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研究成果の概要（和文）：放射線抵抗性を示す神経膠芽腫の克服のために、マイクロビーム照射装にて照射細胞からで
るシグナルが一酸化窒素（ＮＯ）であることを同定した。１腫瘍細胞あたりの照射イオン数(１個~１０個),細胞質標的
または核標的に関係なく被照射細胞においてNOを検出した。ＮＯは周囲の非照射細胞にも周囲500μm四方に伝播した。
Crosslinking assayを行うと腫瘍細胞では照射により細胞質から細胞膜へのGluA1の移動 ( trafficking ) を認めたが
ＮＯＳ欠損マウス由来海馬細胞では細胞膜へのGluA1の移動変化が無かったことから、このGluA1の細胞膜への移動は一
酸化窒素が誘導したものと結論した。

研究成果の概要（英文）：Cells response to various exogenous stimuli, and can propagate signals by several 
pathways. Here we show that nitric oxide ( NO ) is produced in response to ionizing radiation and fulfils 
a broad spectrum of signaling for pathophysiological process of invasive growth in brain cancers. NO 
mediates a stimulatory sign that leads to tumor cells outside irradiated field. High linear energy 
transfer charged particle (LET) as well as X-ray radiation stimulated NO production in cancer cells and 
the increased mobility through facilitation of surface trafficking of GluR1, a subunit of AMPA-type 
glutamate receptor (AMPAR), via cGMP-dependent signal transduction and activation of intracellular 
calcium signaling . Blockage of AMPAR by antagonists or knockdown of GluR1 reduced NO production and 
propagation, and can regulate this invasive growth.

研究分野： 脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
放射線は固形がんの治療において、重要な

治療手段であるが、臨床的には、照射野内外
での腫瘍の再発がしばしば認められる。原因
としては、照射前にすでに微小転移巣が存在
しているという考え、あるいは照射野・照射
線量が不適切で十分な効果が得られていな
いなどと説明されてきた。臨床の現場におい
て、高線量照射を広範囲に行えば、脳壊死を
引き起こす可能性が高まり、一方線量を低く
抑えれば、照射野内の局所再発が必須である。
最近では、腫瘍塊には 90Gy 相当の照射を施
行し、周囲浸潤部位に 60Gy、周囲脳に
40-50Gy と重み付け可能な強度変調照射法
をトモテラピーなどの新しい治療装置を用
いたり、従来のライナックによる外照射にガ
ンマナイフやサイバーナイフを組み合わせ
て施行するなどの工夫がなされている。とり
わけ悪性度の高い神経膠芽腫については、
様々な試みが施行されているが、長期の生存
期間を得るまでには至っていない。このよう
に、がんの放射線抵抗性の問題は、照射野や
照射量あるいは重粒子線などの新しい線種
の選択や治療装置の改善などで解決策を見
出そうとしてきたが現在まで浸潤性増殖の
克服に至っていない。 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえて、本研究の目的は、

照射により変動あるいは活性化する遺伝子
や伝達路を解明し、浸潤性増殖機構の不活化
を誘導することで放射線抵抗性の解決点を
探索し臨床応用可能な新規治療薬を開発す
ることにある。 
 
３．研究の方法 
研究課題は 

（１）照射による遺伝子変化・シグナル伝達 
   路の変化 
（２）細胞分裂及び周期に与える影響 
（３）細胞遊走亢進の分子機構･バイスタン 
   ダー効果の解析の 3 項目である。 
これ等の課題を独自に開発した疾患モデル
を用いて主に培養系で解析する。バイスタン
ダー効果の解析にはマイクロビーム照射（群
馬大学重粒子センターおよび日本原子力開
発機構高崎量子応用研究所との研究協力に
よる）を用いた。脳内移植モデルによる解析、
術前照射を施行された臨床検体での病理学
的解析、および遺伝子改変動物（一酸化窒素
合成酵素完全欠損型マウス）を用いた解析を
施行した。これはバイスタンダー効果のシグ
ナルとして一酸化窒素を想定しているため
である。 
 
４．研究成果 
照射による腫瘍細胞の遺伝子変化を

Affymetrix社のジーンチップにて解析し 

Venn diagramにて偽処理細胞に対するX線、
炭素線照射細胞の遺伝子発現解析を施行した。
その結果、X線および炭素線の遺伝子変化は
同方向に有意に変化し、例えばX線について
増加したものは炭素線についても増加した。
X線により有意に増加し炭素線により有意に
減少した遺伝子は見出されず、X線により有
意に減少し炭素線により有意に増加したもの
は１つのみであった。 

日本原子力機構高崎量子応用研究所に
設置してあるマイクロビーム照射装置を用
いて照射細胞からでるシグナルの同定とシ
グナル伝達の仕組みを解析した。臨床検体か
ら樹立したグリオーマ細胞株を用いてマイ
クロビーム照射装置にて被照射細胞と非照
射細胞を厳密に区別し照射細胞から出るシ
グナルを検出し、そのシグナルの範囲や時間
経過を追った。最初に培養皿の空打ち実験を
行い、シグナルが出ないことを確認した。次
いで、シグナルの検出には NO 検出薬である
Diaminofluorescein-2Diacetate(DAF-2 DA)
は生細胞の状態で使用可能で、同時に
Mitotracker による染色により背景細胞を描
出した。単層培養にて細胞１個に細胞質と核
を分けて照射実験を施行した。１腫瘍細胞あ
たりの照射イオン数(１個~１０個),細胞質標
的または核標的に関係なく被照射細胞で NO
を検出した。ＮＯは周囲の非照射細胞にも検
出されそのシグナルは照射直後から４８時
間以降まで拡散し、被照射細胞を中心に周囲
500µm 四方に最終的に伝播が確認された。
Aggregate culture 法にて細胞集塊を炭素線
量 10Gy(炭素線イオン１万５千発 ) 直径
250µm のコリメターを用いて腫瘍塊を厳密
に照射すると、照射直後より control 群の非
照射細胞の３倍の 30µm/h の速度で腫瘍細胞
は遊走亢進を示した。同一 dish 内のコリメ
ター外の非照射細胞でも同様に遊走亢進し
たことからＮＯが遊走亢進の分子機序に関
与する可能性が強く示唆された。実際ＮＯ中
和剤 20 µM cPTIO を前処理すると遊走亢進
現象は完全に制御された。このことは神経膠
芽 腫 の 放 射 線 抵 抗 性 の 機 序 解 明 に
NO-cGKII-GluA1-Akt signaling の活性化が
重要であるとする我々の仮説のうちNOの関
与を支持するものである。ついで腫瘍細胞お
よびＮＯ合成酵素（ＮＯＳ）系完全欠損動物
（triple nNOS/iNOS/eNOS-KOマウス）を用 い
て、BS3 による細胞質および細胞膜 GluA1 に
分けて同定できる Crosslinking assay を行
い放射線介入によるGluA1受容体の動態解析
を 施行した。 動物モデルでは海馬を対象と
してBS3処理後にウエスタンブロッティング
を施行した。その結果、腫瘍細胞では照射に
より 細胞質から細胞膜への移動を認め、被
照射細胞では非照射細胞の 2 倍の細胞膜



GluA1 が検出された。さらに細胞質と細胞膜
GluA1 の分布比では非照射細胞が 50：50 であ
るのに対して被照射細胞 25:75とGluA1の局
在の変化を来たした。この変化は放射線処理
した細胞群でも細胞膜受容体を架橋する BS3
無処理群では認められなかった事、またＮＯ
Ｓ欠損マウス由来海馬細胞では放射線介入
による細胞膜へのGluA1の移動変化が無かっ
たことから、一酸化窒素が誘導したものと結
論した。ヒト臨床検体を用いた解析でも手術
に先行して放射線治療を施行した症例のう
ち（neoadjuvant therapy を受けた症例）照
射後 1 ヶ月以内に摘出された臨床検体 1４例
を用いて iNOS, cGKII, GluA1 の同定を免疫
組織学的に解析した。その結果術前照射群に
おいて iNOS の発現の有意な増強および 
cGkII と GluA1 との colocalization が認めら
れ た 。 さ ら に 樹 立 し た CGNH-human 
glioblatoma cell line による脳内移植モデル
による実験からは GluA1 の trafficking を抑
制する AMPA 拮抗薬を用いることで移植細
胞の浸潤性格の減衰に伴い有意な生存期間
延長効果が認められたことから AMPA 拮抗
薬が新規治療剤となる可能性が示唆された。 
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