（U-251 MG）を使用した実験において、
X 線照射後の VEGF 濃度、mRNA の変化では、１）グリオーマ細胞は恒常的に VEGF を分泌
していることが示唆され、２）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、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、４）抗
VEGF 抗体による有意な増殖抑制は認めないことを報告してきた。 
 
２．研究の目的 
治療抵抗性、難治性の悪性神経膠腫に対する有効な治療法の確立に発展可能な基礎データを

集積して検討することを目的として、in vivo において、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等も含めて分子生物学的に明らかにする。 
さらに、in vitro では、高 LET の粒子線の抗腫瘍効果との比較検討の為、低 LET の粒子線

（陽子線）、低 LET の光子線（X 線）についての検討を行い、陽子線の生物学的効果比（RBE）、
照射方法、線量率の影響等について放射線生物学的基礎データを集積して今後の研究に発展さ
せる。 
 
３．研究の方法 
(1) in vivo では、CD133、CD44、Nestin 等の発現している p53 野生型の上衣芽腫（および一
部の実験では p53 変異型の膠芽腫：2017 年度までの研究において検討）をヌードマウスに移植
して、以下のような実験を実施した。なお、実験結果は、データを集積できている p53 野生型の
上衣芽腫についてまとめた。 

p53野生型の上衣芽腫（一部の実験ではp53変異型の膠芽腫）をヌードマウス（BALB/c 
nu/nu）に移植して、以下の①～⑥の６群に分けて実験を開始し、１）、２）の検索を実施し
た。なお、照射線量は2Gy、１回を基本としたが、一部の実験では4Gyについても検討した。
抗VEGF抗体は、20mg/kgを基本としたが、一部の実験では40mg/kgについても検討した。 
＜実験群＞ 
①：重粒子線照射（単独）群：炭素イオン線：290 MeV/u、6 cm-SOBP（QST） 2Gy、4Gy 
②：X線照射（単独）群：150kV: 20mA（Hitachi） 2Gy、4Gy 
③：抗VEGF抗体（単独）群：抗VEGF抗体20mg/kg、40mg/kg 
④：①重粒子線と③抗VEGF抗体（併用）群 
⑤：②X線と③抗VEGF抗体（併用）群 
⑥：対照群 
＜検索方法＞ 
１）増殖遅延評価：腫瘍径を計測して倍加時間を算出し、増殖遅延を検討した。 
２）分子生物学的検討：6時間後、48時間後に腫瘍組織の一部を摘出して、直ちにRNA安定液
に浸透して保管後、total RNA抽出、DNAマイクロアレイ解析（GeneChip Human Genome 
U133 Plus 2.0 Array）による遺伝子発現解析（階層クラスタリング、Gene Ontology解析、
KEGG Pathway解析等）を実施して群間の比較を行った。 



(2) in vitroでは、グリオーマ培養細胞（U-251 MG）を使用した研究において、高LETの粒子
線との比較検討の為、低LETの粒子線（陽子線）、低LETの光子線（X線）の影響について、以
下のような検討を行った。 
１）陽子線の生物学的効果比（RBE）算出：既に、VEGF産生、分泌を確認し、X線照射、抗
VEGF抗体の影響の評価を行ったヒト悪性神経膠腫株（U-251 MG）に低LETのX線0～12Gy、
陽子線0～10Gyの照射（ワブラー法）を行い、コロニー形成法で生存率を比較検討して、生存
曲線から陽子線の生物学的効果比（RBE）を算出した。 
２）陽子線のワブラーとスキャニングの比較：悪性神経膠腫株（U-251 MG）に低LETのX線 
0～12Gy、陽子線（ワブラー法、スキャニング法） 0～10Gyの照射を行い、コロニー形成法で
生存率、生存曲線を比較検討して、陽子線の生物学的効果比（RBE）を算出した。 
３）照射条件による影響の評価：治療用の陽子線照射装置（Sumitomo）による水平後方から
の照射では、フラスコを垂直に静置するので、培地が十分に細胞を覆っていない時間帯が生じ
ることが生存率に与える影響を検討した。 
４）低酸素環境下での線量率の影響の評価：VEGFとの関連が示唆されている低酸素環境下
（5% O2）での陽子線による生存率について、線量率の影響を評価するために、線量率200 
Gy/sと0.1 Gy/sで照射を行い、生存率を検討した。 
５）以上の他にも、分担者の森との共同研究で、粒子線照射研究に応用可能な研究を行った。 
 
４．研究成果 
(1) in vivoでは、上衣芽腫のヌードマウス移植腫瘍の検討で以下のような成果を得た。 
１）増殖遅延評価：腫瘍径計測で倍加時間を算出して、増殖遅延を検討；③抗VEGF抗体単独
では顕著な増殖遅延を認めず、①炭素線、②X線では有意な増殖遅延を認めた。④抗VEGF抗
体併用炭素線では、①炭素線単独に比して遅延の増強傾向が示唆されたが有意差は認められな
かった（図１）。 
２）DNA マイクロアレイ解析： 照射後あるいは薬剤投与後、6、48 時間後に摘出した腫瘍の、 
GeneChip 解析では、③VEGF 抗体単独での遺伝子発現変動は軽微であったが、①炭素線、②X
線では、細胞死、細胞生存、細胞周期、その他に関与する遺伝子発現の顕著な変動が見られ、さ
らに①と②ではやや異なる傾向も見られた。①炭素線と④炭素線・抗 VEGF 抗体併用、②X 線
と⑤X 線・抗 VEGF 抗体併用、それぞれの比較では、わずかな相違は認めたが顕著な変化は認
めなかった（図２）。詳細な解析についてはさらに検討中である。 
(2) in vitroでは、グリオーマ培養細胞（U-251 MG）を使用した研究において、高LETの粒子
線との比較検討の為に、低LETの粒子線（陽子線）、低LETの光子線（X線）で実施した実験
で、以下のような成果を得た。 
１）陽子線の生物学的効果比（RBE）算出：ヒト悪性神経膠腫株（U-251 MG）にX線0～
12Gy、陽子線0～10Gyの照射（ワブラー法）を行い、コロニー形成法で生存率、生存曲線によ
って算出した陽子線のRBEは、D50、 D10、 D0における比較において、それぞれ、1.29、 
1.18、 1.19であった（図３）。一般的に陽子線のRBEは1.1とされていることが多いが、in 
vitroの研究では、0.9～1.5程度の報告があり、今回の結果は妥当な範囲と思われた。 
２）陽子線のワブラーとスキャニングの比較：悪性神経膠腫株（U-251 MG）にX線 0～
12Gy、陽子線（ワブラー法、スキャニング法） 0～10Gyの照射を行い、コロニー形成法で生
存率、生存曲線によって算出した陽子線のRBEは、D50、 D10、 D0における比較において、
1.18～1.59の範囲で、ワブラーとスキャニングに有意差を認めなかった。 
３）照射条件による影響の評価：フラスコを垂直に静置するした状態での照射と水平に静置し
た状態での比較では、細胞の生存率に有意な変化は認めなかった。 
４）低酸素環境下（5% O2）での線量率の影響：低酸素下における陽子線の線量率の影響の評
価では、6 Gy以下の照射では線量率200 Gy/sと0.1 Gy/sの照射で生存率に有意な差はは見られ
なかったが、12 Gy以上の照射の比較では、200 Gy/sで照射した場合には、0.1 Gy/sの照射と比
較して、生存率の相対的な増加が認められ、超高線量率の陽子線照射が通常の線量率とは異な
る生物効果を生じている可能性が示唆された（図４）。ただし、さらに慎重な検討が必要と思
われる。 
５）以上の他にも、分担者の森との共同研究で、粒子線照射研究にも応用可能な研究として、新
規オルガノイド作製プロトコールの開発［Front Neurosci 2020］、DNA 損傷修復の評価［J Biol 
Chem 2020］、遺伝子発現制御機構の解明［FASEB J 2021］等も行い、成果を報告した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図１．Growth curves: relative tumor volume (mean + SE).  

Bev: bevacizumab. C: carbon ion. 
 

 
     図２．Hierarchical Clustering (ependymoblastoma). 
        ①: carbon ion、 ②: X-ray、 ③: bevacizumab、 ④: ③＋①、 ⑤: ③＋② 
 



 

     
     図３．Survival curves (U-251).  X-ray and proton. 
 
 

 

     図４．Survival curves (U-251).  Proton (dose rate: 0.1Gy/s or 200Gy/s) 
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