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研究成果の概要（和文）：がんの放射線治療で用いられている３種の放射線（X線、炭素イオン線、陽子線）が、がん
の転移能に与える影響を比較検討した。
X線と陽子線は細胞に低い線量照射されるとがんの転移に重要な役割をもつ遊走能および浸潤能が亢進することが分か
った。一方、炭素イオン線は、細胞遊走能、浸潤能を抑制することが分かった。さらに、X線および陽子線を低線量照
射された細胞は、接着斑の構成に重要なタンパクであるFAK（Focal adhesion kinase）のリン酸化が亢進すること、細
胞骨格の制御に関連するRho familyの活性がX線照射で亢進することを確認した。炭素イオン線では、これらのタンパ
クは抑制された。

研究成果の概要（英文）：The effects of 3 types radiation (X-ray, carbon ion beam and proton beam) on cance
r metastasis were investigated in this study.  As the results, the cell migration and invasion capability 
were increased by low dose X-ray or proton beam irradiation.  On the other hand, carbon ion beam decreased
 these metastatic potentials.  Furthermore, the cells that low dose X-ray or proton beam was irradiated en
hanced the expression of FAK (Focal adhesion kinase) which had important role to form desmosome and X-ray 
enhanced the expression of Rho family proteins which related to regulating cytoskeleton.  In case of carbo
n ion beam, the expressions of these proteins in the cancer cells were suppressed.  This study suggested t
hat carbon ion beam might suppressed cancer metastasis.
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１．研究開始当初の背景 
近年の放射線治療は、コンピュータや物理
技術の進歩により、強度変調放射線治療、定
位放射線治療など、腫瘍に限局した照射野設
定と高線量化が可能となり、良好な局所制御
が得られる様になった。更に、炭素イオン線
や陽子線といった粒子線を用いた放射線治
療により、今まで治療成績が不良であった腫
瘍に対しても、良好な治療成績が得られてい
る。しかし、外科療法と同様に局所療法であ
る為、治療後におけるがんの浸潤や遠隔転移
に関しては未だ明確な指標がない。また、亜
致死線量の光子線照射により転移を促進す
る結果も報告されており、照射野辺縁のよう
な低線量放射線が曝露される環境において
は、放射線照射自体が転移の一因となってい
る可能性も考えられた。以上より、放射線治
療が及ぼすがんの浸潤・転移のメカニズムへ
の影響を解明し、がんの転移を抑制すること
は必須の課題であった。 
 
２．研究の目的 
放射線照射によるがん細胞の転移能の変
化とその機序を解析し、遠隔転移の制御も考
慮した、放射線治療法の確立に貢献すること
を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
(1) 放射線照射後における種々のがん細胞
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 各種がん細胞における放射線照射後の
遊走・浸潤能の比較検討 
肺がん細胞（A549、EBC-1）、乳がん細胞
（MDA-MB-231）、膵がん細胞（AsPC-1、
PANC-1）、血管内皮細胞（HUVEC、ECV304）
に対し X線、陽子線を 0.5、2、10 Gy、炭素
イオン線を 0.5、2、10 GyE照射し、24時間
後、細胞遊走能を boydenchamber assayで、浸
潤能をMatrigel invasion assayにて評価した。 
 
② 放射線照射における膵がん細胞の FAK
および Cdc42の発現変化の検討 
膵がん細胞 AsPC-1に X線、陽子線、炭素
イオン線を 0.5、2、10 GyE照射し、24時間
後western blottingにて total FAKおよび pFAK
の発現変化を、pull down assay にて active 
Cdc42の発現変化を検討した。 
 
③ がん幹細胞と非がん幹細胞の分離およ
び放射線感受性の比較 
膵がん細胞 AsPC-1 および PANC-1 を非接
着培養し、sphere を作成した。次に、幹細胞
マーカーCD44+CD24+細胞とそれ以外の細胞
に分離した。膵がん細胞に放射線を照射し
FACS にて残存するがん幹細胞の割合を比較
検討した。 

 
④ 放射線照射によるがん幹細胞と非がん
幹細胞の遊走能・浸潤能への影響 
膵がん幹細胞および非がん幹細胞に X 線、
炭素イオン線を 0.5、2、10 GyE 照射し、24
時間後遊走能を boydenchamber assayで、浸潤
能をMatrigel invasion assayにて評価した。 
 
(2) 動物実験 
 肺がん細胞 A549に陽子線を 0.5、2、10 Gy
照射後 3日間培養し、対数増殖期に入った細
胞を 1.0×106個、BALB/c nudeマウス 4週齢メ
スの右下腿部に皮下移植し、腫瘍増殖能の評
価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 放射線照射後における種々のがん細胞
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 各種がん細胞における放射線照射後の
遊走・浸潤能の比較検討 
各種がん細胞の放射線照射 24 時間後にお
ける遊走能および浸潤能の結果を以下に示
す（Table 1a, 1b）。 
非照射細胞の遊走細胞数を 1として、各線
量照射 24 時間後の遊走細胞数を相対値で示
した。肺がんおよび血管内皮細胞は、低線量 
X線または陽子線の照射により細胞遊走能が
亢進する結果を得た。基本的に高浸潤性の性
質を有するMDA-MB-231、高転移能を有する
PANC-1 においては、X 線もしくは陽子線照
射が誘発する細胞遊走能亢進は、亢進傾向に
あるものの有意な変化はみられなかった。 
一方、炭素イオン線照射による遊走能の抑制
が低線量照射から生じており、2 GyE照射で
全ての細胞で遊走能の抑制がみられた。 
 
Table 1a: 照射 24時間後の細胞遊走能の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Non-IR: Non Irradiation 

*p < 0.05(v.s. Non-IR) 
 

次に細胞浸潤能に関して、評価方法は遊走
能と同じく、非照射細胞の浸潤細胞数を 1と
し、各線量照射 24 時間後の浸潤細胞数を相



対値で示した。X線低線量照射された肺がん
並びに血管内皮細胞は浸潤能が亢進した。一
方で、細胞遊走能が亢進した陽子線低線量照
射による浸潤能への影響は有意差がみられ
なかった。本結果から、陽子線照射は、細胞
の浸潤に関わる因子に影響がないことが示
唆された。また、炭素イオン線照射された細
胞の浸潤能の抑制は顕著であった。 
 
Table 1b: 照射 24時間後の細胞浸潤能の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
*p < 0.05(v.s. Non-IR) 

 
② 放射線照射における膵がん細胞の FAK
および Cdc42の発現変化の検討 

X線、陽子線の低線量照射により細胞遊走
能が有意に亢進した膵がん細胞 AsPC-1 を用
いて、リン酸化 FAK および Rho family の 1
つであるCdc42の活性を検討した。その結果、
X線 0.5 Gy、陽子線 0.5 Gy照射 24時間後、
リン酸化 FAKの発現量が亢進した。炭素イオ
ン線照射の場合、0.5 GyE から線量依存的に
リン酸化 FAKの発現が抑制された（Fig 1a）。 
 
 
 

 
Fig 1a: 放射線照射 24 時間後のリン酸化
FAKの発現変化 
 
さらに FAK の下流に存在する Rho family
タンパクの 1つである Cdc42の活性型 Cdc42
の発現が X線 0.5 Gy照射で亢進した。一方、
リン酸化 FAK の発現が亢進した陽子線 0.5 
Gy 照射では、活性型 Cdc42 の発現に変化は
みられなかった（Fig 1b）。 
 
 
 

 
Fig 1b: 放射線照射 24時間後の活性型Cdc42
の発現変化 
 
実験結果から、光子線と粒子線では細胞運
動に関わるタンパクへの影響が異なること
が示唆された。 

 
③ がん幹細胞と非がん幹細胞の分離およ
び放射線感受性の比較 
膵がん細胞 AsPC-1 および PANC-1 を用い
て作成された sphereを CD44+CD24+細胞（が
ん幹細胞）とそれ以外の細胞（非がん幹細胞）
に分離した結果、AsPC-1および PANC-1にお
いてそれぞれ 41.6%、16.0%のがん幹細胞様細
胞を分離することができた（Fig 2a）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 2a: FACSを用いたがん幹細胞の分離 

 
次に膵がん細胞に X線を 0.5、2、10 Gyも
しくは炭素イオン線を 0.2、0.8、4Gy照射し、
がん幹細胞マーカー発現細胞（がん幹細胞）
の割合を比較検討したところ、X線に比べ炭
素イオン線で有意に抑制していることが示
された（Fig 2b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 2b: 放射線照射後のがん幹細胞の割合 

 
 この研究の結果、炭素イオン線照射は放射
線抵抗性であるがん幹細胞においても X 線
と比べ、殺細胞効果があることが示された。 
 
④ 放射線照射によるがん幹細胞と非がん
幹細胞の遊走能・浸潤能への影響  
 
細胞分離を行わない全細胞（unsort）、分離
した非がん幹細胞（non-CD44+CD24+）および
がん幹細胞（CD44+CD24+）に X線を照射し、
細胞遊走能を検討した。unsort 条件の細胞は
0.5 Gyの低線量照射により細胞の遊走能が亢
進した。これは、先に示した遊走能の dataと



一致する。しかし、細胞を分離し、がん幹細
胞と非がん幹細胞の遊走を比較すると、非が
ん幹細胞の遊走能は、線量依存的に抑制され、
がん幹細胞の遊走能は変化がみられないか、
亢進傾向にあることが分かった（Fig3a）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig 3a: がん幹細胞、非がん幹細胞の細胞遊
走能に対する X線の影響 
 
 同様の実験を炭素イオン線で行った場合、
unsort 条件の細胞遊走能は、線量依存的に抑
制され、これも先の成果と一致した。さらに、
非がん幹細胞とがん幹細胞の遊走能も、線量
依存的に抑制された（Fig3b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Fig 3b: がん幹細胞、非がん幹細胞の細胞遊
走能に対する炭素イオン線の影響 
 

 次に浸潤能を遊走能と同様の細胞条件
（unsort、non-CD44+CD24+、CD44+CD24+）で
行った結果を以下に示す。 
 X線照射の場合、遊走能の結果同様、非が
ん幹細胞（non-CD44+CD24+）の浸潤能が線量
依存的に抑制された。一方で、幹細胞
（CD44+CD24+）の浸潤能は低線量照射域で
亢進傾向がみられた（Fig 3c）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
Fig 3c: がん幹細胞、非がん幹細胞の細胞浸
潤能に対する X線の影響 
 
 一方、炭素イオン線照射の場合、非がん幹
細胞、がん幹細胞共に線量依存的に浸潤能は
抑制される結果を得た（Fig 3d）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
Fig 3d: がん幹細胞、非がん幹細胞の細胞浸



潤能に対する炭素イオン線の影響 
 
これらの実験結果より、X線低線量照射に
より細胞の遊走能、浸潤能が亢進する一因に
がん幹細胞の割合が影響する可能性が示唆
された。 
 
(2) 動物実験 
 陽子線照射 35日後まで観察した結果、2 Gy
照射された細胞を移植したマウスの腫瘍増
殖能が非照射細胞移植マウス群と比べ、有意
に亢進した。一方、10 Gy照射細胞移植マウ
ス群は腫瘍増殖が顕著に抑制された（Fig4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 4: 陽子線照射の腫瘍増殖に対する影響 
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