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研究成果の概要（和文）：本課題により、炭素線照射はX線照射に比べ、大多数の癌細胞株において浸潤抑制効果が高
いこと、しかし、まれにPANC-1やSF126のように浸潤能が上昇する細胞株が存在することが明らかとなった。また、阻
害剤によるスクリーニングから、炭素線照射後のPANC-1の浸潤能の抑制にはNOSやPI3Kの阻害剤が有効である事を同定
した。さらに、炭素線照射後に浸潤能が上昇するPANC-1 とSF126では、照射後に培地中のNO2-量が上昇する一方で、浸
潤能が減少するMIAPaCa-2ではNO2-量は減少することから、NOは複数の細胞株の照射後浸潤変化に重要である可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used 30 tumor cell lines and 1 normal embryonic lung fibroblast,
 and found that carbon-ion (C-ion) irradiation is effective in suppressing invasiveness of many cell lines
. However, C-ion irradiation also enhanced the invasiveness of 2 cell lines, PANC-1 and SF126. Among 285 A
nticancer Drugs , we found that nitric oxide synthase (NOS) inhibitors and phosphatidylinositol 3-kinases 
(PI3K) inhibitors were both effective in suppressing irradiated-PANC-1 invasion. Interestingly, most invad
ing PANC-1 cells were nitric oxide (NO)-producing cells, and C-ion irradiation increased the NO-producing 
cell population, thereby enhancing invasion. Furthermore, NO2- content was increased in irradiated PANC-1 
or SF126, whereas those were decreased in irradiated MIAPaCa-2, whose invasiveness was suppressed by C-ion
 irradiation, suggested the roles of NO in the regulation of irradiation-altered invasiveness.
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1. 研究開始当初の背景 

 放射線治療は侵襲のない局所療法であ

り、高齢化社会に移行しつつある日本で

は重要ながん治療法のひとつである。中

でも、重粒子線は X線に比べ局所効果が

高いという利点があり、その治療効果が

期待されている。放医研では、1994年よ

り重粒子線治療を開始しており、2010年

の時点では 5000人のがん患者が治療さ

れ、高い抗腫瘍効果が示されてきた。癌

の治療効果をさらに向上させるため、今

後は、放射線化学併用療法へ応用できる

転移抑制剤の開発が期待されている。 

 基礎研究により、X線照射やγ線照射

は細胞の浸潤能を上昇させることがすで

に多数の細胞株で報告されている。しか

し、炭素線照射については、わずか 5種

類の細胞株における報告しかない。これ

までに申請者らは、2つの細胞株

（MIAPaCa-2および Panc-1,共にヒト膵

臓癌由来細胞）を比較した実験で、X線

および重粒子線照射後の浸潤能が変化す

る事、またその応答は細胞株間で異なる

という予備的データを得ている。今後、

さらに複数の細胞株を調べる事で、細胞

株ごとの浸潤能変化に関わる関与分子を

見いだす事ができ、個々の細胞株の特徴

と比較することで、このタイプの細胞に

はこの抑制剤が有効である等の予測が可

能となると期待される。放射線照射後の

浸潤能変化の予測とそれに対する有効な

抑制剤の選択に役に立つものと考えられ

る。 

 

2. 研究の目的 

(1) 36種のヒト癌細胞株を用い、X線や炭

素線照射で浸潤能が上昇する細胞株を

探索する。放射線照射による浸潤能の

上昇は特定の細胞株でのみ見られる現

象か、あるいは他の癌細胞株でも見ら

れる現象であるのか明らかにする。 

(2) 36種の細胞株のうち、まずは浸潤能

が最も顕著に誘導された細胞株を用い、

照射後の浸潤能の抑制に有効な阻害剤

を同定する。具体的には、文部科学省

新学術領域研究•がん支援•化学療法基

盤支援活動が提供する、標準阻害剤キ

ット（含まれる阻害剤: 285種類）を利

用する。また、効果が確認された阻害

剤のターゲット分子から、照射後の浸

潤能変化に関与する因子を明らかにす

る。 

(3) 関与が示唆された因子について、他の

細胞株の浸潤能変化にも関与するか明

らかにする。 

 

3. 研究の方法 

(1) 放射線照射後に浸潤能が変化する細

胞株を探索した。（課題 1年目） 

細胞は、以前、当研究室で、X線照射

後の遺伝子発現プロファイリングに

用いた細胞株 36種 (乳癌、子宮頸癌、

肺癌、食道癌、大腸癌、膵臓癌、神経

膠芽腫、神経膠肉腫、星状細胞腫、髄

芽腫 由来細胞株) を用いた。X 線及

び炭素線照射後の浸潤能の変化を調



べた。浸潤アッセイ用プレートには、

96well invasion assay（Cultrex BME 

Cell Invasion Assay, Trevigen）, 及び、

24 well invasion assay (Transwell 

permeable support, Costar)を用いた。ま

た、X線は非照射または 4 G, 炭素線

照射は非照射または 2 Gy (MONO, 

LET: 80Kev)を用いた。 

(2) 放射線照射後の浸潤能の抑制に有効

な阻害剤および関与因子を同定した。（2

年目） 

浸潤能が最も顕著に誘導された細胞株

に対し、文部科学省新学術領域研究•が

ん支援•化学療法基盤支援活動が提供

する阻害剤キット(含まれる阻害剤：

285 種)を用い、浸潤能の抑制に有効な

阻害剤をスクリーニングした。標準阻

害剤キットは96ウェルプレート3枚か

らなるため、それに対応するように、

浸潤アッセイにも96ウェルの浸潤アッ

セイプレート（ Cultrex BME Cell 

Invasion Assay, Trevigen）3枚を用いた。

具体的には、細胞を浸潤能が上昇する

最適条件で照射し→ 285 種類の阻害剤

でそれぞれ処理→ 96 ウェル浸潤アッ

セイプレートの各 well へ→浸潤した細

胞数を測定し、浸潤を抑制する阻害剤

を同定した。また、阻害剤の標的分子

より、照射後浸潤能変化に関与する因

子を調べた。 

(3) 照射後浸潤能への関与が示唆された

因子について、他の細胞株の照射後浸潤

能変化にも関与するか明らかにする。

（課題 3年目） 

照射後の浸潤能変化に関与が示唆され

た因子に焦点をあて、照射後に浸潤能

が顕著に誘導または抑制された細胞株

の浸潤能変化にも、その因子が関与す

るか、照射後の発現変化を調べた。 

 

4. 研究成果 

(1) 放射線照射による浸潤能の上昇は特

定の細胞株でのみ見られる現象か、ある

いは他の癌細胞株でも見られる現象であ

るのか明らかにするため、36 種類のヒト

癌細胞株 (乳癌、子宮頸癌、肺癌、食道癌、

大腸癌、膵臓癌、神経膠芽腫、神経膠肉

腫、星状細胞腫、髄芽腫 由来細胞株) 及

び 1 種の正常組織由来繊維芽細胞株を用

い、X 線や炭素線照射により浸潤能が変

化する細胞株をスクリーニンングした。X

線 (4 Gy)、及び、炭素線 (2 Gy)照射後の

細胞浸潤能変化について、96well 浸潤能

アッセイプレートを用いて調べたところ、

非照射群に対し X線照射後に 25%以上の

浸潤能の増加が認められたのは 6 細胞株

（食道癌由来 5 種、膵癌由来 1 種）であ

り、反対に、25%以上の低下が確認された

のは 7 細胞株（脳腫瘍由来細胞株 4 種、

子宮頸癌由来 2 種、肺癌由来 1 種）であ

った。また、炭素線照射後に上昇が認め

られたのは4細胞株(星状細胞腫由来1種、

食道癌由来 2種、子宮頸癌由来 1種)であ

り、低下が確認されたのは 11細胞株(脳腫

瘍由来細胞株６種、食道癌由来２種、子

宮頸癌由来１種、大腸癌由来 2種)であっ



た。また、特に、元々の浸潤能が高い脳

腫瘍由来細胞株では、炭素線照射後に顕

著な浸潤能抑制効果が認められた。また、

炭素線照射で浸潤能が 2 倍以上上昇する

細胞株としては、PANC-1以外に脳腫瘍由

来細胞株 SF126 が同定された。これらの

結果より、炭素線照射は大多数の癌細胞

株において浸潤抑制効果が高いこと、ま

た、まれに PANC-1や SF126、Caskiのよ

うに浸潤能が 1.5 倍以上上昇する細胞株

が存在することが明らかとなった。 

 (2) 課題 1 年目の結果より、炭素線照射

は大多数の細胞株の浸潤抑制に効果的で

あるが、2種類の細胞株 (PANC-1, SF126) 

においては浸潤を２倍以上誘導すること

が明らかとなった。そこで、課題 2 年目

は炭素線照射後に浸潤能が上昇する

PANC-1および SF126に着目し、照射後の

浸潤能を抑制できる阻害剤について阻害

剤キット（含まれる阻害剤：285種）を用

いてスクリーニングを行った。まず、炭

素線照射後に浸潤能が最も顕著に上昇す

る PANC-1 細胞を用い、炭素線照射後の

浸潤能を 40%以上抑制できる阻害剤をス

クリーニングしたところ、一酸化窒素合

成酵素（NOS）阻害剤及び PI3K阻害剤が

有効である事が明らかとなった。そこで、

次に PANC-1 の浸潤における一酸化窒素

の意義について調べた。PANC-1を、一酸

化窒素を産生している細胞を検出する試

薬 (DAF-2DA) で染色したところ、全細

胞中の一酸化窒素産生細胞の割合はわず

か 4%であったのに対し、浸潤した細胞で

はその殆どの約 90％が一酸化窒素産生細

胞であることが明らかとなった。また、

PANC-1浸潤細胞では、特に NOS1の発現

が顕著に高いことも確認された。このこ

とから、一酸化窒素を産生する細胞群は

PANC-1 の浸潤において重要な役割を担

っている事が示唆された。また、全細胞

中の一酸化窒素産生細胞の数は、炭素線

照射により 4%から 18% (4.5倍)に増加す

る事、これに対し、炭素線照射後に浸潤

する細胞数も約 3.5倍に増加し、その浸潤

細胞の 84%は一酸化窒素を産生する細胞

であった事から、炭素線照射後の一酸化

窒素産生細胞数の増加が、炭素線照射後

の浸潤細胞数の増加と関連している事が

示唆された。 

 (3) 課題 2年目の結果より、PANC-1の炭

素線照射後の浸潤能変化には一酸化窒素

が重要な役割を担っている事が示唆され

た。一酸化窒素は他の細胞株の浸潤にお

いても重要な役割を担っているのか、ま

ずは炭素線照射後に浸潤能が 2 倍以上上

昇する SF126 細胞を用いて調べたところ、

PANC-1 の浸潤細胞と同様に SF126 の浸

潤細胞においてもNOSの発現量が全体の

細胞に比べ顕著に高いことが確認された。

また、炭素線照射後に浸潤能が上昇する

PANC-1細胞及び SF126細胞では、照射後

に培地中の NO2
-量が上昇すること、一方

で、炭素線照射により浸潤能が顕著に減

少するMIAPaCa-2細胞では、NO2
-量は減

少する事を見いだした。さらに、

MIAPaCa-2 細胞では、炭素線照射により



一酸化窒素産生細胞の数も減少すること

を明らかにした。これらのことから、一

酸化窒素は、複数の細胞株の浸潤におい

て重要であり、照射後の浸潤能変化に関

与する可能性が示唆された。 
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