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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、乳がんに対して放射線とdopamine receptor標的薬の作用機構が異
なる治療を行い、治療耐性を克服し従来の治療法に比べ有意に抗腫瘍効果ならびに転移抑制効果がみられるか否
かを検討した。細胞実験の結果、放射線とdopamine receptor標的薬の併用により、有意に殺細胞効果ならびに
遠隔転移に関わる因子である、細胞運動能、浸潤能を抑制することに成功した。さらに、動物実験においても、
細胞実験同様、抗腫瘍効果ならびに遠隔転移抑制効果がみられた。
結論として、乳がんの治療に放射線とdopamine receptor標的薬の併用の意義が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether radiation and dopamine 
receptor-targeted drugs, which have different mechanisms of action, are significantly anti-tumor and
 anti-metastatic compared to conventional therapies for breast cancer. In cell experiments, the 
combination of radiation and dopamine receptor-targeted drugs significantly inhibited the cell 
survival, motility and invasion. Furthermore, in animal experiments, the antitumor and distant 
metastasis inhibitory effects were observed as well as in vitro study.
In conclusion, the significance of the combination of radiation and dopamine receptor-targeted drugs
 in the treatment of breast cancer was demonstrated.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： がん転移　乳がん　X線　炭素イオン線　ドーパミンレセプター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
乳がんは罹患する年齢が特徴的であり、30代前半から増加し始め40代後半から50代前半でピークを迎える。これ
は正に子育て世代から働き盛りの世代を直撃するがんであり、社会への打撃も大きい。ステージⅣとなると5年
生存率が30%程度まで落ちる。中でも、乳がんの骨転移は比較的発生しやすく痛みを伴うことから患者のQuality
 of life (QOL) を著しく低下させる。よって、乳がんの骨転移抑制を視野に入れた治療法の確立が課題であ
る。
本研究課題により、放射線とdopamine receptor標的薬の併用が骨吸収抑制を行いつつ、一定の抗腫瘍効果なら
びに転移抑制効果が得られる事が示された。

※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 

乳がんは現在も、女性のがん種別罹患率でトップである。乳がんは罹患する年齢も特徴的

であり、30 代前半から増加し始め 40 代後半から 50 代前半でピークを迎える。これは正に子育

て世代から働き盛りの世代を直撃するがんであり、社会への打撃も大きい。乳がんの骨転移は比

較的発生しやすく痛みを伴うことから患者の Quality of life (QOL) を著しく低下させる。近年で

は、種々の抗がん剤に加え、Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) 阻害剤な

どを併用する。破骨細胞への分化を抑制し骨吸収（骨が分解され破壊されること）を抑えること

が可能であり、結果として骨量の低下を防ぐ。しかし、重篤な副作用が出た場合、顎骨壊死が発

生するなどのリスクも伴うことと、これらの薬自体に抗腫瘍効果は殆どない。一方、放射線照射

の役割は緩和目的が主である。疼痛を取り除き、骨転移で脆くなった骨の骨折を予防することが

可能である。そこで、骨転移性乳がんに対する新たなアプローチとして、化学放射線療法を用い

ることで乳がんの骨転移治療法を一体化する着想を得た。 

自身の先行研究により、ストレス応答因子である eukaryotic translation initiation factor 2α 

(eIF2α) のリン酸化が亢進すると破骨細胞分化マーカーである NFATc1 の発現が抑制されること、

dopamine receptor D1 agonist である A77636 が、eIF2α を介して破骨細胞の分化を抑制することを

見出した 1, 2)。特に A77636 の効果は、現在臨床で使用されている上記薬剤と同等以上の骨吸収

抑制効果を有しており、加えて抗腫瘍効果・細胞運動抑制効果も併せ持つ。ただし、dopamine 

receptor D1 の agonist を用いた動物実験の結果、一定の薬剤投与量を超えた段階で、タフィラキ

シー（薬剤の反復投与により薬剤が急速に効果を失うこと）が生じ、一時的に腫瘍を縮小させ、

骨量を増強させるものの、完全な腫瘍消失および十分な骨量維持には至らなかった。これでは、

現行の治療と同じく進行性の乳がんの根治に至らない。本研究課題では、放射線と dopamine 

receptor 標的薬の作用機構が異なる治療を行い、治療耐性を克服し従来の治療法に比べ有意に抗

腫瘍効果ならびに転移・骨吸収抑制効果がみられるか否かを問こととした。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、dopamine receptor D1 agonist、放射線（γ線、炭素イオン線）の併用によ

る骨転移性乳がんに対する化学放射線療法を確立するための基礎的データを提供することを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

（1）細胞実験 

細胞は、ヒト乳癌細胞株 MDAMB-231（トリプルネガティブ型）を用いた。dopamine receptor 

D1 agonist は、A77636 を用いた。放射線には、γ 線、炭素イオン線の 2 種を用いた。薬剤の毒性

試験のために MTT assay を行った。照射 3 時間前に薬剤を添加し、3 Gy 照射後の細胞生残率を

Colony formation assay、遊走能を Boyden chamber assay、浸潤能を Matrigel invasion assay を用いて

評価した。タンパク発現解析の為に Western Blotting を行った。 

 

（2）動物実験  

動物には BALB/ｃメス 5 週齢を用いた。細胞はマウス乳腺腫瘍細胞４T1 を用いた。皮下

に細胞を移植し腫瘍増殖抑制を判定するモデル、マウス尾静脈から細胞を移植し肺転移能を判

定するモデルの 2 パターン作成した。マウス群は、無治療群、放射線治療群、薬剤治療群、放射

線薬剤併用群の 4 群を作成し、それぞれの群で 10 匹用意した。 



４．研究成果 

（1）細胞実験 

     まず初めに、A77636 の細胞毒性を検討する為に MTT 

assay を行った。薬剤濃度 5 μM で細胞死がコントロール（薬

剤投与なし）に比べて有意に減少する結果を得た（図 1）。 

この結果を基に、γ 線と 5 μM A77636 による殺細胞効

果を Colony formation assay にて検討した結果、γ 線単独ま

たは A77636 単独投与された細胞に比べて、γ 線と A77636

の併用により殺細胞効果が増強される結果を得た。一方、

炭素イオン線を用いて同様の実験を行った結果、γ 線を用い

た実験と同様の傾向がみられた。よって、放射線と dopamine 

receptor D1 agonist の併用は、それぞれの単独治療よりも殺

細胞効果が増強することが示された（図 2）。次に、

がん転移に関与する因子である細胞遊走能、浸潤能

を検討した。γ 線照射単独に比べて γ 線と A77636 の

併用は、遊走能と低下させた。浸潤能に関しては、

A77636 が浸潤能抑制に効果的であり、γ 線の寄与は

少ないことが分かった。一方、炭素イオン線は、照射

単独で細胞遊走能、浸潤能共に抑制した。さらに

A77636 との併用により、炭素イオン線単独に比べて

有意に浸潤能を抑制する結果を得た（図 3）。 
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図 1: 乳がん細胞に対する

dopamine receptor D1 agonist

の毒性試験。* p<0.05 (v.s. CN) 

0

100

200

300

400

wild
type

γ-ray carbon
ion

No reagent A77636

図 2: 乳がん細胞に対する放射線と

dopamine receptor D1 agonist 併用によ

る殺細胞効果の比較。 * p<0.05, 

**p<0.01 (v.s. wild type No reagent)、† 

p<0.05 
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図 3: 乳がん細胞に対する放射線と dopamine receptor D1 agonist 併用による細胞遊走能なら

びに浸潤能の評価。γ 線と dopamine receptor D1 agonist を用いた遊走能（A）と（B）浸潤能。

（C）炭素イオン線と dopamine receptor D1 agonist を用いた浸潤能。* p<0.05, **p<0.01 (v.s.γ-

ray 0 Gy or Carbon ion 0 Gy)、† p<0.05 
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分子メカニズムとして CaM/Rac 経路に着目した。A77636 は、CaM の発現を抑制し、細胞

浸潤能を抑制していることが分かった (図 4-5)。また、A77636 および炭素イオン線照射におい

て、PP1 の発現が抑制されており、炭素イオン線と A77636 の併用効果は、PP1 発現抑制を介し

て強力に CaM/Rac 経路を制御し、細胞浸潤能を抑制することが分かった（図 6A）。また、A77636

の単独作用として、がんの代謝や骨代謝に関わる Wnt の共受容体である Low-density lipoprotein 

receptor-related protein 5 (LRP 5)が dopamine receptor 標的薬によって発現低下を起こし、その結果

がんの増殖や転移に関わる Runt-related transcription factor 2 (RUNX2)、Matrix metallopeptidases9 

(MMP9)、Src、Snail といったタンパク発現が抑制されることを見出した（図 6B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）動物実験 

A) 腫瘍増殖抑制モデル 

腫瘍細胞を右下腿皮下に接種後、腫瘍体積が 100 mm3 となった時点で治療を開始した。X

線は 10 Gy を、炭素イオン線は X 線 10 Gy 相当である、10 GyE を腫瘍に照射した。A77636 は、

治療開始日より毎日 2.0 mg/kg を腹腔投与した。21 日目に腫瘍を摘出し、腫瘍重量を評価した。

6 群の内、最も腫瘍増殖遅延がみられた群は炭素イオン線と A77636 併用群であった（図 7）。し

かし、X 線と A77636 併用群と比較して有意な差はみられなかった。 

siNC siCaM 
CaM 

β-actin 

図 4: 乳がん細胞に対するγ線照射ならびに

dopamine receptor D1 agonist を用いた 24 時間

後の CaM タンパク発現。A77=A77636 

図 5:（A）CaM タンパクのノ

ックダウンならびに（B）CaM

ノックダウン乳がん細胞を用

いた X 線照射 24 時間後の浸

潤能の評価。* p<0.05 (v.s. wild 

type 0 Gy)、† p<0.05 

図 6:（A）炭素イオン線 0.5 GyE 照射ならびに A77636 (5 μM) 投与 24 時間後のタンパク発

現解析。（B）dopamine receptor D1 agonist の抗腫瘍効果に関するタンパク発現解析。CN＝control 
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  B) 肺転移モデル 

     放射線照射 24 時間後の生残細胞もしくは未照射の細胞をマウス尾静脈から接種した。

A77636 は、腫瘍細胞接種日より毎日 2.0 mg/kg を腹腔投与した。21 日目にマウスをサクリファ

イスした後、肺を摘出し、肺の転移結節数を評価するために肺の薄切標本を作製し、HE 染色を

行った。最も、肺転移抑制効果がみられたマウス群は、腫瘍増殖と同様に炭素イオン線と A77636

併用群であった。さらに、X 線と A77636 併用群と比較して有意な差がみられた（図 8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Placebo 

A77636 

X-ray 

X-ray+A77 

Placebo 

A77636 

Carbon ion 

Carbon ion+A77 

A. 

B. 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

PlaceboA77636 X-ray X-ray +
A77636

Tu
m

or
 w

ei
gh

t (
g)

 

* 
* 

** 

† 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

Placebo A77636 Carbon
ion

Carbon
ion +

A77636
Tu

m
or

 w
ei

gh
t (

g)
 

* 
* 

** 

† 

図 7: 放射線と dopamine receptor D1 agonist の併用がマウス腫瘍増殖能に与える影響（A）X

線と dopamine receptor D1 agonist の併用。（B）炭素イオン線と dopamine receptor D1 agonist の

併用。* p<0.05, **p<0.01 (v.s. Placebo)、† p<0.05 
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