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研究成果の概要（和文）：X 線と比較し、炭素イオン線を照射された腫瘍細胞株のがん転移に関

わる浸潤・遊走能は、低線量で抑制されることを明らかにした。さらに、炭素イオン線が照射

された細胞は、転移関連タンパク質である anillin の発現量が低下し、細胞の骨格に関わるタン

パク質である Rho A の活性が減少していることを明らかにし、これらの分子が、がん転移抑制

に関わる可能性が示唆された。また、微小管重合阻害薬 TZT-1027 を投与し、X 線照射を併用

すると、各々単独に投与するより、がん転移に関わる血管新生能を抑制した。 
 
研究成果の概要（英文）：Carbon ion beams suppressed the potential of invasion and migration of tumor 
cell lines more significantly than X-ray. Furthermore, the expression of anillin and the activation of 
RhoA were decreased on these cells. Thus, carbon ion beams irradiation suppressed the invasion and 
migration of cancer cells via decreasing expression of anillin and inactivation of RhoA. The combination 
with an antimicrotubule agent TZT-1027 and X-ray irradiation showed synergistic effects of 
anti-angiogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 照射野をより縮小するための安全域設定

について、生物的根拠は乏しく経験則に基
づいている状況であった。我々は、特に照
射野辺縁部で想定される亜致死線量照射
により、がんの浸潤・転移能と血管新生能
が亢進する危険性を、細胞機能，タンパク
発現量の変動で証明してきた。 

放射線治療は 3 次元放射線治療（3D- 
CRT）、強度変調放射線治療（IMRT）や定
位放射線治療（SRT）等により、腫瘍に限
局した高線量の治療が可能となり、物理分
野において体内標的体積（ITV）を縮小し、
臨床的腫瘍体積（CTV）に近接した照射野
設定を目指す研究が行われている。しかし、  



２．研究の目的 
浸潤・転移・血管新生能のメカニズムを

遺伝子、タンパクレベルで解明し、より臨
床に近似させた条件での照射野の設定の
ための新たな生物学的指標を定量的に提
供することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（1）照射野辺縁モデル細胞の機能評価 

ヒト線維肉腫細胞株（HT-1080）を用い
た。4MV X 線（0.25、0.5、2Gy）を照射し、
浸潤能を Matrigel invasion assay、遊走能を
Boyden chamber assay により評価した。さ
らに、Matrix Metalloprotease -2、-9（MMP-2、
-9）のタンパク発現量を Gelatin zymography
により評価した。 

 
（2）種々のがん細胞の細胞機能および転移

関連遺伝子・タンパク発現量分析 
①肺腺癌における転移関連分子に対する放

射線照射の影響：ヒト肺腺がん細胞株
（A549）を用いた。X 線（0.5、2、10Gy）、
炭素イオン線（0.25、1、5Gy）照射 24 時
間後の anillin の mRNA 量を RT-PCR によ
り評価し、細胞内局在を蛍光免疫染色で
観察した。PI3K/Akt 経路の活性について
放射線照射後の変化を Westrn blotting で
評価した。 

 
②神経膠芽腫における低酸素誘導性浸潤能

に対する放射線の影響：ヒト神経膠芽腫
細胞株（T98G、A172）を用いた。正常酸
素濃度下、低酸素濃度下の各細胞におい
て、X 線（0.5、2、8 Gy）、炭素イオン線
（0.25、1、4Gy）照射 24 時間後に Matrigel 
invasion assay、Boyden chamber assay を行
った。活性型 RhoA のタンパク発現量に
ついては Rho pull down assay により評価
した。C3を用いてRhoシグナルを阻害し、
浸潤・遊走能を評価した。 
 

③膵癌細胞の転移能および活性型 RhoA に
対する放射線の影響：ヒト膵癌細胞株
（AsPC-1）を用いた。実験に使用する線
量を、X 線（2、4、6、8、10Gy）、炭素イ
オン線（1、2、3、4、5Gy）照射直後に
Colony formation assay を行い、細胞生存率
を評価した。X 線（0.5、2、8 Gy）、炭素
イオン線（0.2、0.8、3.2Gy）照射 24 時間
後に Boyden chamber assay、Rho pull down 
assay を行った。 

 
④乳癌細胞の転移能および integrin-linked 

kinase（ILK）発現に対する放射線の影響：
ヒト乳がん細胞株（MDA- MB-231）を用
いた。X 線（2、8Gy）を照射し、Colony 
formation assay を行った。亜致死線量 X 線

（2Gy）照射 24 時間後に Matrigel invasion 
assay、Boyden chamber assay を行った。X
線（2、8Gy）照射 24 時間後に ILK のタ
ンパク発現量および、Akt のリン酸化を
Western blotting により評価した。 

 
⑤血管新生に対する放射線の影響：血管内
皮細胞の性質を持つヒト膀胱癌由来の細
胞株（ECV304）を用いた。X 線（0.5、2、
8Gy）、炭素イオン線（0.25、1、4Gy）照
射 24 時間後に、運動能を Wound assay、接
着能を Cell adhesion assay、管腔形成能を
Matrigel tube formation assay により評価し
た。integrin 発現量を Flow Cytometry によ
り評価した。 

 
（3）血管新生抑制剤 TZT-1027 との併用効果 

ECV304 を用いた。投与する TZT-1027
の最適濃度を決定するため、増殖能・細胞
毒性を WST assay により評価した。薬剤投
与 12 時間後、X 線（2、4Gy）、炭素イオン
線（1、2Gy）を照射した。照射 24 時間後
に Matrigel invasion assay、Boyden chamber 
assay、Matrigel tube formation assay を行っ
た。照射 12 時間後に薬剤を投与し、同様
の実験を行った。 

マウスの右足大腿部皮下にマウス骨肉
腫細胞株（LM8）を接種し、7 日後に X 線
（20Gy）、炭素イオン線（10Gy）を照射し
た。TZT-1027 を照射直前または直後に尾静
脈注射（1 mg/kg）を行った。腫瘍体積を測
定し、照射 3 週間後にホルマリン固定標本
後、肺転移結節数により転移能を評価した。 

 
４．研究成果 
（1）照射野辺縁モデル細胞の機能評価 

0.5、2Gy 照射により浸潤能は有意に亢進
した（Fig. 1a）。また、遊走能も有意に亢進
した（data not shown）。0.5、2Gy 照射によ
り MMP-9 の発現量が増加した（Fig. 1b）。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Fig. 1a HT-1080 の浸潤能 

 
 
 
 
Fig. 1b HT-1080 の MMP-9 の発現量 
 



 （2）種々のがん細胞の細胞機能および転移
関連遺伝子・タンパク発現量分析 

①肺腺癌における転移関連分子に対する放 
射線照射の影響：anillinのmRNA発現は、
炭素イオン線照射後のみ抑制する結果を
得た（data not shown）。anillin のタンパク
発現は、X 線 10Gy、炭素イオン線 5Gy 照
射後に抑制された（Fig. 2a）。anillin の細
胞内局在は X 線では活性化を示す核への
集積が 2Gy 照射まで認められ、炭素イオ
ン線では不活化を示す細胞質への拡散が
0.25Gy 照射において認められた（Fig. 2b）。    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Akt のリン酸化は、炭素イオン線照射 4
時間後から 24 時間後にかけて、いずれの
線量においても抑制された。一方 X 線に
おいて、0.5Gy 照射 30 分後にリン酸化が
亢進し、24 時間後まで高発現が持続した。
10Gy 照射 24 時間後にやや抑制された。
炭素イオン線、X線照射後ともに、total Akt
の発現量に変化はなかった（Fig. 2c、2d）。 

 
 

Fig. 2d A549 のリン酸化 Akt の発現量 
の経時的変化 

 
②神経膠芽腫における低酸素誘導性浸潤能

に対する放射線の影響：低酸素濃度下で
浸潤能は亢進した。低酸素濃度下での亢
進に対し，炭素イオン線は抑制効果を示
した（Fig. 2e）。遊走能も同様の傾向を示
した（data not shown）。X 線 0.5Gy 照射に
より活性化型 RhoA の発現が増加した。
炭素イオン線 1、4Gy 照射により減少した
（Fig. 2f）。RhoA 活性化の阻害により浸潤
能、遊走能が抑制された（data not shown）。 

 
 
 
 
 

 
 
Fig. 2a A549 の anillin の発現量  

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2b A549 の anillin の細胞内局在 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2c A549 のリン酸化 Akt の発現量 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

Fig. 2e T98G、A172 の浸潤能 
 

 
 
 
 
 
 

Fig. 2f T98G の活性化型 RhoA の発現量 
 
③膵癌細胞の転移能および活性型 RhoA に

対する放射線の影響：得られた生存率曲
線より RBE を 2.5 とし炭素イオン線の線
量を 0.2、0.8、3.2Gy と決定した（data not 
shown）。X 線 0.5Gy照射で遊走能の亢進、
2Gy 照射で抑制が見られたが、いずれも
有意な変化でなかった。一方、8Gy 照射
で有意に抑制され、炭素イオン線照射で
は線量依存的に抑制された（Fig. 2g）。X
線 0.5、2Gy 照射で活性化型 RhoA の発現



量増加が見られた。一方、8Gy 照射で発
現量は低下した。炭素イオン線照射では
線量依存的に発現量が低下した（Fig. 2h）。 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2g AsPC-1 の遊走能 
 
 
 

Fig. 2h AsPC-1 の活性化型 RhoA の発現量 
 
④乳癌細胞の転移能および integrin-linked 

kinase（ILK）発現に対する放射線の影
響：2Gy 照射で 81.8%生存し、2Gy を亜
致死線量と決定した（data not shown）。亜
致死線量照射において、浸潤能に変化は
みられなかったが（data not shown）、遊走
能は有意に抑制した（Fig. 2i）。2Gy 照射
において ILK 発現量および Akt のリン酸
化が増加し、8Gy 照射において低下した
（Fig. 2j、2k）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2i MDA- MB-231 の遊走能 
 
 
 
 
 

Fig. 2j MDA- MB-231 の ILK の発現量 
 

 
 
 
 
 

Fig. 2k MDA- MB-231 のリン酸化 Akt 
の発現量 

 
⑤血管新生に対する放射線の影響：X 線照
射では 8Gy照射で運動能の抑制が見られ、
炭素イオン線照射では線量依存的に抑制
された（Fig. 2l）。接着能は、X 線・炭素
イオン線照射において線量依存的に亢進
した（Fig. 2m）。管腔形成能は、X 線照射

では 8Gy 照射で、炭素イオン線照射では 1、
4Gy 照射で有意な抑制がみられた（Fig.  
2n）。X 線照射 24 時間後の integrinα6 の
mRNA 発現量が線量依存的に増加した
（data not shown）。X 線では 8Gy 照射、炭
素イオン線では 4Gy 照射でα6 のタンパ
ク発現量が増加した（Fig .2o）。ヘテロダ
イマーを形成するβ1 についても同様の
結果を示した（data not shown）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2l ECV304 の運動能 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2m ECV304 の接着能 
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Fig. 2n ECV304 の管腔形成能 
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Fig. 2o ECV304 のインテグリンα6 
の発現量 

 
（3）血管新生抑制剤 TZT-1027 との併用効果 

in vitro において、TZT-1027 非投与群と
比較して、薬剤 0.1 ng/mL 投与では、増殖
能に有意差はなかったが、薬剤 0.2 ng/mL
投与では、有意に抑制された。よって、投
与する TZT-1027 の濃度は 0.1、0.2 ng/mL
と決定した（data not shown）。浸潤能と遊
走能は、0.2 ng/mL 投与群において、共に



有意に抑制され、さらに X 線の併用により、
線量依存的に抑制された。一方、0.1 ng/mL
投与では、共に有意な抑制がみられなかっ
たが、X 線を併用すると有意に抑制され、
管腔形成能も有意に抑制された。しかし、
照射後に薬剤を投与しても相乗効果は得
られなかった。炭素イオン線を用いた実験
は、0.1 ng/mL を TZT-1027 投与群として検
討し、X 線と同様の結果を得た。また、薬
剤を照射後に投与しても有意な抑制が得
られた（Fig. 3a）。 
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Fig. 3a ECV304 の管腔形成能 
 

in vivo において、腫瘍体積の増殖は X 線
単独照射群で有意に抑制され、併用により、
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数においても併用により有意に減少した。
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