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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は“癌細胞の細胞接着機構に起因する放射線抵抗性因子

を明らかにし、その分子やシグナル伝達を標的にした放射線感受性増感”を達成することであ

る。今年度は昨年度に引き続き癌細胞の細胞浸潤や転移の制御に関与し、E-cadherinの機能を
負に制御する作用のある接着因子である Dyasdherin と放射線感受性との相関を中心に検討し
て、以下の結果を得ている。 
１）放射線感受性が異なるヒト癌細胞培養細胞を用いて、Dyasdherin の発現と細胞増殖能お
よび放射線感受性を in vitro で検討した。その結果、Dyasdherin の発現が高いと増殖マーカ
ーを指標とした増殖能が高く放射線感受性が低い傾向があること。２）放射線照射による

Dyasdherin 発現の変化を検討すると、その局在には変化はないものの照射後に一時的にその
発現が増強すること。３）この発現の変化に伴って、EGFRとそのシグナルの活性化が呼応し
て活性化すること、を確認している。 
これらの結果は、癌細胞の放射線応答に細胞接着因子が関わっている可能性を示唆するもので、

その機序と関与するシグナル伝達経路を明らかにするため、現在研究をさらに継続していると

ころである。特に、平行して検討を行っている細胞増殖因子受容体と癌細胞の放射線応答との

関係に注目している。EGFRおよび HER2の活性化とその局在の変化（細胞表面から核へ）が
放射線照射で誘導されるが、その活性化を阻害すると局在の変化も修飾される。その結果、照

射による DNA 損傷修復過程を阻害して放射線感受性変化（放射線感受性の増強）に関与する
ことを確認している。これらのシグナル伝達の活性化や細胞死およびその生存に関わるメディ

エーターについて、細胞接着因子に起因するシグナルとのクロストークを中心に検討を行った。

この解析で、主要な働きをしている分子やシグナル伝達が明らかにし、その活性化阻害や発現

抑制で、癌細胞の放射線応答がどのように変化するかを確認して、治療標的としての可能性を

検討し報告する予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A	 purpose	 of	 this	 study	 is	 to	 achieve	 "the	 radiosensitive	 sensibilization	 that	 we	 
determine	 a	 radioresistant	 factor	 due	 to	 the	 cell	 adhesion	 mechanism	 of	 the	 cancer	 
cell,	 and	 targeted	 the	 molecules	 and	 signal	 transduction".	 We	 are	 involved	 in	 the	 
control	 of	 cellular	 infiltration	 and	 the	 metastasis	 of	 the	 cancer	 cell	 secondary	 to	 
last	 year	 and	 examine	 it	 mainly	 on	 Dyasdherin	 which	 is	 an	 adhesion	 factor	 providing	 
it	 controlling	 a	 function	 of	 E-cadherin	 to	 minus	 number	 and	 a	 correlation	 with	 the	 
radiation	 sensitivity	 and	 obtain	 the	 following	 results	 this	 year.	 Using	 the	 human	 
cancer	 cell	 cultured	 cell	 which	 varied	 in	 radiation	 sensitivity,	 we	 examined	 
manifestation	 of	 Dyasdherin	 and	 cellular	 proliferative	 capacity	 and	 radiation	 
sensitivity	 in	 vitro.	 As	 a	 result,	 the	 proliferation	 potency	 that	 assumed	 a	 growth	 
marker	 an	 index	 if	 manifestation	 of	 Dyasdherin	 is	 high	 is	 high,	 and	 radiation	 
sensitivity	 tend	 to	 be	 low.	 The	 manifestation	 enhance	 the	 change	 after	 the	 radiation	 
that	 there	 is	 not	 of	 the	 things	 in	 the	 localization	 temporarily	 when	 we	 examine	 a	 
change	 of	 the	 Dyasdherin	 manifestation	 with	 2)	 irradiation.	 With	 a	 change	 of	 these	 
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3)	 manifestation,	 we	 confirm	 that	 the	 activation	 of	 the	 signal	 acts	 in	 concert	 with	 
EGFR	 and	 is	 activated.	 These	 results	 are	 places	 continuing	 a	 study	 more	 now	 to	 
determine	 the	 mechanism	 and	 associated	 signaling	 pathway	 with	 a	 thing	 suggesting	 the	 
possibility	 that	 a	 cell	 adhesion	 factor	 is	 associated	 with	 the	 radiation	 reply	 of	 
the	 cancer	 cell.	 Particularly,	 we	 pay	 attention	 to	 the	 relations	 with	 the	 radiation	 
reply	 of	 a	 cell	 growth	 factor	 receptor	 and	 the	 cancer	 cell	 which	 we	 are	 parallel	 and	 
examine.	 Activation	 of	 EGFR	 and	 HER2	 and	 the	 localized	 change	 (from	 the	 cell	 surface	 
to	 a	 nucleus)	 are	 induced	 by	 irradiation,	 but	 the	 localized	 change	 is	 adorned	 when	 
we	 inhibit	 the	 activation.	 As	 a	 result,	 we	 confirm	 that	 we	 inhibit	 a	 DNA	 lesion	 
repairing	 process	 by	 the	 radiation	 and	 are	 involved	 in	 a	 radiosensitive	 change	 
(radiosensitive	 augmentation).	 We	 examined	 a	 mediator	 about	 activation	 and	 cell	 death	 
of	 these	 signal	 transduction	 and	 the	 survival	 mainly	 on	 the	 crosstalk	 with	 the	 signal	 
which	 was	 due	 to	 a	 cell	 adhesion	 factor.	 Molecules	 and	 signal	 transduction	 working	 
primary	 by	 this	 analysis	 find	 and	 confirm	 it	 how	 the	 radiation	 reply	 of	 the	 cancer	 
cell	 changes	 by	 the	 activation	 inhibition	 and	 manifestation	 suppression	 and	 we	 
examine	 the	 likelihood	 as	 the	 treatment	 target	 and	 are	 going	 to	 report	 it. 
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１．研究開始当初の背景 
従来から間質の多い腫瘍や細胞同士の接着
が強固な癌、たとえば高分化扁平表皮癌は細
胞同士の接着が弱い低分化扁平上皮癌より
放射線感受性が低い、といったことが分かっ
ている。癌細胞同士の接着や癌細胞周囲の間
質の多寡は病理学的な形態観察でも評価可
能であり、これらの形態情報でも放射線感受
性の善し悪しがある程度推測はできる場合
がある。最近の研究でこの癌細胞同士の接着
や癌細胞周囲の間質の多寡や癌細胞と間質
（細胞外マトリックス）との相互作用が、細
胞接着分子とそのシグナル伝達で精巧に制
御されており、これらが癌の悪性度や転移・
浸潤能の決定に関与していることが解明さ
れつつある。インテグリン、カドヘリンなど
の細胞接着因子がその主要な分子であるが、
その局在や機能はそれぞれの接着因子で異
なる。しかし、その分子ネットワークにはク
ロストークや共通の因子が関与しているこ
とも明らかとなっていきている。インテグリ
ンを介するシグナル伝達の経路は、増殖因子
受容体から伝達されるシグナル伝達経路と

ほぼ重複しており、両者が補完的に働くこと
によって精緻な細胞の増殖・分化の制御が行
われているものと推定されている。細胞外基
質（足場）に接着しなくても生存し増殖でき
る足場非依存性増殖能の獲得は正常細胞と
癌細胞とを区別する重要な指標としても用
いられてきた。正常な付着細胞では増殖因子
やその他の因子の刺激と、インテグリンを介
した細胞外基質への接着による刺激の両方
が揃って初めて増殖シグナルならびに生存
シグナルが伝達され、最終的に増殖が起こる。
それに対して癌細胞では、このシグナル伝達
のいずれかの段階がバイパスされるかまた
は変化するために足場非依存性増殖能が可
能と考えられている。さらにこの足場非依存
性増殖能の獲得が抗癌剤や放射線治療に対
する治療抵抗性の機序の一つである可能性
が明らかにされつつある。これらの背景は
我々がこれまで行ってきた癌細胞の放射線
応答や増殖因子受容体とそのシグナル伝達
の活性化と放射線感受性との相関といった
研究と密接に関連しており、癌細胞の放射線
応答に関わる分子機構のさらなる解明につ



ながる可能性が大きいため本研究は着想さ
れた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、癌細胞の細胞接着に関わる
機構が放射線に対する細胞応答や放射線感
受性の決定にどのように関与しているかを
解明して、放射線治療の効果増強の治療標的
としての意義について検討することである。
我々は、E-カドヘリンとその裏打ち蛋白であ
る α-カテニンが腫瘍の自然転移能に関与す
ることをマウスの移植腫瘍を用いた研究で
報告したが  (Akimoto T et al: Clin Exp 
Metastasis 1999)、細胞接着因子が癌細胞の
放射線応答にも関与していることを明らか
にしている。細胞接着因子の一つである E-
カ ド ヘ リ ン と そ の 不 活 化 に 関 わ る
Dysadherin の発現と放射線治療成績の相関
について頭頸部扁平表皮癌症例を対象に手
術および生検材料を用いた免疫組織学的検
索で検討し、放射線治療の局所効果が
Dysadherin の発現の高い症例で有意に不良
で、また Dysadherin の発現グレードと E-
カドヘリン発現グレードの差が大きい、つま
り相対的に Dysadherin の発現が高い症例
でリンパ節または遠隔再発が有意に高いこ
とを報告した(Muramatsu H, Akimoto T et 
al: Anticancer Res in press)。この結果は、
癌細胞の転移や浸潤能に関与する細胞接着
因子が放射線治療後のリンパ節または遠隔
再発の予測に有用なだけでなく、放射線治療
の局所効果、つまり放射線感受性にも関与し
ている可能性を示唆するものである。放射線
が細胞接着因子の発現に与える影響に関し
て、癌細胞の E-カドヘリンの発現が放射線照
射により増強し、癌細胞の浸潤能を修飾する
ことを我々はすでに報告している（Akimoto 
T et al: Int J Radiat Oncol Biol Phys 1998, 
EbaraT, Akimoto T et al: Int J Radiat 
Oncol Biol Phys 1998）。また、インテグリン
などのシグナル伝達とクロストークする
EGFR などの増殖因子受容体が放射線照射
により自己リン酸化を介して活性化するこ
とから、放射線照射が細胞接着因子および増
殖因子受容体の両者のシグナル伝達の活性
化に影響して、癌細胞の放射線応答や治療感
受性に密接に関与していることは容易に推
測される。これらの結果は細胞接着因子や癌
細胞の接着の状態が癌細胞の放射線応答に
重要な働きをしていることを示すものと考
えている。さらに、治療標的として重要な要
件である癌特異性に関しては、細胞接着因 
子および増殖因子受容体の両者のシグナル
の異常または活性化による足場非依存性増
殖能の獲得そのものが癌の悪性度に関わる
特異的なものであるため、治療標的として有
望であると考えられる。インテグリンについ

ては治療標的として特異抗体や small 
molecule agent が開発され臨床応用され、臨
床的な有効性について解明されつつあるが、
癌治療における役割については今後の研究
が待たれる段階である。 
３．研究の方法 
本研究目的である、“癌細胞の細胞接着機構
に起因する放射線抵抗性因子を明らかにし、
その分子やシグナル伝達を標的にした放射
線感受性増感”を達成するために、平成 21	 
年度は放射線感受性や接着機構が異なる培
養細胞および正常細胞を用いた in	 vitro	 の
研究を中心に行い、平成 22	 年度以降は in	 
vitro の研究の継続・発展に加えて、臨床材
料を用いた発現解析を行い、臨床的な有用性
を検証していく予定である。癌細胞の細胞接
着機構に起因する放射線抵抗性因子を明ら
かにするには、遺伝子や蛋白の発現およびそ
の活性の変化を詳細に検討する必要があり、
培養細胞を用いた in	 vitro	 の定量的な解析
が必要である。また、癌細胞の接着の修飾に
よる放射線感受性への影響を解析するため
には、細胞外マトリックスのコーティングに
より細胞接着を阻害して行う in	 vitro	 の研
究手法は有用である。放射線感受性修飾に関
与する重要な分子候補については、候補分子
に対する siRNA	 導入による特異的な阻害や
遺伝子導入による発現増強による影響につ
いて検証を行い、これらの標的分子の活性が
どのように修飾されるかについても検討す
る予定である。申請研究者単独の研究である
が、これまで取得した研究手技などや設備に
より、予定期間内に研究目的に相応する結果
が得られると考えている。	 
【平成 21	 年度】	 
１．	 放射線感受性が異なる癌細胞株の細胞
接着因子発現をウエスタンブロットや蛍光
抗体法で定量化する。それぞれの癌細胞の放
射線感受性を調べるため、Ｘ線発生装置（現
有）にて異なる線量を照射して、細胞生残曲
線から放射線感受性の違いを定量的に評価
する。細胞生残率はコロニー形成法またはコ
ロニー形成が不適な細胞ではＭＴＴアッセ
イで行う。	 
Ｘ線照射装置は現有の機器を使用し、ウエス
タンブロットや蛍光抗体法の定量化も現有
の解析装置で可能である。	 
２．	 放射線感受性と細胞接着因子の発現と
の相関を検討する。癌細胞の細胞接着に関与
する分子の発現との相関関係を明らかにし、
放射線感受性とどのように相関しているか
を解析して、候補分子を明らかにする。	 
３．	 上記で用いた癌細胞の培養に用いてい
るシャーレの底面をラミニンやコラーゲン	 
IV	 などでコーティングして細胞接着の状態
を変えて、接着の有無で増殖能（足場非依存
的増殖能）および放射線感受性がどのように



変化するかを検討する。放射線による細胞死
の形態（アポトーシスの多寡）についても、
フローサイトメトリーや DNA	 fragmentation	 
assay	 で定量化する。また、スライドチャン
バー培養下で細胞を照射して、経時的に細胞
を固定する。カドへリン、Dysadherin、イン
テグリンなどの細胞接着因子の発現や局在
の変化を蛍光抗体法で検索し、細胞接着の有
無や放射線感受性の違いでどのように発現
や局在が異なるかについて検討する。また、
増殖因子受容体のリン酸化やそのシグナル
伝達の分子の活性化の変化についても、ウエ
スタンブロットなどで評価する。	 
４．研究成果	 
本研究の目的は“癌細胞の細胞接着機構に起
因する放射線抵抗性因子を明らかにし、その
分子やシグナル伝達を標的にした放射線感
受性増感”を達成することである。今年度は
昨年度に引き続き癌細胞の細胞浸潤や転移
の制御に関与し、E-cadherin の機能を負に制
御 す る 作 用 の あ る 接 着 因 子 で あ る
Dyasdherin と放射線感受性との相関を中心
に検討して、以下の結果を得ている。	 
１）放射線感受性が異なるヒト癌細胞培養細
胞を用いて、Dyasdherin の発現と細胞増殖能
および放射線感受性を in	 vitro で検討した。
その結果、Dyasdherin の発現が高いと増殖マ
ーカーを指標とした増殖能が高く放射線感
受性が低い傾向があること。２）放射線照射
による Dyasdherin 発現の変化を検討すると、
その局在には変化はないものの照射後に一
時的にその発現が増強すること。３）この発
現の変化に伴って、EGFR とそのシグナルの活
性化が呼応して活性化すること、を確認して
いる。	 
これらの結果は、癌細胞の放射線応答に細胞
接着因子が関わっている可能性を示唆する
もので、その機序と関与するシグナル伝達経
路を明らかにするため、現在研究をさらに継
続しているところである。特に、平行して検
討を行っている細胞増殖因子受容体と癌細
胞の放射線応答との関係に注目している。
EGFR および HER2 の活性化とその局在の変化
（細胞表面から核へ）が放射線照射で誘導さ
れるが、その活性化を阻害すると局在の変化
も修飾される。その結果、照射による DNA 損
傷修復過程を阻害して放射線感受性変化（放
射線感受性の増強）に関与することを確認し
ている。これらのシグナル伝達の活性化や細
胞死およびその生存に関わるメディエータ
ーについて、細胞接着因子に起因するシグナ
ルとのクロストークを中心に検討を行った。
この解析で、主要な働きをしている分子やシ
グナル伝達が明らかにし、その活性化阻害や
発現抑制で、癌細胞の放射線応答がどのよう
に変化するかを確認して、治療標的としての
可能性を検討し報告する予定である。	 
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