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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究では高転移性がんの生存率及び転移能に対する炭素線と光子線の効果を細胞及び動
物実験にて調べた。その結果、炭素線は細胞致死だけでなく遊走、浸潤、接着など転移に関わ
る因子の抑制効果についても光子線より優れている事が明らかとなった。また、動物実験にお
いても、炭素線は光子線よりも顕著に肺転移数を抑制し、その効果は腫瘍内細胞致死における
等効果線量で比べた場合でも顕著であった。炭素線などの高 LET 放射線はγ線や X線などの光
子線に比べ有意に転移を抑制する可能性が示唆された。	 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 In this study, the effects of the carbon-ion beam (C-ions) and photon beam to the 
cytotoxic affects and metastasis abilities of highly metastatic cancer were investigated 
using cell and animal experiments. C-ions showed superior effects to not only cell 
death but also inhibition of cell migration, invasion and adhesion abilities concerned 
with metastasis than photons. Additionally, the C-ions significantly suppressed the 
number of lung metastasis compared with photons in animal experiment, and the 
effect was remarkable even when compared with biological iso-effective dose on tumor 
cell survival. It was suggested that high-LET radiation, such as C-ions, would suppress 
the metastasis significantly compared with photon beams, such as a gamma ray and 
X-rays. 
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死亡原因の第 1 位となっており，2005 年に
は 30 万人以上が癌で死亡している。癌の治
療法として，従来は外科的治療が第 1選択で
あったが，放射線治療に関わる様々な技術の
目覚しい進歩により，現在日本でも癌患者の
3人に 1人が放射線治療の恩恵に与っている。
近年，癌の診断技術や三次元治療計画装置，
外部放射線治療機器の高性能化により，放射
線を病変の形状に正確に一致させて照射す
る定位放射線治療や優れた深部線量分布を
有する重粒子線治療などが行われている。こ
れにより，外部照射で限りなく腫瘍部分に放
射線量を集中させることが可能となり，癌の
局所制御は飛躍的に向上してきている。一方
で，癌死亡者数の約 3分の 2に転移や再発が
関与していることから，線量集中と線量増加
により局所制御率の向上が得られても，治療
成績全体の向上には単純には結びつかない
ことが想像できる。 
放射線治療の転移に対する影響は古くから
着目されており，X線やγ線により転移が促
進される結果を示した臨床報告や基礎研究
が多々見られるものの，結論には未だ達して
いない。一方で，重粒子線に関する報告は極
めて少なく，重粒子線の転移に対する影響を
語る材料は充分ではない。本研究では，癌の
転移数及び転移能と重粒子線の線量及び
LETとの相関関係を明らかにし，重粒子線治
療後の転移を抑制し生存率向上を目指した
戦略遂行に役立つ基礎データの取得を目的
とする。 
	 放医研では重粒子線治療施設（以下，
HIMAC）を用いた炭素線治療の臨床試行が
1994年から始まり，2008年 3月までに 3800
症例以上の治療を行っている。優れた線量分
布（物理学的利点）と強い生物効果（生物学
的利点）により，従来の光子線治療に難治性
を示す様々な癌に対して炭素線治療の優れ
た効果が確認されてきている。しかし，悪性
黒色腫や膵臓癌，悪性神経膠腫など，癌の種
類によっては治療後の遠隔転移が問題とな
り生存率の低下を招いている 4)。中でも頭頸
部悪性黒色腫は，炭素線で優れた 3年局所制
御率（80-90％）が得られる反面，遠隔転移
による 5年生存率の低下（50％程度）が見ら
れる代表的な疾患と言える 4)。このような癌
に対する重粒子線の治療成績を向上させる
には，転移に対する重粒子線の効果を明確に
し，それに加え転移を抑制する薬剤との併用
療法などの確立が急務である。数少ない重粒
子線の転移に対する効果を調べた研究では，

重粒子線照射後の骨肉腫細胞や膠芽腫細胞
の転移能は，X線照射後のそれより抑制され
るなど炭素線の有効性を報告している。しか
し，生存率，浸潤能，接着能の評価は完全な
in vitro 環境下での培養細胞を用いており，
動物移植モデルを用いて腫瘍内環境を反映
した細胞での解析が必要である。動物実験に
おいては人工肺転移モデルでの評価のみが
報告されており 6)，自然肺転移モデルを用い
てすべての形成過程を包括した転移に対す
る重粒子線の効果を評価することが必須の
課題である。さらに，転移と照射線量及び
LET との相関を明らかにすることができれ
ば，重粒子線の更なる有用性を示すことがで
き，転移が多発する癌に対する新しい重粒子
線治療法（イオン種の使い分けなど）の提案
が可能となると考える。このような背景を踏
まえ，重粒子線の転移に対する効果の解明の
ための以下の戦略を提案する。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，高転移性がん細胞に対して炭
素線を照射した場合の細胞致死効果と転移
抑制効果の線量依存性及び LET 依存性を細
胞及び動物実験の両面にて評価し、基準放射
線である X線との比較を行い、転移抑制の点
での高 LET 放射線の有用性を提唱する事を
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１) 実験材料 
	 実験には高転移性を有するマウス悪性黒
色腫由来細胞 B16/BL6 を用いた。移植実験
では 7-8週齢の C3H/Heマウス（メス）を用
いた。 
(２) 放射線照射 
	 細胞及び移植腫瘍への炭素線照射は、それ
ぞれ LET=13, 50, 75 keV/µmに相当する異
なる 3つの深さで行った。生物効果の評価に
必要な基準放射線として低 LET 放射線を用
い、細胞実験では X線、動物実験ではγ線を
用いた。 
	  
(３) in vitro環境下での細胞生存率 
	 細胞生存率はコロニー形成法により求め
た。50 個以上の細胞からなるコロニーを 1
つの生存細胞由来として生存率を求め、生存
率曲線を取得した。曲線のフッティングには
Linear-Quadratic modelの式を用いた 
 
(４) 遊走能、浸潤能及び接着能の測定 



	 転移能の指標となる遊走能、浸潤能、接着
能は、それぞれ Boyden chamber assay、
Matrigel invasion assay、 Cell adhesion 
assay を用いて求めた。照射後の細胞をそれ
ぞれのアッセイ系で処置し、遊走は 6 時間、
浸潤は 24 時間、接着は 2 時間のインキュベ
ートを行った（図 1）。 

 
(５) in vivo環境下（腫瘍環境下）での細胞

生存率 
	 B16/BL6 細胞を C3H/He マウスの右下肢
に 1x106/10µl/マウスの濃度で移植し、腫瘍が
7.5±0.5 mm径に成育した時点で照射を行っ
た。照射後腫瘍を外科的に取り出し、外科ば
さみにより細かくした後トリプシン処理で
単細胞化した。その後は方法（３）に示す通
常のコロニー形成法を行い、腫瘍内細胞生存
率を求めた（図２）。 

 
(６) 原発巣から形成された肺転移数の評価 
	 照射までのプロトコルは方法（5）に準ず
る。悪性度の高い B16/BL6 腫瘍によるマウ
ス個体の死亡を回避するため、照射後 3日の
時点で外科的に原発巣を摘出した。移植後 35
日（5 週間）の時点でマウスを屠殺し、肺を
摘出してブアン液にて固定・染色を行った。
倒立顕微鏡下で肺に形成された転移結節数
を計数した（図 3）。 
	 
４．研究成果	 
(１) in	 vitro 環境下での細胞致死に対する

炭素線の効果	 
	 照射後の細胞生存率を求めた結果、炭素線

の優れた細胞致死効果が確認された（図 4）。
また、生物学的等効果線量である D10（10％生
存率線量）から炭素線の生物学的効果比（以
下、RBE）を求めた結果、13,50,75	 keV/µm に
対してそれぞれ1.3,	 2.0及び2.5であった。	 
	 
(２) 遊走能、浸潤能、接着能に対する炭素線

の効果	 
	 X 線照射後、0.5-1.0	 Gy の低線量域におい

て遊走能及び浸潤能が一過性に亢進される
可能性が示唆された（図 5a,b）。その線量域
を超えると遊走能、浸潤能、接着能共に線量
依存的に抑制された（図 5）。	 
	 一方、炭素線照射後が細胞の遊走能、浸潤
能、接着能が低線量域も含めて線量依存的に
抑制され、その効果は LET が高くなるにつれ
より顕著であることが明らかとなった（図 5）。	 
	 生物学的等効果線量から細胞致死も含め
た各 end	 point での炭素線の RBE を求めた結
果、炭素線の効果は細胞致死よりも転移抑制
でより顕著であることが明らかとなった（図
5d）	 
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図 5a	 照射後の遊走能

の変化 
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図 4.	 照射後の細胞生存率 

図１	 転移能実験プロトコル 
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図 3	 自然肺転移実験モデルプロトコル 
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図 2	 in vivo-in vitro実験プロトコル 



	 
(３) in	 vivo（腫瘍）環境下での腫瘍内細胞

致死に対する炭素線の効果	 
	 腫瘍環境において照射を行った場合にお
いても、in	 vitro 条件下と同様にγ線に比べ
炭素線が優れた細胞致死効果を示した（図 6）。
炭素線の RBE を求めた結果、14,	 50,	 75	 
keV/µm においてそれぞれ 1.2,	 1.8,	 2.6 であ
った。	 

	 
(４) 原発巣照射後の肺転移数の変化	 
	 原発巣に対して炭素線及びγ線照射後の
肺転移数を調べた結果、線量依存的に肺転移
数が抑制され、その効果はγ線に比べ炭素線
照射群でより顕著だった（図 7）。また、この
その抑制効果は LET が大きくなるにつれより
強い物であった。	 
	 さらに、in	 vivo-in	 vitro アッセイから得
られた腫瘍内細胞生存率から、同じ生存率レ
ベルで肺転移数を比較した場合においても、
炭素線はより顕著に転移を抑えることが明
らかとなった（図 8）。	 
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図5b	 照射後の浸潤能の変化 
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図 8	 腫瘍内細胞生存率と	 
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図 6	 腫瘍内細胞生存率	 
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