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研究成果の概要（和文）：神経系腫瘍幹細胞の放射線抵抗性と分化への重粒子線の影響を解明する目的で，p53野生型
上衣芽腫，変異型膠芽腫をマウスに移植して，炭素線，Ｘ線の照射後，cDNAアレイ解析，免疫組織化学，増殖遅延の検
討を行った．照射後，上衣腫ではp53, Bax, PI3K等に変動を認め，膠芽腫ではNF-kB, IkBa, IAP等の変動が示唆された
．上衣芽腫は大部分の細胞がNestin強陽性，CD44，CD133弱陽性だったが，増殖遅延が顕著となったX線，炭素線8Gy以
上照射後では，Ki-67陽性率の低下，GFAP陽性率の上昇が認められ，さらにCD133陽性率の軽度上昇も示唆された．

研究成果の概要（英文）：The purpose is to investigate the radiobiological effect of heavy ion (CI) beams o
n radioresistance and differentiation of human tumor cells, especially cancer stem cells. Human ependymobl
astoma with wild-type p53 and glioblastoma with mutant-type p53 were transplanted into nude mice and irrad
iated with CI beams or 150-kV X-rays. Tumors were excised for cDNA microarray analysis 6- 48 hours or 6 we
eks after 2-24 Gy irradiation. CD133, CD44, Nestin, p53, PTEN, Ki67, and GFAP expressions were evaluated i
mmunohistochemically. In ependymoblastoma, p53 signaling and apoptosis-related pathways were suggested to 
be involved following irradiation. The tumors showed a significant decrease in growth fraction and a sligh
t increase of the CD133-positive rate after high-dose irradiation. These results suggest that CD133-positi
ve and Ki-67-negative cells may be resistant to both X-rays and CI beams.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究の位置づけ 
①放射線抵抗性に関与する幹細胞：放射線治
療における治療可能比は，腫瘍と周囲正常組
織の放射線感受性によって大きく左右され
るが，放射線抵抗性に影響する因子のひとつ
として幹細胞の存在が注目されている．特に
腫瘍の幹細胞である癌幹細胞（cancer stem 
cells: CSC）については，種々の腫瘍で広く
基礎研究が行われ，日常臨床への応用が期待
されている．放射線や抗癌剤による治療で大
部分の癌細胞が死滅した後でも，残存したわ
ずかな癌幹細胞が増殖して再発に至ると考
えられ，この制御が重要と考えられている． 
②神経膠腫幹細胞の放射線抵抗性：特に難治
性の神経膠腫については，放射線抵抗性が
CD133 陽性の癌幹細胞（glioma stem cells: 
GSC）における DNA 修復の活性化と密接に関
係していることが報告され (Bao S, et al. 
Nature 444:756-60, 2006)，さらにグリアへ
の分化，増殖と幹細胞との関連も示唆されて
いるが（Beier D, et al. Cancer Res 
67:4010-5, 2007），幹細胞についての部分的
な解明のみでは，放射線治療成績向上に実際
に寄与できるかどうかはまだ不明である． 
③正常組織の幹細胞と階層モデル：幹細胞が
自己複製を繰り返して，その一部が分化して
いくという階層モデルが以前から提唱され
ている．正常組織では，精巣，造血細胞，粘
膜等の他，脳でも，側脳室，海馬に神経幹細
胞が存在している．増殖している段階の幹細
胞由来の細胞（その後分化していく）はむし
ろ感受性が高く，アポトーシスが誘発されや
すいが，本来の幹細胞は相対的にやや抵抗性
である．例えば精原細胞の大部分は数 Gy で
高率にアポトーシスに陥るが(Hasegawa M, 
et al. Radiat Res 147:457-467, 1997)，相
対的にやや抵抗性の幹細胞が生残する． 
④本研究の代表者等の関連分野での研究： 
本研究以前に，1) p53依存性，p53非依存性
アポトーシスの解明，2) p53遺伝子型の異な
るヒトおよびマウス腫瘍系の樹立，3) 高LET
放射線（重イオン線，重イオンマイクロビー
ム等）の放射線生物学的研究等を行い，放射
線抵抗性腫瘍，放射線感受性の腫瘍，正常組
織において，アポトーシス誘発を指標とした
生物効果比RBEは，放射線抵抗性腫瘍では3-5
と大きく，感受性腫瘍では3-4，感受性正常
組織では1-2程度と相対的に小さいことを報
告して，炭素イオン線が治療可能比の点から
放射線抵抗性腫瘍に有用なことを示唆して
きた． 

 
２．研究の目的 
(1) 腫瘍内の放射線感受性の不均一性と幹
細胞の関係の解析：非照射時の幹細胞と非幹
細胞の相違について，分化，増殖能，細胞周
期，低酸素等の放射線感受性に影響する因子
との関係を明らかにする．幹細胞と種々の分
化傾向を示す細胞では放射線感受性が異な
る可能性が高く，本研究の上衣芽腫では，未
熟な細胞が上衣細胞ロゼットへの分化を示
す細胞ではアポトーシスが高率であるが，グ
リアへの分化を示す細胞では低率になるの
で，非照射時の上衣芽腫，膠芽腫等における
形態学的特徴とGlial fibrillary acidic 
ptotein (GFAP)等の蛋白発現からみた分化，
感受性とCD133等を発現している幹細胞の分
布との相関を明らかにする． 
(2) Ｘ線照射後の細胞死と残存腫瘍細胞に
おける幹細胞の割合と特徴の解明：異なる線
量のＸ線を照射して増殖遅延を検索し，再増
大が可能な限界の線量を求め，この近辺の線
量を照射後の組織におけるCD133, CD44等を
発現する細胞の割合と分布，照射線量による
変化，遺伝子発現の網羅的解析，特にPTEN， 
Nestin発現の状態を明らかにする． 
(3) 放射線抵抗性幹細胞に対する重粒子線
の効果の解明：Ｘ線でのデータを解析後，放
射線抵抗性幹細胞に対する炭素イオン線の
効果を同様に検討して生物効果比を算出し，
その有効性を明らかにする．さらにその相違
に関与する遺伝子発現を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
p53 野生型の上衣芽腫，p53 変異型の膠芽

腫(GB)をヌードマウス皮下に移植して，炭素
イオン線（290MeV/u，6 cm-SOBP， NIRS），
Ｘ線（150kV: 20mA），1Gy, 2Gy, 4Gy, 8Gy, 16Gy, 
24Gy の１回照射後をおこない，６，24，48
時間，６週間後に腫瘍を摘出して，（１）RNA
安定液に浸透後，RNA を抽出して，cDNA アレ
イ解析，階層型クラスタリング，Gene 
Ontology 解析，Pathway 解析，（２）他の組
織でホルマリン固定，パラフィン包埋切片を
作成して，CD133, CD44, Nestin, PTEN, p53, 
Ki-67, GFAP 等の免疫組織化学と TUNEL染色，
H.E.染色（CSC，アポトーシス誘発，増殖分
画，グリアへの分化の検索），さらに（３）
照射後の増殖遅延，再増大の有無検討目的で
の腫瘍径計測を行った． 
 
４．研究成果 
(1) cDNA アレイ解析等：p53 野生型腫瘍では，



p53, Bax, Fas, TRAIL, PI3K 等に変動を認め
たが（図１），p53 変異型腫瘍ではこれらに有
意な変化を認めず，p53R2, p70S6K, TRAIL-R, 
NF-kB, IkBa, IAP, STAT, HSP, VEGF 等アポ
トーシス抑制，他に関与する経路等の変動を
認めた． 
(2) CD133,CD44, Nestin 等の免疫組織化学
（図 2-5, 6）：p53 野生型の上衣芽腫では，
大部分の細胞が，Nestin 強陽性，CD44 弱陽
性で，照射前後で有意な変化を認めなかった
が，CD133 は一部の細胞が弱陽性で，照射後
に陽性率の軽度上昇が示唆された．Ki-67 
labeling index (LI)照射後に低下したが，
再増大の有無によって大きく異なった．p53
変異型の膠芽腫では，大部分の細胞が CD44
強陽性，多くの細胞が Nestin 陽性で，照射
前後で有意な変化を認めなかったが，CD133
は一部の細胞が弱陽性で，照射後に陽性率の
軽度上昇が示唆された． 
(3) p53 野生型の上衣芽腫では，X線照射後
および炭素イオン線のいずれでも１～4Gy 照
射後のマウスでは再増大を認めたが，8G以上
照射後のマウスでは増殖遅延が目立ち，一部
のマウスでは６週後まで再増大を認めなか
った．これらの腫瘍組織学所見では線維性結
合織が主体で，その中に腫瘍細胞の小胞巣が
散見された．腫瘍細胞は類円形であるが，対
照群に比してやや大きく，核分裂像が乏しく
て，Ki-67 LI も著しく低下していた（図 3-5, 
6）が，CD133，CD44，Nestin，GFAP は多くの
細胞が陽性だった． 
 

 

 

図 1. 上衣芽腫 Carbon 照射後：p53 signaling 
pathway（上），apoptosis-related pathway
（下）  

 

   
図 2. 上衣芽腫：非照射； H.E.（左），CD133
（右） 

   
図 3. 上衣芽腫：非照射； Nestin（左），Ki-67
（右） 

  
図 4. 上衣芽腫：Carbon 16Gy 照射後(48h)； 
CD133（左）， Ki-67（右） 

  
図 5. 上衣芽腫：X-ray 16Gy 照射後 
(6weeks)； CD133（左），Ki-67（右） 
 

 

 
図 6. 上衣芽腫 Ki-67 LI: Carbon 2Gy 照射
後 6 時間～６週間（上），X 線 8-24Gy 照射後
６週間（下）． 
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