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研究成果の概要（和文）： 
 放射線治療は癌の非侵襲的治療法の一つとして非常に重要で有効な治療方法の一つである。
近年の著しい放射線治療技術の進歩は治療成績を大きく向上させた。しかし、これらの技術進
歩にも関わらず、放射線治療後に発生する再増殖腫瘍細胞の制御は困難である。再増殖腫瘍細
胞は、照射前の腫瘍と比較して悪性度が高く、患者の生命予後を悪化させる。残念ながら、腫
瘍の再増殖を引き起こす分子メカニズムは未だに解明されておらず、我々のグループが僅かに
報告しているのみである。我々は、再増殖腫瘍細胞の性質を分子レベルで理解し、制御するこ
とが放射線治療による寛解率を改善する上で重要な要素であると考える。本研究では、放射線
照射を生き残る腫瘍細胞 IR 株内でニューロピリン１が果たす役割について解析した。ニュー
ロピリン 1 は主に血管新生と細胞運動に関わる分子として知られており、本研究でもその両者
への関与の可能性について検討した。IR 株ではニューロピリン 1 遺伝子の発現量が親株と比較
して高かったが、タンパク質レベルでの発現量に差はみられなかった。また、正常ヒト臍帯静
脈血管内皮細胞（HUVECs）を用いた脈管形成能も親株、IR 株とも同程度であった。血管内
皮細胞増殖因子(VEGF)の細胞外分泌量にも有意差は認められなかった。一方、ニューロピリ
ン 1 分子の細胞内局在の違いを免疫染色によって確認した。親株、IR 株ともに vesicle 様の構
造物が観察されたが、その量は IR 株では減少していた。vesicle 様の局在と EEA1 の局在は一
致しなかった。また、ニューロピリン 1 とα5β1 インテグリンとの結合は親株、IR 株ともみ
られなかったが、αvβ3 インテグリンについては親株、IR 株とも相互作用が観察された。し
かしながら、親株と IR 株の間でニューロピリン１とαvβ3 インテグリンの結合能に差はみら
れなかった。ニューロピン 1 は IR 株において、血管新生への関与は認められなかったが、イ
ンテグリンを介して細胞内局在の変化に関与し、IR 株における運動能亢進になんらかの役割を
果たしている可能性が考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Radiotherapy is an important noninvasive treatment for many types of cancer.  
Recently, remarkable progress of technology of radiotherapy leads to an improvement of 
local control rate. However, the emergence of tolerant cells during or after radiotherapy 
remains problematic. The patients who relapsed by repopulated tumor have worse 
prognoses because of more malignant character of repopulated tumor compared with that 
of before irradiation. Unfortunately, the molecular mechanisms of cause for tumor 
repopulation remain unknown. To elucidate the molecular profile of repopulated tumor, 
present study analyzed the cellular properties of surviving tumor after X-ray irradiation by 
using IR cells which is the model cell line of repopulated tumor. In the present study, we 
analyzed the role of Neuropilin 1 (NRP1) in radiation surviving cells (IR cells). NRP1 is a 
well known as an angiogenesis and cell motility related molecule. Although the mRNA 
expression levels of NRP1 were up-regulated in IR cells compared with parental cells, the 
protein expression of NRP1 was the same level between parental cells and IR cells. To 
analyze the activity of angiogenesis in IR cells, we performed tube formation assay and 
Plasma Clot assay by using human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). However, IR 
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cells indicated the same levels of anginogenic activity compared to that of parental cells. 
The secretion level of vascular endothelial growth factor (VEGF) was also the same level 
between parental cells and IR cells using ELISA. On the other hand, the NRP1 localization 
in the cells was different between those two cell lines. Though NRP1 was observed as a 
vesicle-like constructs in both cell lines, the amount of vesicles was 1.5-fold decreased in IR 
cells. These vesicles were not co-localized with EEA1, an early endosome-associated protein. 
The association of NRP1 with integrin 5 1 was not observed in both cells, whereas the 
interaction of integrin V 3 and NRP1 was detected by immunoprecipitation assay. 
Though these interactions were the same levels between two cells, integrin may associates 
with the control of NRP1 localization. Further studies will be necessary to clarify the 
function of up-regulated-NRP1 in IR cells, interaction between integrin and NRP1 may 
lead to control behavior of up-regulation of cell motility in IR cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 放射線治療は癌の非侵襲的治療法の一つ
として非常に重要な治療方法の一つである。
IMRT（強度変調放射線治療）や高精度３次
元放射線治療に代表される近年の著しい放
射線治療技術の進歩は、標的腫瘍への照射精
度の向上を導き、これにより、より多くの線
量を標的腫瘍へ照射することが可能となっ
た。しかし、これらの技術進歩にも関わらず、
放射線治療後に発生する再増殖腫瘍細胞の
制御は困難である。再増殖腫瘍細胞は、照射
前の腫瘍と比較して悪性度が高く、患者の生
命予後を悪化させる。残念ながら、腫瘍の再
増殖を引き起こす分子メカニズムは未だに
解明されていない。申請者は、再増殖腫瘍の
性質を分子レベルで理解し、制御することが
放射線治療による寛解率を改善する上で重
要な要素であると考え研究を行っている。 
 腫瘍の放射線感受性に関する研究の多く
は、放射線照射後早期の細胞応答、若しくは
シグナル伝達に関するものであった。それに
対して、我々は、放射線照射後に分裂、増殖
能を有した再増殖腫瘍細胞のモデル細胞群
を利用して研究を遂行した。我々はこれまで、
実験室レベルで一連の研究を行うために、再
増殖腫瘍細胞のモデル細胞群 IR 株（以下、
IR株）を樹立し、2つの論文を発表している。

IR 株は、放射線照射前の親株と比較して、細
胞運動能、浸潤能、接着能に優れ、細胞-基質
間接着において重要な役割を演じる FAK、イ
ンテグリン、ビンキュリン、パキシリンの接
着斑における局在が高いことを明らかにし
ている。一方我々は、マイクロアレイによっ
て IR 株の発現遺伝子量を親株と比較し、そ
の中でニューロピリン 1 遺伝子の発現が約
2.4 倍増加していることにも着目した。ニュ
ーロピリン 1 は VEGF（血管内皮細胞増殖因
子）受容体の一つであり、血管新生と深く関
わっている分子であるが、腫瘍細胞における
機能は未知な点が多く、可能性を秘めた分子
である。本研究では、再増殖腫瘍細胞の細胞
特性を新たに血管新生という局面からアプ
ローチするとともに、再増殖腫瘍細胞におけ
るニューロピリン 1 と細胞接着との関連性を
明らかにしようと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

２．研究の目的 
 ニューロピリン 1 は血管新生と細胞運動に
関わる分子である。神経細胞や血管内皮細胞
での役割についてはいくつか報告があるが、
腫瘍細胞における機能は未知数である。IR 株
におけるニューロピリン 1遺伝子発現量は親
株と比較して高く、IR 株における VEGF 発
現量にオートクリン的に作用して、VEGF 分
泌量を増加している可能性が考えられる。ま
た、Valdembri らの報告によると、ニューロ
ピリン 1 は血管内皮細胞において、細胞接着
分子であるインテグリン 5 1 の細胞内輸送
に関わっている（PLoS Biol., 2009）。本研究
では、IR 株におけるニューロピリン 1 の血管
新生への役割と運動能亢進への役割につい
て調査することを目的とした（図 1）。 

 
３．研究の方法 
 ヒト肺非小細胞癌由来 H1299 株及びヒト
乳癌由来細胞株 MCF7 と、それらに 10 Gy
のX線を照射して 14日または 30日後に生き
残った細胞（再増殖腫瘍細胞のモデル細胞
群）IR 株の細胞特性を比較した。作成した両
株の放射線感受性は、コロニー形成法により
比較した。また、本研究の Key 分子であるニ
ューロピリン 1 遺伝子の発現量の変化は
RT-PCR によって比較した。IR 株におけるニ
ューロピリン 1遺伝子の発現量増加と血管新
生との関連を探るために、Plasma Clot 法と
脈管形成能解析法を利用した。両方法とも正
常ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVECs）を
親株または IR 株の濃縮培養液で処理するこ
とにより、その増殖効果(Plasma Clot 法)ま
たは脈管形成(脈管形成能解析法)の様子を
観察した。細胞から分泌される血管内皮細胞
増殖因子(VEGF)の分泌量の比較には、
ELISA 法を利用した。細胞内のニューロピリ
ン 1 の発現量ならびに α5β1インテグリン、
αvβ3インテグリンとの結合は免疫沈降を利
用したウェスタンブロット法によって観察
した。ニューロピリン 1 の細胞内局在の違い
は、免疫染色法により観察した。 
 
 

４．研究成果 
再増殖腫瘍細胞のモデル細胞群 IR 株とその
親株における発現mRNA量を比較した結果、
マイクロアレイ法ではニューロピリン 1 遺伝
子の発現量が IR 株で 2.4 倍増加していた。
これに基づきニューロピリン 1遺伝子の発現
量を定量的 RT-PCR 法によってより詳細に
解析したところ、mRNA レベルが親株と比較
して 1.4 倍高かった。IR 株におけるニューロ
ピリン 1遺伝子発現量の増加が血管新生に関
わっている可能性を考え、親株と IR 株から
細胞外に分泌される VEGF 分泌量を ELISA
法によって比較した結果、H1299、MCF7 と
も親株と IR 株で分泌量に差はみられなかっ
た 。 正 常 ヒ ト 臍 帯 静 脈 血 管 内 皮 細 胞
（HUVECs）を用いた脈管形成能の比較でも、
親株と IR 株の脈管形成能に有意な差はみら
れなかった（図 2）。同様に、Plasma Clot 法
によっても血管新生能の差は見られなかっ
た。一方、RT-PCR 法による遺伝子発現量の
比較では、IR 株では血管新生を阻害する微量
生理活性タンパク質 CXCL14 遺伝子の発現
量が増加していることがわかったが、IR 株に
おける血管新生能の亢進は認められなかっ
た。   

 
 次に、IR 株におけるニューロピリン 1 遺伝
子発現量の増加が細胞接着能の亢進と何ら
かの関係があると考え、インテグリンとの相
互作用を免疫沈降法によって検討した。ニュ
ーロピリン 1 の発現量はタンパクレベルでは
親株と IR 株でほぼ同レベルであり、αvβ3イ
ンテグリンとの結合は親株、IR 株とも観察さ
れた。しかし、親株と IR 株の間で結合能の
差はみられなかった。また、α5β1インテグリ
ンとの結合は親株、IR 株ともみられなかった。 
 一方、細胞内におけるニューロピリン 1 の
細胞内局在を免疫染色法によって検討した
結果、H1299 において vesicle 様の局在が多
数観察され、その量は親株と比較して IR 株
では僅か 2/3 程度だった（図 3）。また、この
vesicle 様の局在と早期エンドソームのマー
カーである EEA1 との共局在は認められな
かった。今後は、この vesicle がニューロピ
ン 1 単独で存在するのか、あるいはインテグ
リンやその他のタンパク質とともに存在す
るのか、その構成単位を明らかにしたい。 

図 2 HUVECs を利用した脈管形成能の比較 

図 1 放射線照射を生き残った腫瘍細胞における
ニューロピリン 1 の役割に関する仮説 



 

 

 また、インテグリンについては α鎖と β鎖
の組合せが多数存在し、ニューロピリンとの
結合の報告もあることから、今後も各種イン
テグリンファミリーとの結合を検討する必
要がある。 
 本研究課題により、放射線照射を生き残っ
た腫瘍細胞において、ニューロピリン 1 の細
胞内局在が変化している可能性が示唆され
た。この局在の変化と細胞接着能、運動能と
の関連性を明らかにすることが今後の検討
課題である。 
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図 3 ニューロピリン 1 の細胞内局在 


